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RESUMO

SANTANA, Fernanda Abreu, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2008. Selecao assistida e diversidade genética de fontes de
resisténcia ao nematdide de cisto da soja. Orientador: Maurilio Alves
Moreira. Co-Orientadores: Everaldo Gongalves de Barros e Cosme Damiao
Cruz.

Diante da dificuldade na realizacdo da selecdo fenotipica para a
resisténcia ao nematdide de cisto da soja (NCS), da necessidade da
implantacdo da selecdo assistida por marcadores a este patégeno e do
pouco conhecimento da diversidade genética das cultivares resistentes
desenvolvidas pelos programas de melhoramento do Brasil, este trabalho
teve como objetivos: (1) utilizar estratégias de selecdo assistida por
marcadores para avaliar a eficiéncia de selecdo de microssatélites proximos
a QTLs (Quantitative trait loci) dos grupos de ligacdo (GL) G e A2 em
populacdes originadas do cruzamento entre isolinhas derivadas das
cultivares CD201 e Vmax; e (2) avaliar a diversidade genética entre
cultivares de soja resistentes ao NCS desenvolvidas por seis programas de
melhoramento do Brasil e entre fontes de resisténcia ao NCS, por meio de
marcadores microssatélites proximos a QTLs que conferem resisténcia ao
patbgeno. Em relagdo ao primeiro objetivo, foram selecionadas sete
populacdes Fs com base no polimorfismo de marcadores microssatélites dos
GL G e A2, as quais foram avaliadas fenotipicamente quanto a resisténcia a
raca 3 do NCS (HG tipo 5.7). Familias Fe.; das populacdes selecionadas
pelo GL A2 foram suscetiveis, e as selecionadas pelos GL G e A2 tiveram
quatro familias resistentes e quatro moderadamente resistentes,
evidenciando que o QTL de efeito maior do GL A2 ndo esta presente na
fonte de resisténcia do presente estudo. Os microssatélites do GL G
apresentaram alta eficiéncia de selecdo e podem ser utilizados com sucesso
na selecdo assistida para a resisténcia a raca 3 e em populacfes derivadas
de Vmax. Em relacdo ao segundo objetivo, foram utilizados 36 gendtipos,
incluindo cultivares resistentes do Brasil e gendtipos originais (fontes de
resisténcia ao NCS e a cultivar Lee, utilizada como padrdao de
suscetibilidade). Foram utilizados 24 microssatélites proximos aos QTLs de
resisténcia ao NCS presentes nos grupos de ligagao (GL) G, A2, D2, E, J e
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M. A diversidade genética de cada loco microssatélite foi avaliada pelo
contetdo da informagé&o de polimorfismo (PIC) e pela dissimilaridade média
de um gendtipo em relacdo aos demais gendtipos avaliados. Foram
realizadas analises de agrupamento dos gendtipos pelo método de Tocher e
dispersao grafica. Um total de 77 alelos, com uma média de 3,2 alelos por
loco, foi obtido para as 36 cultivares. O PIC variou de 0,11 a 0,71, com uma
média de 0,36. Entre as fontes originais encontrou-se um numero de alelos
maior que entre as variedades comerciais. O GL D2 foi muito importante na
discriminacdo entre gendtipos resistentes e moderadamente resistentes a
raca 14. A base genética quanto a resisténcia ao NCS nas variedades
comerciais desenvolvidas pelos programas de melhoramento no Brasil é
muito estreita, sendo necessario aumentar a diversidade de genes utilizados,

por meio da introducédo de diferentes acessos.



ABSTRACT

SANTANA, Fernanda Abreu, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2008. Assisted selection and genetic diversity of resistance
sources to the resistance to soybean cyst nematode. Adviser. Maurilio
Alves Moreira. Co-Advisers: Everaldo Gongalves de Barros and Cosme
Damido Cruz.

Due to difficulties in the performance of the phenotypic selection for
the resistance to the soybean cyst nematode (NCS), the need to implant the
marker-assisted selection to this pathogen, and the little knowledge about the
genetic diversity of the resistant cultivars developed by the Brazilian breeding
programs, the objectives of this work were (1) to use marker-assisted
selection strategies to evaluate the efficiency of the selection of the QTL
(Quantitative trait loci) near microsatellites of the linkage groups (GL) G and
A2 in populations come from the crossing between isolines from the cultivars
CD201 and Vmax and (2) to evaluate the genetic diversity in NCS resistant
soybean cultivars developed by six Brazilian breeding programs and in
sources of resistance to NCS, by means of QTL near microsatellites, which
give resistance to the pathogen. As to the first objective, seven Fs
populations were selected based on the microsatellite marker polymorphism
of GL G and A2. These populations were phenotypically evaluated as to the
resistance to the race 3 of the NCS (HG type 5.7). Families Fg.; of the
populations selected by the GL A2 were susceptible and those selected by
the GL G and A2 achieved four resistant families and four moderately
resistant families, thus demonstrating that the QTL of greater effect of the GL
A2 is not present in the source of resistance of the present study. The
microsatellites of the GL G presented high selection efficiency and can be
used with success in the assisted selection for the resistance to race 3 and in
populations come from Vmax. As to the second objective, 36 genotypes were
used, including Brazilian resistant cultivars and original genotypes (sources
of resistance to NCS and the cultivar Lee, used as a standard of
susceptibility). 24 QTLs near microsatellites were used of NCS resistance
present in the linkage groups G, A2, D2, E, J and M. The genetic diversity of
each microsatellite was evaluated by the polymorphism index content (PIC)
and by the average dissimilarity of a genotype in relation to the other



genotypes evaluated. Genotype grouping analyses were carried out by the
Tocher method and graphic dispersion. A total of 77 alleles, with an average
of 3.2 alleles per locus, was achieved for the 36 cultivars. The PIC varied
from 0.11 to 0.71, with an average of 0.36. A greater number of alleles were
found in the original sources, in comparison to the commercial varieties. The
GL D2 was very important in the discrimination of genotypes which are
resistant and moderately resistant to the race 14. The genetic basis as to the
NCS resistance in the commercial variety developed by the Brazilian
breeding programs is very narrow, and it is necessary to increase the

diversity of the genes used, by introducing different accesses.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 30 anos, entre as grandes culturas produtoras de graos
a soja foi a que mais cresceu, em nivel mundial e nacional. No Brasil, desde
a década de 1970 a éarea cultivada, producéo e produtividade da soja vém
crescendo, o que se deve aos esforgcos dos diversos programas de
melhoramento no desenvolvimento de variedades adaptadas as diferentes
regibes do Pais (EMBRAPA, 2007) e também ao desenvolvimento de
cultivares resistentes as principais doencas que acometem a cultura da soja.

As doencas que afetam a soja sdo responsaveis por significativos
prejuizos nas safras. Entre essas doencgas, o nematoide de cisto da soja
(NCS), Heterodera glycines Ichinohe, causa sérios problemas de reducgéo de
rendimento da soja nas principais regides do mundo onde é cultivada
(WRATHER et al., 2001). Estimativas de perdas anuais de aproximadamente
11% da producdo mundial ja foram atribuidas a esse parasita (BARKER,
1998).

Além de causar grande prejuizo a producdo, o NCS também é de
dificil manejo. O método de controle mais econdmico e eficiente € o uso de
cultivares resistentes associado a rotacdo com culturas ndo hospedeiras
(EMBRAPA, 2007).

A principal dificuldade para o desenvolvimento de variedades
resistentes aos nematoides é a selecdo fenotipica, pois sdo necessarios:
inbculos do patogeno; estrutura para avaliacdo das plantas (casas de
vegetacao, o que reduz o numero de plantas a serem avaliadas); e pessoal
treinado para a experimentacdo. Além disso, a selecdo fenotipica €
demorada, tediosa e de alto custo (DIERS; ARELLI, 1999).

Apesar de terem sido identificadas diferentes fontes de resisténcia
ao NCS, poucas foram utilizadas para o desenvolvimento das cultivares
resistentes, caracterizando a vulnerabilidade do germoplasma de soja
melhorado.

Com uma base genética estreita dos genaétipos, esse patdogeno pode
facilmente superar a resisténcia nas cultivares de soja pela pressédo de
selecdo de racas, devido a grande variabilidade genética desse parasita
(RIGGS et al., 1981; DONG et al., 1997).



O desenvolvimento de marcadores moleculares de DNA do tipo
microssatélites, possibilitou a elaboragcdo de mapas genéticos altamente
saturados do genoma da soja (CREGAN et al., 1999a; SONG et al., 2004),
facilitando a busca de QTLs (Quantitative trait loci) para a resisténcia ao
NCS.

A tecnologia dos marcadores de DNA tem sido uma grande
promessa de auxilio nos programas de melhoramento para a selecéo
assistida de caracteristicas de dificil avaliacdo, como é o caso do NCS, que
poderd acelerar o desenvolvimento de cultivares resistentes com o
melhoramento assistido por marcadores (TAMULONIS et al., 1997, SILVA et
al., 2001).

No estudo da diversidade genética, os marcadores moleculares
permitem fazer distincdo genética entre individuos diretamente em nivel de
DNA, possibilitando acessar a variabilidade genética dentro do complexo
génico de espécies cultivadas, assim como identificar a diversidade
disponivel em bancos de germoplasma.

Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivos: 1) utilizar
estratégias de selecdo assistida por marcadores para avaliar a eficiéncia de
selecdo de marcadores microssatélites proximos a QTLs dos GL G e A2
visando a selecdo de genotipos resistentes em populacdes segregantes
originadas do cruzamento entre isolinhas derivadas das cultivares CD201 e
Vmax; e 2) avaliar a diversidade genética das fontes de resisténcia e
cultivares resistentes ao NCS, de diferentes programas de melhoramento de
soja do Brasil, com base em locos microssatélites proximos aos QTLs que

condicionam a resisténcia ao patdégeno.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econémica da soja

Os relatos de introducéo da soja (Glycine max (L.) Merrill) no Brasil
sdo de 1882 na Bahia. Em 1891, novos gendtipos foram avaliados no Estado
de S&o Paulo, e em 1900 no Rio Grande do Sul, onde tiveram mais sucesso.
No entanto, apenas na década de 1970 essa cultura adquiriu importancia
econdmica para o Pais (EMBRAPA, 2007).

A partir da década de 1980 a regido central do Brasil ja se destacava
em niveis de produtividade. Em 31 anos (1976/77 a 2007/08) a producao da
soja passou de 12 milhdes para 59 milhdes de toneladas (CONAB, 2008).
Considerando que h& extensas areas disponiveis no Pais para o cultivo
dessa leguminosa, sua producao pode ser ainda maior.

No Brasil, a soja expandiu-se de norte a sul, sendo cultivada em 17
Estados. Os principais Estados produtores de soja sédo: Mato Grosso,
Parand, Rio Grande do Sul, Goiés, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia
e Sao Paulo. Esses Estados produziram em 2006/07 aproximadamente 55
milhdes de toneladas, o que corresponde a 93,1% da producao brasileira de
soja (CONAB, 2008).

Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor e exportador
mundial de soja, com cerca de 21 milhdes de hectares cultivados e com uma
produtividade média de 2.822 kg/ha (CONAB, 2008).

Estima-se que em poucos anos a producédo brasileira possa superar
a dos Estados Unidos, detentores de 37% da producdo mundial, uma vez
que a producdo de soja dos principais concorrentes do Brasil (EUA,
Argentina e China) tenderd a estabilizar-se por falta de areas disponiveis
para expansdo em seus territérios (DALL"AGNOL, 2006).

A crescente demanda pelo grdo da oleaginosa nos mercados
nacional e internacional, que buscam tanto o farelo, para elaboracdo de
racdes animais, quanto o 6leo, para uso doméstico e biodiesel, faz com que
a soja e seus derivados tenham grande participagcdo em divisas na pauta de
exportacao do Pais (ROESSING; GUEDES,1993; DALL"AGNOL, 2006).



Embora ja tenham sido desenvolvidas variedades adaptadas ao
cultivo em todo o Pais, vérios fatores limitam a obtencdo de bons
rendimentos para essas cultivares. Entre esses fatores estdo as doencgas
que impedem que variedades melhoradas expressem seu potencial de
rendimento (YORINORI et al., 1993).

2.2. Nematdide de cisto da soja

O nematdide de cisto da soja (NCS), Heterodera glycines Ichinohe,
foi detectado pela primeira vez no Brasil na safra 1991/92 (LIMA et al., 1992;
LORDELLO et al., 1992; MONTEIRO; MORAIS, 1992). Atualmente esta
presente em mais de 107 municipios de dez estados brasileiros (BA, GO,
MA, MT, MS, MG, PR, SP, RS e TO) (EMBRAPA, 2007).

Na auséncia de plantas hospedeiras, o cisto do nematéide pode
sobreviver no solo por mais de oito anos. Portanto, onde ha a ocorréncia
desse nematdide é praticamente impossivel elimina-lo (EMBRAPA, 2007).

O NCS é uma das principais limitac6es para a producao da soja no
Brasil e no mundo (WRATHER et al.,, 1997). Ao parasitar as raizes de
plantas de soja, o NCS dificulta a absorcdo de agua e de nutrientes,
retardando o crescimento e inibindo a nodulagdo do Bradyrhizobium
japonicum (Kirchner) Buchanan, causando reducao do porte e do nimero de
vagens e, como consequéncia, a baixa produtividade (RIGGS; SCHMITT,
1987).

Em 1998, a CONAB reportou que as perdas na producéo da soja
brasileira devido ao NCS, desde a safra 1991/92, superaram US$ 200
milhdes, ressaltando que somente na safra 1997/98 esse valor foi de US$
140 milhdes. Noel (1992) constatou 20 a 30% de prejuizo no rendimento da
soja em campos infestados com nematbides, mesmo na auséncia de
sintomas severos. De acordo com Garcia et al. (2005), as cultivares
suscetiveis apresentam uma produtividade em média de 400 kg/ha menor
gue a das resistentes.

O termo raca é utilizado para designar as formas intra especificas do
NCS, porém o conceito de raca aplicado a esse patdgeno ndo € baseado no

seu gendtipo e sim no fendtipo predominante em uma determinada



populacdo, em um determinado tempo (EMBRAPA, 2007). Golden et al.
(1970) e posteriormente Riggs e Schmitt (1988) propuseram descrever a
diversidade do NCS por um sistema de ragas fisiologicas utilizando quatro
genotipos de soja resistentes (Pickett 71, Peking, PI 88788 e P1 90763) e um
padréo suscetivel (Lee) (Quadrol).

De acordo com essa classificacdo, 12 racas ja sdo conhecidas nos
EUA (racas 1 a 10, 14 e 15), e no Brasil ja foram encontradas 11 (1, 2, 3, 4,
4+, 5, 6, 9, 10, 14 e 14+). Araca 3 € a mais comum nos EUA e também no
Brasil (NOEL et al., 1994; EMBRAPA, 2007), e asracas 1, 2, 9 e 14 vém se
tornando cada vez mais importantes. Atualmente, a distribuicdo das racas do
NCS no Brasil é a seguinte: Mato Grosso, racas 1, 2, 3, 4, 4+, 5, 6, 9, 10, 14
e 14+; Mato Grosso do Sul e Goias, racgas 3, 4, 5, 6, 10 e 14; Minas Gerais e
Rio Grande do Sul, racas 3 e 6; Parana, Sao Paulo e Bahia, raca 3;
Tocantins, raca 1; e Maranhao, raca 9 (EMBRAPA, 2007).

Quadro 1 - Esquema utilizado para identificacdo de racas de Heterodera

glycines proposto por Riggs e Schmitt (1988)

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

9 + - -
10 - - +
11 - + + -
12 - + - +
13 - + - -
14 + - +
15 - + ]
16 - + + +

- = nimero de fémeas e cistos <10% em relacdo ao padrao suscetivel Lee.
+ = nlmero de fémeas e cistos > 10% em relacdo ao padréo suscetivel Lee.



A classificacdo dos hospedeiros em resistentes ou suscetiveis a
determinada raca € baseada em um indice de parasitismo (IP). Este mede o
grau de parasitismo a que tais hospedeiros sdo submetidos, comparados
com o padrédo suscetivel (Lee), em que IP = (no de fémeas e cistos no
hospedeiro diferenciador/n°de fémeas e cistos em Lee) x 100. Quando esse
indice é igual ou superior a 10, o hospedeiro é considerado suscetivel e,
guando menor, resistente (SCHMITT; SHANNON, 1992).

Embora o esquema de diferenciadoras seja usado com sucesso na
identificacdo de racas, ndo existe padronizacdo completa dos fatores
envolvidos, e um mesmo isolado pode ser classificado em racas diferentes,
dependendo do local onde foi feito o teste. Isso é atribuido as variacdes nos
testes de raca, as diferencas genéticas das plantas e a variabilidade
genética nas populacdes de nematoides (RIGGS et al., 1988).

Considerando que o sistema de racas ndo avalia toda a variabilidade
presente nas populacbes de Heterodera glycines, Niblack et al. (2002)
propuseram um novo esquema de classificagdo com sete variedades
diferenciadoras ou linhas indicadoras (Peking, Pl 887888, Pl 90763, PI
437654, Pl 209332, Pl 89772 e Pl 548316) para melhor descrever a
diversidade do patdgeno. Adicionalmente, eles sugeriram classificar as
populacdes de nematdides como “tipos H. glycines” (tipos HG) e ndo em
racas. No entanto, a grande maioria dos estudos foi realizada antes do
desenvolvimento deste sistema, e ainda € comum usar a classificacdo de
Riggs e Schmitt (1988).

O tipo HG de uma populagédo de Heterodera glycines é determinado
por um ensaio muito similar ao usado para determinacéao de racas, sendo a
Unica diferenca a inclusdo das linhas indicadoras propostas por Niblack et al.
(2002). A classificacdo do tipo HG de uma populagdo de NCS é baseada
simplesmente em uma lista de nimeros que esta apresentada no Quadro 2.
Os numeros indicam o hospedeiro suscetivel, que correspondem as linhas
indicadoras. Por exemplo, uma populacdo que apresenta IP igual ou superior
a 10 em Pl 88788, Pl 209332 e Pl 89772 é classificada como do tipo HG
2.5.6.



Quadro 2 - Linhas indicadoras para a classificacdo do tipo HG de

populacdes de Heterodera glycines, proposta por Niblack et

al. (2002)
Numero Linha Indicadora Referéncia
1 P1 548402 (Peking) Brim e Ross, 1966
2 Pl 88788 Hartwig e Epps, 1978
3 P190763 Hartwig e Young, 1990
4 Pl 437654 Anand, 1992a
5 Pl 209332 Anand, 1992b
6 P189772 Nickell et al., 1994a
7 P1 548316 (Cloud) Nickell et al., 1994b

2.2.1. Base genética da resisténcia ao NCS

Diversos estudos de genética classica foram realizados para o
esclarecimento da base genética da resisténcia ao NCS. Foram relatados
genes com alelos recessivos e dominantes no controle da resisténcia em
diversas fontes de resisténcia (CALDWELL et al., 1960; MATSON;
WILLIAMS, 1965; RAO-ARELLI; ANAND, 1988; RAO-ARELLI, 1994; EPPS;
HARTWIG, 1972; ANAND; GALLO, 1984; YOUNG, 1990; RAO-ARELLI et
al., 1997).

Mansur et al. (1993) propuseram que se estudasse a heranca da
resisténcia ao NCS como quantitativa, com base na distribuicdo continua do
namero de cistos na populacdo. Nessa abordagem, o advento dos
marcadores moleculares foi de grande importancia para o0 mapeamento de
QTLs (Quantitative trait loci) de resisténcia as diferentes racas do NCS, em
diferentes fontes de resisténcia (CONCIBIDO et al., 2004).

Em estudos de mapeamento de QTLs para as diferentes racas do
NCS foram identificadas, nas varias fontes de resisténcia, diversas regides
gendmicas ligadas a resisténcia, presentes em 17 a 20 grupos de ligacéo
(GL) da soja (CONCIBIDO et al., 2004; WINTER et al., 2006). Das fontes de
resisténcia estudadas, nove QTLs em regibes independentes foram
mapeados em Peking, oito na Pl 438489B, seis na Pl 437654 e cinco ou

menos QTLs em outras Pls, com efeitos variando de 1 a 91% da variacéo



fenotipica total para resisténcia nas populacdes utilizadas (CONCIBIDO et
al., 2004).

A heranca ao NCS é complexa e o numero e tipo de acdo génica
varia de uma fonte de resisténcia para outra, bem como o niumero de genes
de resisténcia presentes nas diferentes fontes.

Dentre os diversos QTLs identificados para a resisténcia ao NCS,
um de efeito maior foi mapeado no grupo de ligacdo G da soja, designado
rhgl (CONCIBIDO et al., 1994). Estudos independentes apontam que
Peking (CHANG et al., 1997; CONCIBIDO et al., 1997; MEKSEM et al.,
2001), Pl 90763 (CONCIBIDO et al., 1997), Pl 88788 (CONCIBIDO et al.,
1997; GLOVER et al., 2004), P1 209332 (CONCIBIDO et al., 1994), Pl 89772
(YUE et al., 2001), P1 437654 (WEBB et al., 1995) e uma linhagem derivada
de Peking, Pl 88788 e Pl1 90763 (HEER et al., 1998) possuem esse QTL no
GL G. A capacidade de o loco rhgl condicionar resisténcia a multiplas racas
tem sido resultado de um mapeamento intensivo nesta regido (CHANG et
al., 1997; CONCIBIDO et al., 1997; MEKSEM et al., 2001; YUE et al., 2001;
GLOVER et al., 2004, SILVA et al., 2007). Os marcadores microssatélites
Satt309 e Sat_168 foram localizados a 0,4 cM do loco de resisténcia rhgl no
GL G (CREGAN et al., 1999b).

Um segundo QTL de efeito maior para a resisténcia ao NCS foi
detectado na regido GL A2 e designado Rhg4 (WEISEMANN et al., 1992;
WEBB et al., 1995; PRABHU et al., 1999; WANG et al., 2004). O loco Rhg4
€ estreitamente ligado ao loco i, que confere cor preta ao tegumento da
semente de soja (MATSON; WILLIAMS, 1965) e foi o primeiro loco de
resisténcia a ser mapeado usando marcadores moleculares (WEISEMANN
et al., 1992). O GL A2 explica 15% da variacao fenotipica total em Pl 209332
para a raca 3 NCS (CONCIBIDO et al.,, 1994) e uma parte significante da
variacdo em Peking (MAHALINGAM; SKORUPSKA, 1995; CHANG et al.,
1997; MEKSEM et al., 2001), Pl 437654 (WEBB et al., 1995) e em uma
linhagem derivada de Peking, P1 88788 e PI 90763 (HEER et al., 1998).

A interacao entre ambos os locos, rhgl e Rhg4, responde por quase
a totalidade da variabilidade para a resisténcia a raga 3 do NCS e grande
parte da variabilidade para as outras racas (CONCIBIDO et al., 2004).

No GL D2, Schuster et al. (2001) identificaram um QTL de efeito



maior conferindo resisténcia a raca 14. YUE et al. (2001) também mapearam
QTLs de resisténcia a raca 14, mas foram posicionados nos grupos de
ligagdo C1, DlaeE.

Muitos outros QTLs de efeito menor tém sido identificados nos GL
Al, B1, B2, C1, C2, Dla, D2, E, F, G, H, I, J, L, M e N (CONCIBIDO et al.,
2004). Sugere-se que os locos de efeitos menores reportados em outros GL
possam estar envolvidos na “raca especificidade”, porém necessitam de
mais validacdo (SCHUSTER et al., 2001).

Recentemente, a busca de QTLs associados com a resisténcia ao
NCS tem sido feita na espécie Glycine soja, um ancestral selvagem da soja
domesticada (KABELKA et al., 2005; LU et al., 2006; WINTER et al., 2007).
A falta de diversidade de genes de resisténcia ao NCS em cultivares de soja
faz com que haja uma necessidade de identificar diferentes fontes de
resisténcia. Acredita-se que a espécie Glycine soja seja uma fonte potencial
de novos alelos e que possa ser til para diversificar os genes de resisténcia

usados nas cultivares atuais.

2.3. Uso da selegcdo assistida por marcadores nos programas de

melhoramento da soja

A identificacdo e a selecdo de linhagens resistentes ao NCS € um
processo trabalhoso e demorado, uma vez que a avaliagdo fenotipica
necessita de grande espaco fisico e muita mao-de-obra (YOUNG; MUDGE,
2002; CERVIGNI et al., 2004; CONCIBIDO et al., 2004).

Dessa forma, a sele¢do assistida por marcadores (SAM) é bastante
promissora no caso do NCS, podendo reduzir o numero de linhagens a
serem avaliadas fenotipicamente, com consequente reducdo de custo.
Concibido et al. (2004) compararam 0s custos nos dois tipos de selecao e
verificaram que, dependendo do volume da operagéo, o custo da SAM para
a resisténcia ao NCS varia de 0,25 a 1,0 ddlar por planta, enquanto a
fenotipagem, em casa de vegetacao, custa de 1,50 a 5,0 dolares por planta,
além de demorar cerca de 30 dias.

Casos de sucesso tém sido obtidos na SAM em populacdes onde os

QTLs foram mapeados, principalmente, com a utilizacdo de microssatélites



na regido ja validada do loco rhgl, que apresenta grande efeito para a
maioria das racgas. Utilizando esta regido, MUDGE et al. (1997) obtiveram
98% de acurécia na identificacdo de linhas resistentes a raga 3 usando SSR
que flanqueava o loco rhgl. Cervigni (1999) relatou eficiéncia de selecéo de
92% para resisténcia a raca 3 do NCS. Schuster et al. (2001) reportaram um
decréscimo, em média, de 70% no indice de parasitismo (IP) para a raca 14.
Além disso, Concibido et al. (1996) obtiveram eficiéncia de selecdo de 83-
90% usando marcadores RFLP.

A SAM é mais efetiva quanto mais proximo do loco estiver o
marcador molecular, reduzindo a possibilidade de ocorrer uma
recombinacdo entre os dois. Durante o processo de selecéo, as associacdes
entre os locos marcadores e QTLs poderdo mudar devido a recombinacéo e,
portanto, é importante realizar continuas reavaliacdes das associacfes com

0 avanco das geracdes.

2.4. Avaliacdo de diversidade genética utilizando marcadores

moleculares

O conhecimento relacionado a diversidade genética das espécies traz
duas vantagens a um programa de melhoramento. A primeira diz respeito a
heterogeneidade genética, que reduz a vulnerabilidade das espécies as
pragas e doencas, e a segunda esta relacionada ao fornecimento de amplo
suprimento de variacdo alélica, que pode ser usada para criar novas

combinacdes de genes favoraveis (BERTINI, 2004).

A importancia da variabilidade genética dentro de uma populacao é
que, sem ela, a selecdo nao é possivel. Sob o ponto de vista agronémico, a
importancia dessa variabilidade esta relacionada a tentativa de se diminuir a
vulnerabilidade da cultura ao atague de pragas e doencas e a outras
adversidades (KOLLIKER et al., 2001).

A variabilidade genética pode ser estimada por meio de varios
parametros: numero médio ou total de alelos/loco, diversidade genética ou,
ainda, conteudo de informacdo de polimorfismo (PIC). A diversidade
depende diretamente do niumero de alelos e da maneira que as frequéncias

desses alelos estdo distribuidas. Quanto mais homogéneas forem as
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freqUéncias alélicas, maior é a diversidade da populacao.

A utilizagcdo de marcadores moleculares na caracterizagdao do
germoplasma da soja tem sido adotada na determinacdo da diversidade
genética (NARVEL et al., 2000; NETO, 2001; WANG et al., 2006).

Os marcadores moleculares possibilitam a deteccdo de polimorfismo
genético diretamente na sequéncia de DNA. Entre os varios tipos de
marcadores existentes, 0os microssatélites apresentam a vantagem de serem
codominantes, bastante informativos e de facil utilizacdo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Também chamados de sequéncias simples repetidas (SSR), os
microssatélites consistem de dois a seis nucleotideos repetidos em tandem
ao longo do genoma (LITT; LUTY, 1989). Essas regides sdo amplificadas
por meio da reacdo de polimerase em cadeia (PCR), utilizando um par de
primers especificos complementares a sequéncias conservadas que
flanqueiam o microssatélite. Cada segmento amplificado de tamanho
diferente representa um alelo diferente do mesmo loco (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Estudos de divergéncia genética baseados em SSR indicam que esta
classe de marcadores é bastante informativa (NETO, 2001), além de que
eles ndo sofrem a influéncia dos efeitos ambientais a que estao sujeitos 0s
caracteres quantitativos.

Utilizando marcadores SSR para caracterizar um grupo de 41
cultivares brasileiras, Priolli et al. (2002) concluiram que a utilizacdo dessa
ferramenta pode substituir o uso de critérios morfolégicos e bioquimicos, em
alguns casos, na analise de diversidade e registro de cultivares,
principalmente quando se tem uma base genética estreita e um pool

genético limitado, como no caso da soja.

2.4.1. Diversidade genética entre as fontes de resisténcia x

variabilidade genética do Heterodera glycines

Embora muitas Pls tenham sido identificadas como fontes de
resisténcia, poucas foram utilizadas para desenvolver cultivares resistentes

ao NCS, caracterizando a vulnerabilidade do germoplasma melhorado de
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soja ao nematoide de cisto da soja (EMBRAPA, 2007).

De acordo com Anand (1991), as principais fontes de resisténcia
utilizadas nos EUA derivam de Peking e PI88788. J4 no Brasil a cultivar
Hartwig e Pecking é a fonte de resisténcia mais usada nos programas de
melhoramento visando a resisténcia ao NCS (EMBRAPA, 2007).

O grande problema de utilizar as mesmas fontes de resisténcia é
que o parasita pode sofrer pressdo de sele¢do; com isso, surgem novas
populacdes de Heterodera glycines com capacidade de parasitar esses
genotipos, uma vez que esse parasita apresenta grande variabilidade
genética (RIGGS et al., 1981; DONG et al., 1997).

No Brasil, a variabilidade do patégeno parece ser maior que a
observada nos EUA. Desde que o NCS apareceu no Brasil, em 1992, ja
foram detectadas as racas 1, 2, 3, 4, 4+ ,5, 6, 9, 10, 14 e 14+ (EMBRAPA,
2007). O aparecimento de novas racas no Brasil estd acontecendo de forma
muito rapida, uma vez que a deteccdo do NCS no Pais é relativamente
recente e o parasita praticamente néo sofreu presséo de selecéo.

Diers et al. (1997) avaliaram a diversidade genética entre Pls com
resisténcia ao NCS e verificaram que aquelas que apresentam resisténcia a
multiplas ragas associam-se em poucos grupos maiores, baseados em
marcadores RFLP, caracterizando uma pequena diversidade genética entre

as fontes de resisténcia.
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CAPITULO 1

ESTRATEGIAS DE SELECAO ASSISTIDA PARA A RESISTENCIA
AO NEMATOIDE DE CISTO DA SOJA EM PROGRAMAS
DE MELHORAMENTO

RESUMO

A selecdo assistida por marcadores permite a identificacdo de
linhagens com base nos alelos de marcadores genéticos ligados a
resisténcia, reduzindo o numero de linhagens a serem avaliadas
fenotipicamente, que é a maior limitacdo para o desenvolvimento de
cutivares resistentes ao nematoide de cisto da soja. O presente trabalho teve
como objetivo utilizar estratégias de selecdo assistida por marcadores para
avaliar a eficiéncia de selecdo de microssatélites proximos a QTLs de
resisténcia dos grupos de ligacdo (GL) G e A2 para a selecédo de gendtipos
resistentes em populacdes originadas do cruzamento entre isolinhas
derivadas de Vmax e CD201. Inicialmente, foram selecionadas
genotipicamente sete populagbes Fs com base no polimorfismo de bulks de
sementes de 65 populacdes iniciais; das sete populacdes, quatro foram
selecionadas com base em microssatélites dos GL G e A2 e outras trés com
base no GL A2. Essas populac¢des foram avaliadas fenotipicamente quanto a
resisténcia a raca 3 do NCS. Cada populacéo foi composta, em média, de 9
familias. As familias F¢ derivadas das populacdes selecionadas com base
nos GL G e A2 foram genotipadas em bulk com os microssatélites do GL G,
sendo a eficiéncia de sele¢do calculada para esses microssatélites. A
populacdo de NCS utilizada foi classificada como HG tipo 5.7.(raga 3). As
populacdes selecionadas com base no GL A2 geraram familias Fg.7, que
foram classificadas fenotipicamente como altamente suscetiveis. Nas
populacdes selecionadas com base nos GL G e A2, foram encontradas
quatro familias resistentes e quatro moderadamente resistentes, indicando
que o QTL de efeito maior para a resisténcia ao NCS no GL A2 néo esta
presente na fonte de resisténcia utilizada neste trabalho, que é derivada de

Pl 88788. Familias Fg; classificadas fenotipicamente como suscetiveis

22



apresentaram plantas exibindo resisténcia completa ou moderada,
evidenciando que nessas familias suscetiveis existem genes de resisténcia
segregando. Os marcadores avaliados do GL G discriminaram as familias
suscetiveis, porém nao permitiram a discriminacdo das familias Fe;
resistentes das moderadamente resistentes, indicando que outros genes de
resisténcia (efeito menor) sdo necessarios para a resisténcia completa a
raca 3. A estratégia usada na selecdo assistida foi eficaz na sele¢do de
familias Fg.7 resistentes e moderadamente resistentes a raca 3 do NCS com
a utilizacado de microssatélites do GL G. Os valores de eficiéncia de selecéo
para os microssatélites Sat 168, Satt309 e Sat_141 foram de 97,05, 96,55 e
93,55% respectivamente, mostrando que esses marcadores sao ferramentas
Uteis na selecdo para a resisténcia a raca 3 do NCS, nas populacbes

avaliadas.
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INTRODUCAO

O nematdide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe) é a
principal doenca responsavel por perdas na producao da soja (WRATHER et
al., 2001). O método de controle mais econémico e eficiente € o uso de
cultivares resistentes associadas a rotacdo com culturas ndo hospedeiras
(EMBRAPA, 2007). A maior limitagdo para o desenvolvimento de cultivares
resistentes € a avaliagdo fenotipica, que é demorada e trabalhosa,
necessitando de grande espaco fisico e muita mao-de-obra (YOUNG;
MUDGE, 2002; CERVIGNI, 2004; CONCIBIDO et al., 2004).

O uso de marcadores moleculares é uma alternativa para auxiliar no
desenvolvimento de cultivares resistentes. O desenvolvimento de mais de
1.000 marcadores moleculares do tipo microssatélite (Simple Sequence
Repeat), que sdo conservados e altamente polimorficos, possibilitou a
construcdo de um mapa genético integrado, saturado e consenso para soja
(SONG et al.,, 2004, CREGAN et al., 1999a). Dessa maneira, marcadores
proximos a um QTL (Quantitative trait loci) de interesse podem ser usados
como ancoras para localizar as regides dentro do mapa de ligacdo da soja
em diferentes populacdes (SCHUSTER et al., 2001).

Muitos QTLs j& foram descritos e validados para diferentes racas do
nematéide de cisto da soja (NCS) em diferentes fontes de resisténcia
(CONCIBIDO et al., 2004), sendo predominante um QTL de efeito maior no
grupo de ligacéo (GL) G, designado rhgl, que confere maior resisténcia para
vérias racas do nematéide (CHANG et al., 1997; CONCIBIDO et al., 1997;
MEKSEM et al., 2001; YUE et al., 2001; GLOVER et al., 2004, SILVA et al.,
2007). O outro QTL de grande importancia esta localizado no GL A2, com
efeito maior, principalmente, para a raca 3 (WEBB et al, 1995;
MAHALINGAM; SKORUPSKA, 1995; CHANG et al., 1997; MEKSEM et al.,
2001; WANG et al., 2004). Estes QTLs séao ditos validados, por terem sido
detectados em populacdes independentes, com alta eficiéncia de selecao;
portanto, sdo de grande utilidade nos programas de melhoramento.

A selecdo assistida por marcadores € uma valiosa ferramenta de
auxilio nos programas de melhoramento, permitindo que a selecdo de

linhagens resistentes seja feita com base em alelos de marcadores
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genéticos ligados a genes de resisténcia, reduzindo o numero de linhagens
para serem avaliadas em casa de vegetacdao (YOUNG; MUDGE, 2002;
CONCIBIDO et al., 2004).

O presente trabalho teve como objetivo utilizar estratégias de
selecdo assistida por marcadores para avaliar a eficiéncia de selecdo de
microssatélites proximos a QTLs dos GL G e A2 visando a selecdo de
genotipos resistentes em sete populagfes originadas do cruzamento entre
isolinhas de alto teor protéico derivadas de CD201 e Vmax.
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MATERIAL E METODOS
Material genético

Foram utilizados cruzamentos entre isolinhas de alto teor de proteina
derivadas dos progenitores Vmax e de CD201, que s&o variedades
adaptadas a regido Sul do Brasil. As isolinhas derivadas de Vmax e CD201
foram obtidas por dois retrocruzamentos parciais assistidos por marcadores
moleculares (fingerprinting), tendo como fonte de alta proteina derivados de
BARC-8 e BR80-14883, respectivamente. Vmax apresenta resisténcia as
racas 3 e 14 do nematoide de cisto da soja, além de ser geneticamente mais
divergente em relacdo as demais variedades resistentes ao NCS do Brasil
(ver capitulo 2). CD201 apresenta alto teor protéico e resisténcia moderada

ao nematoide de galha.

A partir dos cruzamentos entres as isolinhas derivadas dos
progenitores Vmax e de CD201 foram obtidas 65 populacdes, que foram
conduzidas até a geracdo Fs pelo método SPD (single pod descendent)
(Figura 1). Inicialmente, os cruzamentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo da Universidade Federal de Vigosa e, a partir da geracédo F,, em
campo experimental da cidade de Visconde do Rio Branco pertencente a
UFV. Durante a condugao do experimento néo foi realizado nenhum tipo de
selecéao.

Essas populacbes sdo provenientes do programa de melhoramento
para a qualidade da soja do BIOAGRO/UFV, cujo objetivo € a selecédo para
alto conteudo protéico e para a resisténcia ao nematodide de cisto da soja e

nematoide de galha.
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Figura 1 - Esquema dos cruzamentos realizados para obtencdo das 65

populacoes.

Estratégia de melhoramento assistido por marcadores microssatélites

para aresisténcia ao NCS

Os marcadores microssatélites proximos aos QTLs para a
resisténcia ao NCS dos GL G e A2 (Tabela 1) foram avaliados quanto ao
polimorfismo entre os progenitores Vmax e CD201. Os marcadores que
apresentaram polimorfismo entre o0s progenitores foram amplificados,
utilizando-se amostras de DNA extraido de bulks de sementes de cada uma

das 65 populacdes Fs.

As populagbes Fs segregantes para o NCS, que apresentaram
polimorfismo nos microssatélites préximos aos QTLs para a resisténcia ao
NCS, foram selecionadas e plantadas em bulks (SPD) para obtencédo da
geracdo Fg. Cada populacdo apresentou, em média, 20 plantas. Essas
plantas foram colhidas individualmente, e sete sementes F; foram separadas
para avaliacdo fenotipica quanto a resisténcia a raca 3 do NCS.
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Tabela 1 - Microssatélites proximos aos QTLs para a resisténcia ao NCS e
0s respectivos grupos de ligagao avaliados nos progenitores para
a selecéo assistida

Microssatélite GL® Posicao® Microssatélite GL?® Posicdo®
Satt163 G 0,00 Sat 157 A2 51,57
Satt038 G 1,84 Sat 162 A2 51,86
Satt275 G 2,20 BLT 065 A2 52,85
Sat_168 G 3,90 Satt187 A2 54,92
Satt309 G 4,53 GMENOD 2B A2 58,44
Sat 141 G 9,18
Sat 163 G 10,06

#Grupo de ligacdo como definido pelo mapa consenso da soja (SONG et al., 2004).
Posicdo no mapa consenso da soja (SONG et al., 2004).

Familias Fs7 das populacdes selecionadas foram genotipadas
utiizando os primers microssatélites previamente selecionados. A
genotipagem foi realizada utilizando bulks de DNA de cada uma das familias

Fe:7 constituidas por sete plantas F.

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das folhas de soja foi feita com base no
protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990), com algumas modificacdes
propostas por Abdelnoor et al. (1995). A concentracdo do DNA foi estimada
por espectrofotometria, considerando que uma unidade de absorbancia a
260 nm equivale a 50 pg de DNA por mL. Com base na concentracéo
estimada, procedeu-se a diluicdo das amostras para uma concentracao final
de 10 ng/pl.

Amplificacbes dos microssatélites

As reacdes de amplificacdo foram efetuadas em um volume final de
15 ulL, contendo Tris-HCI 10 mM, pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl,; 2 mM; Triton
X100 0,1%; 100 pM de cada um dos desoxinucleotidios; 0,3 UM de cada
iniciador; uma unidade de Taq polimerase; e 30 ng de DNA.
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As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador programado
para um passo inicial de 94°C por 4 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C
por 1 min, 72° C por 2 min, seguidos de uma etapa final de 72°C por 7 min.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em
géis nativos verticais de poliacrilamida 10%, usando-se tampdo TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM e EDTA 1 mM), por aproximadamente trés horas a 140
volts. Apds a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio (10
mg/ml) e fotografados pelo sistema de fotodocumentacdo Eagle Eye I

(Stratagene).

Avaliagao fenotipica

Foram avaliadas 64 familias Fe; derivadas das sete populacdes
selecionadas, quanto a resisténcia para a raca 3 do NCS. Cada familia foi
representada em média por sete plantas, e o numero de plantas por familia
variou de 5 a 7. Os ensaios foram realizados em casa de vegetacdo no
Centro Nacional de Pesquisa de Soja - CNPSo, em Londrina, PR, sob

condicOes controladas (temperatura entre 25 a 30°C e 16 horas de luz).

O in6culo da raca 3 foi mantido na cultivar suscetivel em casa de
vegetacdo com temperatura variando de 25 a 30°C. Quanto a inoculagéo, a
quantidade de cistos foi aumentada para proporcionar indculo suficiente. Os
experimentos foram montados no esquema de delineamento inteiramente
casualizado.

Foram colocadas para germinar em areia sementes dos
progenitores, das familias selecionadas, das diferenciadoras, segundo
Niblack et al. (2002), e da testemunha suscetivel (Lee). Dois dias apds a
emergéncia, as plantulas foram transferidas para vasos de argila com
capacidade de 500 g, contendo mistura de solo e areia na proporgéo de 1:2,
previamente tratada com brometo de metila. A inoculagdo foi feita um dia
apos o transplante, com a aplicacdo de uma suspensao de 4.000 ovos por
mL. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao a 25-30°C e 16 horas
de luz.

Trinta dias apos a inoculacdo, a parte aérea de cada planta foi

eliminada e o sistema radicular arrancado e lavado sob jato forte de agua em
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peneira de 20 mesh acoplada a uma de 60 mesh. Os cistos foram contados
em microscopio estereoscopico e transformados em indice de parasitismo

(IP), estimado pela formula:

Ndmerodecistose fémeasemuma dada planta

= - - ~ - ——x100
Namero médio de cistos e fémeas presentes no genitor suscetivel

IP

Para confirmacgao da raca do NCS, o IP foi calculado substituindo-se
o denominador da expressao anterior pelo numero de cistos e fémeas em
Lee (padrdo suscetivel), conforme proposto por Riggs et al. (1988). Quanto a
especificacdo da populagdo de NCS utilizada, foi levado em consideragéo o
tipo HG, como proposto por Niblack et al. (2002).

Foi utilizado o esquema de delineamento inteiramente casualizado,
com quatro a sete repeticbes (plantas) por tratamento (familia). Os efeitos

dos tratamentos foram considerados aleatérios.

Andlise estatistica

Os dados fenotipicos de cada uma das sete populacbes foram
preliminarmente submetidos a analise de variancia para constatar a
existéncia de variabilidade genética entre os gendtipos das familias de cada

populacao.

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente
casualizado. O modelo estatistico adequado para a analise de variancia é

descrito a seqguir:

Yij = p + ti + €

em que:
Yj = j-ésima observacéo na i-ésima familia;

u = média geral,
t; = efeito aleatoério da i-ésima familia; e

e = erro experimental, sendo e;; ~ NID (0, ).
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No Quadro 1 encontra-se o esquema de andlise de variancia desse

modelo.

Quadro 1 - Esquema da analise de variancia do modelo estatistico

inteiramente casualizado

FV GL QM E(QM) F
Geno6tipos g-1 QMG o +kay” QMG/QMR
Residuo g(r—1) QMR o°

i=1

1 9
N — NZri .
Sendok=——>—~72 = _
g-1 =

Parametros estatisticos estimados

2

ij

Média: /= x

Variancia genética: &; = M
Variancia fenotipica: &% :%
Variancia residual: 67 = %

/QMR x100

A

Coeficiente de variagéo experimental: CV, (%) =

~2

O
Herdabilidade no sentido amplo: h? (%) :A—gxloo

O
Vs
x100

A

Coeficiente de variagédo genético: CV (%) =

A analise de variancia e a obtencdo da estimativa dos parametros

genéticos foram realizadas com o auxilio do programa GENES (CRUZ,

1997).
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Determinacao da eficiéncia da selecgao

A eficiéncia de selecéo (ES) dos marcadores ligados aos locos de
resisténcia foi baseada na comparacdo entre as avaliacbes fenotipica e

genotipica e calculada como descrito por Silva et al. (2007):

ES = 100 [(MFMF + mfmf) / (MM + mm)]

em que:

MFMF - numero de familias selecionadas corretamente como resistentes,

com base no marcador e na avaliacdo fenotipica;

mfmf - nimero de familias selecionadas corretamente como suscetiveis,

com base no marcador e na avaliacdo fenotipica; e

MM + mm - total de familias selecionadas como resistentes e suscetiveis,

com base apenas nos marcadores.

A eficiéncia de selecdo foi calculada utilizando tanto o critério de
resisténcia, considerando IP < 10, quanto o de resisténcia moderada,
considerando IP < 30 (SCHMITT; SHANNON, 1992).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecdo de microssatélites polimorficos e posterior selecdo das

populacdes

Dos marcadores microssatélites avaliados quanto ao polimorfismo nos
progenitores, apenas 0S microssatélites Satt309, Sat 168, Sat 141
(localizados no GL G) e Satt187 (localizado no GL A2) foram polimorficos.
Eles foram entdo utilizados para a primeira selecdo assistida das 65

populacdes Fs.

A partir do polimorfismo dos bulks de sementes de cada uma das 65
populacdes Fs, foram selecionadas sete populacées, sendo quatro com base
no polimorfismo dos quatro microssatélites e trés com base apenas no
Satt1l87 (GL A2). O baixo numero de populacbes segregantes encontrado
com os marcadores nas popula¢cdes avaliadas pode ter sido devido ao fato
de as isolinhas utilizadas como genitores de cada populacdo ndo terem
recuperado todos os alelos de resisténcia ao NCS provenientes de Vmax.
Uma outra possivel explicacdo é a possibilidade de mistura da Vmax usada
nos cruzamentos iniciais (obtida de uma firma comercial), contendo materiais
resistentes e suscetiveis ao NCS (Dr. Waldir Pereira Dias, comunicacéo

pessoal).

Avaliacao fenotipica das populacfes selecionadas

Das sete populacdes Fs selecionadas, foram derivadas 64 familias
Fe7, que foram avaliadas quanto a resisténcia a raca 3 do NCS, classificada

como HG tipo 5.7.

A distribuicdo média das familias Fg.7; conforme a classificacdo com
base no indice de parasitismo (IP) estd demonstrada na Tabela 2. Segundo
essa classificagdo encontrou-se quatro familias resistentes, quatro
moderadamente resistentes e as demais suscetiveis. As familias resistentes
e moderadamente resistentes foram encontradas nas populacdes
selecionadas com base no polimorfismo dos SSR dos GL G e A2.

Embora nessas populagbes a maioria das familias tenha sido

classificada fenotipicamente como suscetiveis, com base nos valores de IP
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médios, detectaram-se plantas dentro dessas familias suscetiveis exibindo
resisténcia ou resisténcia moderada. Estes dados evidenciam que nessas

familias existem genes de resisténcia segregando.

Tabela 2 - Numero de familias resistentes-R (IP<10), moderadamente
resistentes-MR (10<IP<30), moderadamente suscetiveis-MS
(30<IP<60) e suscetiveis-S (IP>60) de cada populacdo avaliada

fenotipicamente para a raca 3 do NCS (HG tipo 5.7)

Populac¢des selecionadas com PopulacBes selecionadas com

base nos SSRdos GL Ge A2 base apenas no SSR dos GL A2

Familia 1 2 3 4  Total 5 6 7 Total
R 1 - - 3 4 - - - -
MR - 1 1 2 4 - - - -
MS - - - - - - - - -
S 11 9 10 2 32 7 9 8 24
J;r;"’l‘l'lg:* 12 10 11 7 40 7 9 8 24

*O numero de plantas avaliadas em cada familia variou de 5a 7.

Foram observados contrastes entre 0S progenitores resistente
(Vmax) e suscetivel (CD201), que apresentaram numero médio de cisto de
7,7 e 191, respectivamente. Houve grande variacdo da resisténcia entre as
familias das populacfes que foram selecionadas com base nos SSR dos GL
G e A2. As familias das populagbes selecionadas com base no SSR Satt187
(GL A2) apresentaram-se altamente suscetiveis (Tabela 3).

Tabela 3 - NUumero médio, minimo e maximo de cistos detectados nas

populacdes selecionadas

Populacdes selecionadas com base Populacdes selecionadas com base
nos quatro SSR (GL G e A2) apenas no SSR do GL A2

Populacdo Média Min — Max Populacdo Média Min — Max
1 240,4 5,0 -335,7 5 250,1 180,0 - 306,3
2 217,8 47,1 - 285,3 6 246,2 207,3 - 322,8
3 179,1 34,3 - 307,7 7 196,6 127,7 - 270,7
4 65,0 15,4 -182,1

Média do progenitor resistente: 7,7.
Média do progenitor suscetivel: 191,0.
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O menor e o maior niumero meédio de cistos foram encontrados na
populacdo 1, que correspondeu a uma variagcdo no IP de 2,6 a 175%.
Somente nesta populacéo verificou-se que havia segregacao transgressiva,
tanto para a reducdo quanto para o aumento do numero de cistos, em
relacdo as médias dos progenitores. Em todas as demais populacdes houve
segregacao transgressiva, porém apenas para 0 aumento do numero de
cistos, 0 que nao é interessante para os programas de melhoramento. Esses
dados evidenciam um possivel efeito de interacdo génica no controle da
resisténcia (epistasia aditivo x aditivo).

Com excecéo das populacdes 3 e 4, todas as demais apresentaram
um valor médio do nimero de cistos maior que 0 progenitor suscetivel. O
diferente nivel de resisténcia das familias em cada populacao indica que os
genitores (isolinhas) derivados de Vmax podem né&o ter recuperado todos os
genes de resisténcia, principalmente os genes de efeito menor, ou o0
tamanho da populacdo foi insuficiente para que se encontre uma
combinacdo com todos os alelos.

Os resultados da analise de variancia e as estimativas dos diferentes
parametros genéticos das populacfes avaliadas estdo apresentados na
Tabela 4. Pela andlise de variancia dos dados fenotipicos, constatou-se a
existéncia de variancia genética significativa a 1% entre as familias Fg:7
selecionadas com base nos quatro microssatélites avaliados e foi possivel
realizar a selecdo de familias superiores nessas populacdes.

Familias Fs.; das populacbes selecionadas com base apenas no
microssatélite do GL A2 (Satt187) ndo apresentaram variabilidade genética
para a caracteristica em estudo. Isso indica que o gene de resisténcia Rhg4
do GL A2 nao estava segregando para a resisténcia nas populacdes
avaliadas. Portanto, a discusséao sera feita apenas sobre as populacdes que
apresentaram variabilidade genética significativa.

As estimativas de herdabilidades variaram de 75,94 a 95,71%
(Tabela 4). A alta herdabilidade detectada pode ser resultante do elevado
nivel de homozigose das familias avaliadas, do pequeno numero de genes
de efeito maior envolvido e do controle ambiental na conducdo do

experimento. As estimativas das herdabilidades dependem do material
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genético, do método de estimacdo utilizado e do experimento avaliado
(FALCONER; MACKAY, 1996).

Tabela 4 - Estimativas dos parametros genéticos avaliados para a raca 3

(HG tipo 5.7) nas populacdes avaliadas

Populac8es selecionadas com base

Populac¢es selecionadas com

nos GL Ge A2 base apenas no GL A2
1 2 3 4 5 6 7
QMG 50004** 28389 ** 44308 ** 35779** 13895™ 10142™  17242"™
QMR 8196,30 6830,57 7525,53 1533,94 11932,42 8368,97 7956,56
5‘5 6198,15 3079,91 5786,01 4996,34 312,87 233,51 1459,03
5‘? 7413,27 4055,71 6969,8 5220,14 2215,15 1575,04 2709,25
5'92 1215,13 975,8 1183,79  223,8 1902,27  1341,53 1250,22
h; (%) 83,61 75,94 83,02 95,71 14,12 14,83 53,85
CVg (%) 32,83 25,48 42,46 107,17 7,16 6,24 19,16
CVe (%) 37,74 37,95 48,42 59,38 44,2 37,95 44,73
CV,/CV, 0,87 0,67 0,88 1,80 0,16 0,16 0,43
NMR 6,75 7 6,36 6,85 6,27 6,44 6,36
N°. Familias 12 10 11 7 7 9 8

** significativo a 1% de probabilidade; ns: ndo significativo; QMG: quadrado médio de
genotipos; QMR: do residuo; 5'92: estimativa da variancia genética; oA'f: estimativa da

variancia fenotipica; &ez: estimativa da variancia ambiental; haz(%): herdabilidade no
sentido amplo, em porcentagem; CVg . coeficiente de variacdo genético, em porcentagem;

CV,: coeficiente de variagdo experimental, em porcentagem; NMR: nimero médio de
repeticdes (plantas).

Na literatura sao relatados altos valores de herdabilidades no sentido
raca 3. Webb et al. (1995) detectaram

herdabilidade no sentido amplo de 97% para resisténcia a raca 3 em

amplo para resisténcia a

cruzamentos envolvendo a Pl 437654. Portanto, a eficiéncia de selecéo
fenotipica deve ser alta para esta raca do NCS.

Avaliacdo genotipica das familias Fe.7 selecionadas

Uma segunda avaliacdo genotipica foi realizada apenas em bulks de
DNAs de plantas das familias Fs.7 oriundas das populacdes Fs selecionadas

como segregantes com base nos quatro SSR avaliados. No entanto, a
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genotipagem das familias selecionadas foi realizada utilizando apenas os
microssatélites do GL G, excluindo o microssatélite do GL A2 (Satt187). Este
microssatélite foi excluido porque as familias das popula¢gbes selecionadas
por ele apresentaram-se altamente suscetiveis, indicando que esse
marcador ndo estava ligado a resisténcia do NCS nessas populacdes

avaliadas.

Embora o marcador Sattl87 do GL A2 esteja proximo ao loco de
resisténcia Rhg4, ndo h& evidéncia de que esse alelo de resisténcia esteja
presente no progenitor resistente, Vmax, que é oriundo da fonte de
resisténcia Pl 88788. Glover et al. (2004), estudando a Pl 88788,
identificaram QTLs nos GL G e J por mapeamento por intervalo composto a
5% de significancia, ndo mencionando nenhum QTL de resisténcia ao NCS
na regido do GL A2. Da mesma forma, Concibido et al. (1997) também né&o
evidenciaram a presenca do loco de resisténcia no GL A2 para a raca 3
nessa mesma fonte de resisténcia. Provavelmente, Pl 88788 n&o possui o
loco de resisténcia ao NCS para raga 3 no GL A2.

No entanto, o GL A2 é importante para o controle da resisténcia a
raca 3 do NCS em diferentes fontes de resisténcia como Pl 209332
(CONCIBIDO et al., 1994), Peking (MAHALINGAM; SKORUPSKA, 1995;
CHANG et al., 1997; MEKSEM et al., 2001), Pl 437654 (WEBB et al., 1995;
PRABHU et al., 1999), Pl 90763 (GUO et al., 2005) e Hartwig (SILVA et al.,
2007).

Avaliacdo genotipica e fenotipica das familias Fs; resistentes e

suscetiveis

As quatro familias Fe.7 resistentes fenotipicamente apresentaram os
alelos de resisténcia dos trés marcadores microssatélites do GL G, indicando
que estes marcadores foram extremamente eficientes em selecionar familias
resistentes. Ja as familias suscetiveis apresentaram os alelos de resisténcia
dos microssatélites avaliados, porém isso aconteceu em poucos casos. Esse

fato se deve a recombinacao entre o gene de resisténcia e os marcadores.

Um outro caso foi que algumas familias Fs7; classificadas

fenotipicamente como suscetiveis apresentaram plantas exibindo resisténcia

37



ou resisténcia moderada. Pela avaliacdo dos microssatélites, algumas foram
detectadas como segregantes e outras ndo. Esses dados evidenciam que

nessas familias suscetiveis existem genes de resisténcia segregando.

Avaliacdo genotipica e fenotipica das familias Fs7 moderadamente

resistentes

Das quatro familias Fs.7 moderadamente resistentes (Tabela 5), uma
foi segregante tanto para os marcadores SSR como para a avaliacdo
fenotipica, incluindo plantas resistentes, moderadamente resistentes,

moderadamente suscetiveis e suscetiveis.

Tabela 5 - Namero de plantas resistentes (R), moderadamente resistentes
(MR), moderadamente suscetiveis (MS) e suscetiveis (S), entre
as familias moderadamente resistentes e segregacdo dos
marcadores SSR

FamiliaMR SSR Plantas R Plantas MR Plantas MS Plantas S

1 Seg 3 2 1 1
2 N Seg 3 4 - -
3 N Seg 2 5 - -
4 N Seg 1 5 1 -

Outras duas familias foram segregantes com plantas resistentes e
moderadamente resistentes, porém ndo segregantes para os marcadores
SSR, e todas as plantas apresentaram o alelo de resisténcia para os
microssatélites do GL G.

Uma outra familia moderadamente resistente apresentou plantas
resistentes, moderadamente resistentes e moderadamente suscetiveis,
porém nao segregou para os marcadores, mostrando o alelo de resisténcia
dos SSR do GL G em todas as plantas.

Como nao houve segregacao entre os marcadores SSR do GL G
entre trés familias moderadamente resistentes, conclui-se que esses
marcadores ndo discriminaram familias resistentes das moderadamente
resistentes, uma vez que essas familias apresentaram os alelos de

resisténcia dos SSR. Também ndo foi possivel fazer discriminacao
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genotipica em plantas resistentes, moderadamente resistentes e
moderadamente suscetiveis, em uma das familias moderadamente
resistentes. Isso indica que, além do QTL de resisténcia no grupo G, outros
QTLs de resisténcia (efeito menor) sdo necessarios para a resisténcia
completa da raca 3 do NCS.

Como néo foi evidenciada a existéncia de genes de resisténcia no
grupo de ligacdo A2 nas populacdes avaliadas, o que é comum em diversas
fontes de resisténcia (CONCIBIDO et al., 2004), possivelmente esses genes

devem estar presentes em outros grupos de ligacao.

Eficiéncia de selecéo

A eficiéncia de selecdo foi avaliada considerando todas as familias
Fe:7 das quatro populacdes conjuntamente. Com a utilizagdo do marcador
SSR Sat_168, que se mostrou mais eficiente, foi obtida eficiéncia de selecéo
de 97,05%. O Satt309 e o0 Sat_141, individualmente, apresentaram eficiéncia
de selecdo de 96,55 e 93,55%, respectivamente. As combinagbes dos
microssatélites, dois a dois, aumentaram a eficiéncia de selecdo para 100%

em todos os casos (Tabela 6).

Tabela 6 - Eficiéncia de selecao dos marcadores microssatélites para a raca
3 do NCS, nas populacdes avaliadas, utilizando o critério de

resisténcia (IP < 10) e resisténcia moderada (IP < 30)

Marcador ES % ES %
(IP < 10) (IP < 30)

Sat 168 97,05 97,29

Satt309 96,55 96,87

Sat 141 93,55 94,12
Sat 168 + Sat_141 100 100
Satt309 + Sat_141 100 100
Sat_168 + Satt309 100 100

Ao se calcular a eficiéncia de selecdo utlizando o critério de
resisténcia moderada (IP < 30), percebeu-se que a eficiéncia de selecdo

aumentou, porém muito pouco (Tabela 6). Em todos os casos, 0 aumento foi
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obtido ndo por distinguir as familias resistentes, mas por classificar
corretamente as suscetiveis.

Esses dados confirmaram que esses marcadores estdo muito
proximos da regido do loco rhgl, que é extensivamente estudada por
explicar uma grande variacdo fenotipica da resisténcia a raca 3 e a outras
racas do NCS (CONCIBIDO et al., 2004).

Segundo Cregan et al. (1999b), os SSR Satt309 e Sat_168 estédo a
0,4 cM do loco rhgl e a utilizagdo de um desses marcadores garante alto
sucesso na selecao genaotipica.

Alta eficiéncia de selecao também foi encontrada por Mudge et al.
(1997), que obtiveram 98% de acuracia na identificacdo de linhas resistentes
a raca 3 usando SSR flanqueando apenas a regido do gene rhgl. Silva
(2006) também relatou alta eficiéncia de selecao (94%) para resisténcia a
raca 3 avaliando familias F2.3 com apenas um SSR do GL G: o Satt309.

No entanto, os altos valores de eficiéncia de selecao relatados na
literatura foram obtidos em populacdes de mapeamento, onde foi detectado
o QTL na populacdo avaliada. Neste estudo em particular, trata-se de uma
populacdo de melhoramento em geracdo avancada, € mesmo assim foi
possivel obter alta eficiéncia de selecdo com os SSR do GL G, préximo ao
loco rhgl.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados, chegou-se as seguintes conclusdes:

A estratégia usada na selecdo assistida foi eficaz na selecdo de
familias Fe.7 resistentes e moderadamente resistentes a raca 3 do NCS
com a utilizacdo de microssatélites do GL G nas populacdes avaliadas.

Além do QTL de efeito maior presente no GL G, outros genes de
resisténcia sdo necessarios para a resisténcia completa do NCS (raca
3, HG tipo 5.7) nessas populacgoes.

O alelo de resisténcia ao NCS localizado no GL A2 ndo esta presente

em Vmax que € derivada de Pl 88788.
Os marcadores do GL G mostraram-se uma ferramenta Gtil na selecao

para a resisténcia ao NCS, raca 3, nas populacfes avaliadas e podem

ser utilizados em outras popula¢des derivadas de Vmax.
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CAPITULO 2

DIVERSIDADE GENETICA EM CULTIVARES DE SOJA RESISTENTE
AO NEMATOIDE DE CISTO DA SOJA

RESUMO

O conhecimento da diversidade genética ou alélica entre as fontes
de resisténcia ao nematoéide de cisto da soja (NCS) e a relacdo entre os
genotipos superiores sdo de grande importancia para o melhoramento.
Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade
genética em cultivares de soja resistentes ao NCS, desenvolvidas por seis
programas de melhoramento do Brasil, por meio de marcadores
microssatélites proximos a QTLs que conferem resisténcia ao NCS e
determinar um grupo de microssatélites que melhor caracterize as cultivares
com base na sua resisténcia. Entre os 36 genétipos avaliados, estédo
cultivares resistentes, adaptadas as diferentes regides do Brasil, e genétipos
originais (fontes de resisténcia ao NCS e a cultivar Lee utilizada como
padrdo de suscetibilidade). Foram utilizados 24 microssatélites proximos aos
QTLs (Quantitative trait loci) de resisténcia ao NCS presentes nos grupos de
ligagdo (GL) G, A2, D2, E, J e M. A diversidade genética de cada loco
microssatélite foi avaliada pela informacdo do conteudo de polimorfismo
(PIC) e pela dissimilaridade média de um gendétipo em relacdo aos demais
genotipos avaliados. A partir da matriz de dissimilaridade obtida com as
marcas geradas pelos marcadores SSR, foi realizada a analise de
agrupamento dos genaotipos pelo método de Tocher e por dispersao grafica.
A andlise de variancia molecular foi realizada para estimar os componentes
da variancia, considerando como fonte de variagao os diferentes programas
de melhoramento e as cultivares dentro de cada programa. Um total de 77
alelos, com uma meédia de 3,2 alelos por loco, foi obtido para as 36
cultivares. O PIC variou de 0,11 a 0,71, com média de 0,36. Entre as
cultivares originais encontrou-se um numero de alelos maior que entre as
variedades comerciais. As dissimilaridades médias obtidas utilizando os SSR
dos GL G, A2 e D2 foram maiores que as obtidas com todos os SSR. A

utilizacdo de microssatélites préximos aos QTLs de efeito maior nos GL G,
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A2, e D2 discriminou culivares com resisténcia as racas 1 e 3 de cultivares
com resisténcia a raga 14. O GL D2 foi muito importante na discriminacdo de
gendtipos resistentes e moderadamente resistentes a raca 14. Com o0s
microssatélites avaliados nao foi possivel realizar a separacéo de cultivares
resistentes a raca 3 das que apresentam resisténcia as racas 1 e 3. Das
variedades elites avaliadas, Vmax e BRSGO lara foram as mais divergentes.
As empresas de melhoramento do Brasil apresentam objetivos comuns
quanto ao desenvolvimento de variedades resistentes ao NCS, apesar de
possuirem estratégias diferentes e desenvolverem variedades que
apresentam resisténcia as diferentes racas do NCS. A base genética quanto
a resisténcia ao NCS nas variedades comerciais desenvolvidas pelos
programas de melhoramento no Brasil € muito estreita, sendo necessério

aumentar a diversidade de genes utilizados.
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INTRODUCAO

A informacdo sobre a diversidade genética ou alélica dentro de
colecbes de germoplasma pode ser usada para identificar combinacdes
apropriadas de parentais para a producdo de populacbes com alto
desempenho agrondmico e também para prevenir a vulnerabilidade da
cultura ao ataque de pragas e doencas e a outras adversidades, evitando a
erosdo progressiva da base genética de populacdes de melhoramento
(KOLLIKER et al., 2001).

Os primeiros trabalhos que envolveram a utilizacdo de marcadores
moleculares no estudo da diversidade entre fontes de resisténcia ao NCS
empregaram marcadores RFLP (DIERS et al., 1997; ZHANG et al., 1999).
Diers et al. (1997), utilizando estes marcadores, verificaram que Pls com
resisténcia a mudltiplas racas associam-se em poucos grupos maiores,
caracterizando relativamente pouca diversidade genética entre as fontes de
resisténcia.

Chen et al. (2006), ao estudarem a diversidade genética entre
genotipos de soja resistentes ao NCS, utilizaram SSR dos 20 GL do mapa
consenso da soja e verificaram que nao existia diferenca significativa entre
individuos agrupados no mesmo cluster, indicando que eles podem ter
genes de efeito maior em comum e devem ser evitados nos programas de
melhoramento.

Apesar de varios estudos terem sido realizados para identificar
novas fontes de resisténcia ao NCS e caracterizar os genes de resisténcia
associados (DIERS et al., 1997; ZHANG et al.,, 1999), poucas fontes de
resisténcia foram usadas para desenvolver cultivares resistentes,
caracterizando a vulnerabilidade do germoplasma melhorado de soja ao
nematoide de cisto da soja (EMBRAPA, 2007). No Brasil, as principais fontes
de resisténcia utilizadas nos programas de melhoramento sédo Hartwig e PI
437654, caracterizando a estreita base genética do germoplasma brasileiro
(EMBRAPA, 2007). Portanto, o conhecimento da diversidade genética e da
relacdo entre 0s genotipos superiores € de grande importancia para o

melhoramento.
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Quanto a classificacdo das racas dos NCS, segundo Riggs e Schmitt
(1988), utiliza-se um grupo de quatro linhagens diferenciadoras (Pickett 71,
Peking, Pl 88788 e Pl 90763). Niblack et al. (2002) propuseram um novo
esquema com sete diferenciadoras (Peking, Pl 887888, Pl 90763, PI
437654, Pl 209332, Pl 89772 e Pl 548316) para melhor descrever a
diversidade do patdgeno, classificando as populagdes do NCS como tipo
HG. No entanto, a maioria dos trabalhos publicados empregou a
classificacdo proposta por Riggs e Shcmitt, (1988) uma vez que muitos
trabalhos foram publicados antes dessa nova proposta. Ao fazer
comparacdes entre trabalhos, é necessario utilizar a classificacdo antiga,
baseada em racas.

Para o NCS, muitos QTLs j& foram descritos e validados para
diferentes racas e em diferentes fontes de resisténcia em diversos grupos de
ligacdo, sendo predominante um QTL de efeito maior no GL G, atribuido ao
loco denominado rhgl, que confere resisténcia a varias racas do nematdide.
Outra regido de importancia estd localizada no GL A2, com efeito maior
principalmente para a raca 3 (CONCIBIDO et al., 2004). Um QTL de efeito
maior para a resisténcia a raca 14 foi identificado no GL D2 por Schuster et
al. (2001) e ainda néo teve sua validacao confirmada. Varios outros QTLs de
efeito menor para a resisténcia a raca 3 do NCS ja foram identificados nos
GL E (SILVA, 2006; KABELKA et al., 2005; WANG et al.,, 2001), J
(CONCIBIDO et al., 2004, GLOVER et al.,, 2004; SILVA, 2006) e M
(CONCIBIDO et al., 2004; SILVA, 2006).

Varias metodologias moleculares tém sido desenvolvidas,
contribuindo significativamente para um grande avanco do conhecimento
sobre a variabilidade genética entre acessos e germoplasmas; o0s
marcadores microssatélites tém sido bastante utilizados na caracterizacdo
de gendtipos (NARVEL et al., 2000; NETO, 2001; WANG et al., 2006).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos: avaliar a
diversidade genética, por microssatélites, nas diferenciadoras de soja para a
resisténcia ao NCS e em cultivares de soja resistentes a diferentes racas,
desenvolvida por seis programas de melhoramento do Brasil; e determinar
um grupo de SSR que melhor caracterize as cultivares com base em sua

resisténcia.
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MATERIAL E METODOS
Material genético

O material genético utilizado neste trabalho foi obtido do banco de
germoplasma de soja do Centro Nacional de Pesquisa de Soja (EMBRAPA
SOJA).

Os gendtipos utilizados foram selecionados de modo a representar o
germoplasma resistente ao NCS, incluindo as cultivares desenvolvidas no
Brasil (Tabela 1), as cultivares Pickett e Hartwig, e as diferenciadoras,
propostas por Niblack et al. (2002) (Tabela 2). Como padrdo de
suscetibilidade a todas as racas do NCS, foi incluida a cultivar Lee.

As cultivares brasileiras ttm em comum a resisténcia a raca 3 e
diferem quanto a resisténcia as demais racas do NCS e também pelas
fontes de resisténcia que as originou. Essas cultivares foram desenvolvidas
por diferentes programas de melhoramento no Brasil (Embrapa, Monsanto,
Fundacdo Mato Grosso, UFV, Syngenta e COODETEC) e sédo adaptadas as
diferentes regides do Pais.

As cultivares diferenciadoras, segundo Niblack et al. (2002), séo
Peking, Pl 887888, Pl 90763, Pl 437654, Pl 209332, Pl 89772 e Pl 548316.
Todas as diferenciadoras apresentam semente com tegumento preto, que
est4 ligado ao loco de resisténcia Rhg4 no GL A2.

A cultivar Hartwig (originada da Pl 437654), mas com semente
amarela, foi incluida por ser utilizada como fonte doadora de genes de
resisténcia ao NCS nos diversos programas de melhoramento do Brasil. A
cultivar Pickett (originada do cruzamento de Peking e Lee) foi incluida por
ser a primeira cultivar de soja resistente a raca 3 do NCS com semente
amarela, nos EUA (BRIM; ROSS, 1966).

Sementes de cada gendtipo foram semeadas em bandejas, em casa
de vegetacdo. Apos o surgimento do primeiro trifdlio, as folhas de cada
genatipo foram coletadas, imediatamente congeladas com nitrogénio liquido

e armazenadas a temperatura de -80°C, para posterior extracdo de DNA.
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Tabela 1 - Cultivares de soja com resisténcia ao nematoéide de cisto, indicadas para cultivo no Brasil (EMBRAPA, 2007)

. Ano de Programade o Area de
Cultivar Racas : ~ Fonte de Resisténcia ~
Liberacdo Melhoramento Recomendacéo
BRSGO Raissa R3 2005 Embrapa Peking (Sharkey) BA, DF, GO, MG, MS
BRSGO lara R3 2005 Embrapa Peking (Sharkey) DF, GO, MG
BRS 262 R3 2005 Embrapa Peking (Sharkey) e Pl 437654 (Hartwig) SP, PR
BRSMG Lideranca R3 1998 Embrapa Peking (Centennial) BA, DF, GO, MG, MT, SP
M-Soy 8400 R3 1998 Monsanto Peking (Coker 6738) DF, GO, MG, MS, MT, SP
M-Soy 7901 R3 1998 Monsanto Peking (Coker 6727) DF, GO, MG, MS, SP
M-Soy 8200 R3 1999 Monsanto Peking (Kirby) DF, GO, MG, MS, MT, SP
CD 217 R3 : COODETEC : D G0 MG, MS, MT, PR,
TMG 117RR R3 2006 - MT
UFVS 2011 R3 2003 UFV Pl 437654 (Hartwig) MG
UFVS 2012 R3 2003 UFRV Pl 437654 (Hartwig) MG
i Peking (Stonewall), P1 88788 e  PI
BRS Invernada Rle3 Embrapa 209332 (Delsoy 4710) PR, SP
BRSMG250 Nobreza R1e3 2003  Embrapa P1 88788 (Avery) e Peking (Sharkey, BA, DF, GO, MG, MT, SP
Padre e Stonewall)
M-Soy 8001 Rle3 1998 Monsanto Peking (Coker 6738) DF, GO, MG, MS, SP
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Cont - Tabela 1

M-Soy 8757
FMT Tabarana
BRS 263 [Diferente]
BRS 231

FMT Tucunaré
FMT Matrinxa
TMG 121RR
TMG 115RR
VMax

BRS Jiripoca
BRSMT Pintado

BRSGO Chapadodes

R1e3
Rle3
Rle3,eMR 14
Rle3,eMR 14
Rle3,eMR 14
Rl1e3,eMR 14
Rle3,eMR 14
Rle3,eMR 14
R3el4
R1,3el4,e MR 5
R1e3,6,9e14,e MR5

R1,2,3,4,5e14

1999

2000

2005

2003

1999

1999

2006

2006

2000

1998

2002

Monsanto
Fundacéo MT
Embrapa
Embrapa
Fundacdo MT
Fundacéo MT
Fundagédo MT
Fundacédo MT
Syngenta
Embrapa
Embrapa

Embrapa

Peking (Coker 6738)

Peking (Centennial)

Peking (Sharkey, Forrest e Lancer) e PlI

437654 (Hartwig)

Peking (Sharkey) e Pl 437654 (Hartwig)

Peking (Sharkey) e Pl 437654 (Hartwig)

Peking (Sharkey) e
P1 437654 (Hartwig)

Peking e P1 437654
Peking e P1 437654

P1 88788

Peking (Sharkey) e P1 437654 (Hartwig)

Peking (Sharkey) e P1 437654 (Hartwig)

Pl 437654 (Hartwig)

DF, GO, MG, MS, MT
MT

BA

SC, PR, SP

DF, GO, MG, MT
MT

MT

MT

MS, PR, SP

MT

DF, GO, MG, MT

DF, GO, MG, MT, TO

R: resistente.

MR: moderadamente resistente.
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Tabela 2 - Identificacdo das fontes de resisténcia ao NCS e do padrdo de

suscetibilidade avaliados no estudo da diversidade genética

. : Ano de Cor do

Cultivar Racas Origem . ~
liberagdo tegumento
Pickett R1les3 EUA 1966 Amarelo
. R atodas as racas,

Hartwig exceto 4+ e 14+ EUA 1992 Amarelo
Pl 548316 R3eMR 14 China 1905 Preto
(Cloud)
Pl 209332 R3,5el4 Japao 1953 Preto
1548402 p1 3e5 China 1906 Preto
(Peking)
P1 88788 R3el4 China 1930 Preto
P1 90763 R1,2,3e5 China 1930 Preto
P1 437654 R atodas as racas Russia 1980 Preto
PI1 89772 R1,2,3e5 China 1930 Preto

R: resistente.
MR: moderadamente resistente.

Selecédo e amplificacdo dos microssatélites

Foram selecionados 24 pares de primers microssatélites proximos
aos QTLs de grande efeito (presentes nos GL G, A2 e D2) e de pequeno
efeito (presentes nos GL E, J e M) para a resisténcia ao NCS (Tabela 3).

As reacdes de amplificacdo foram efetuadas em um volume final de
15 ulL, contendo Tris-HCI 10 mM, pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 2 mM; Triton
X100 0,1%; 100 pM de cada um dos desoxinucleotidios; 0,3 UM de cada
iniciador; uma unidade de Taq polimerase; e 30 ng de DNA. As reacdes de
PCR foram realizadas em termociclador programado para um passo inicial
de 94°C por 4 min; 30 ciclos de 94°C por 1 min; 55°C por 1 min; 72° C por 2
min, seguidos de uma etapa final de 72°C por 7 min.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em
géis nativos verticais de poliacrilamida 10%, usando-se tampao TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM e EDTA 1 mM), por aproximadamente trés horas a 140
volts. Apos a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio (10
mg/ml) e fotografados pelo sistema de fotodocumentacdo Eagle Eye Il

(Stratagene).

53



Tabela 3 - Microssatélites utilizados no estudo de diversidade genética nos

genotipos de soja avaliados e os respectivos GL

Microssatélite ~GL*  Posicao” Microssatélite GL® Posicado®
Satt163 G 0,0 Satt573 E 35,8
Satt275 G 2,2 Sat 136 E 39,2
Sat_168 G 3,9 Satt204 E 43,1
Satt309 G 4.5 Satt452 E 45,1
Sat_141 G 9,2 Satt215 J 44,1
Satt356 G 12,2 Sat_366 J 52,8
Sat_162 A2 51,9 Satt431 J 78,6
BLT 065 A2 52,85 Sattb51 M 95,5
Sat_215 A2 53,7 Satt346 M 112,7
Satt424 A2 60,6
Satt528 D2 86,3
Satt082 D2 87,3
Satth74 D2 87,7
Satt543 D2 88,0
Satt448 D2 89,2

4 Grupo de ligagido como definido pelo mapa consenso da soja (SONG et al., 2004).
b Posicdo no mapa consenso da soja (SONG et al., 2004).

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com base nos dados
gerados a partir de marcadores moleculares microssatélites, com auxilio do
programa GENES (CRUZ, 1997).

Calculo da diversidade genética dos locos microssatélites

A diversidade genética de cada loco microssatélite foi obtida por

meio da freqiéncia dos alelos, utilizando a seguinte formula:

PIC (Contelido de Informag&o de Polimorfismo) =1— > p? - > > p’p}

i=1 i,j=1(i%])
em que:

pi € a frequiéncia do i-ésimo alelo do loco estudado; e

p; € a freqiiéncia do j-ésimo alelo do loco estudado (BOTSTEIN et al., 1980).
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Calculo do complemento do indice de similaridade ponderado

A matriz de dissimilaridade foi gerada a partir do complemento do
indice de similaridade ponderado calculado para cada combinacdo das 36
cultivares, utilizando os alelos de cada loco microssatélite avaliado.
Considerando que:

D=1-S,

em que
a; _ . .
p;= A = peso associado ao loco j determinado por:

a ;= numero total de alelos do loco |
A = numero total de alelos estudados

namero de alelos comuns entre os pares de acessosie i’

o
I

Andalise de variancia molecular

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para estimar
0S componentes da variancia, que sao atribuidos as diferencas entre os
grupos e entre individuos dentro de grupos, com base na matriz de distancia
genética (EXCOFFIER et al., 1992). A AMOVA foi realizada considerando
como fonte de variacdo os diferentes programas de melhoramento e as
cultivares dentro de cada programa. Essa analise foi realizada apenas para
0os programas onde havia pelo menos duas cultivares representantes,
excluindo da analise os programas de melhoramento COODETEC e

Syngenta.

Componentes de variancia significativos associados com 0s
diferentes niveis possiveis da estrutura genética deste estudo foram
testados por um procedimento de permutacdo ndao paramétrico com 1.000
permutacdes (EXCOFFIER et al.,1992).

A estatistica F, valor Fst, foi usada para estimar a correlacdo de
genes de diferentes individuos reunidos no mesmo programa de
melhoramento e para medir as diferencas genéticas entre os diferentes

programas.
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Andlise de agrupamento pelos métodos de Tocher e por disperséo
grafica

Na andlise de agrupamento dos gendétipos foi utilizado o método de
otimizacdo de Tocher, que consiste em identificar na matriz de
dissimilaridade o par de gendétipos mais similares, formando um grupo inicial;
a partir deste, é avaliada a possibilidade de inclusdo de novos acessos no
grupo, adotando-se o critério de que a média das medidas de dissimilaridade
dentro de cada grupo deve ser maior que as distancias médias entre
quaisquer grupos (CRUZ et al., 2004).

Na analise de agrupamento, os acessos foram reunidos em varios
grupos, com base nas fontes de resisténcia, de forma que houvesse
homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos. Na
formacdo dos grupos foram considerados os SSR proximos aos QTLs de
efeito maior e menor para a resisténcia do NCS.

No caso do primeiro agrupamento, foram considerados todos os 24
SSR avaliados. Posteriormente, foi realizada uma analise com os SSR dos
GL G, A2 e D2 e, depois somente com 0s SSR de cada GL individualmente,
além de agrupamentos com todas as combinac¢des destes trés GL (G, A2 e
D2).

Como forma alternativa de apresentar a dissimilaridade entre os
acessos, foi realizada a analise da dispersao grafica por meio da projecdo de
distancias em graficos tridimensionais, para facilitar a visualizacdo dos

agrupamentos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Diversidade genética dos locos microssatélites

Com os 24 pares de primers usados na avaliacao dos 36 gendétipos
foram obtidos 77 alelos, com uma média de 3,2 alelos por loco SSR. O
namero de alelos detectados por loco variou de 2 a 7. Os SSR do grupo de
ligacdo (GL) D2 apresentaram o maior numero de alelos diferentes (Tabela
4).

Foram encontrados 71 alelos entre as fontes de resisténcia e a
cultivar Lee, que correspondem a 10 gendtipos, e 60 alelos entre as 26
variedades comerciais brasileiras resistentes (Tabela 4), evidenciando que
existe maior diversidade de alelos entre 0os gendtipos originais que entre as
variedades comerciais. Essa maior diversidade de alelos entre as Pls tem
sido observada por outros autores (KEIM et al., 1989; DIERS et al., 1997,
NARVEL et al.,, 2000) e é esperada porque o germoplasma de soja
resistente ao NCS no Brasil é derivado de um numero reduzido de fontes de
resisténcia.

O valor da informacéo do conteudo polimorfico (PIC) calculado para
estimar a informatividade de cada primer variou de 0,11 a 0,71, com uma
média de 0,36 (Tabela 4). Essa variacdo esta associada ao numero de
alelos e suas frequéncias respectivas detectadas em cada loco. Os trés
locos mais informativos estavam presentes no GL D 2 (Satt528, Satt574 e
Satt543).

Entre as cultivares originais, o valor médio do PIC foi de 0,41,
variando de 0 a 0,80. J& entre as variedades comerciais foi de 0,27, variando
de 0 a 0,60. Resultados similares foram encontrados por Narvel et al. (2000),
que ao estudarem a diversidade genética entre variedades elites de soja e
acessos (PIs) utilizando marcadores SSR, detectaram valores de PIC
associados a cada marcador microssatélite variando de 0 a 0,84, com média
de 0,56 entre as Pls, e de 0 a 0,79, com média de 0,50 nas variedades

elites.
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Tabela 4 - Valor da informacao do conteudo polimorfico (PIC) referente aos

SSR usados na analise de diversidade genética das 36 cultivares

de soja
o de alel N°. de alelos N°. de alelos
Loco GL N° de alelos pic (cultivares (cultivares
(36 cultivares) o .
originais) elites)

Sat 141 G 6 0,62 5 3
Satt309 G 2 0,24 2 2
Satt235 G 4 0,47 4 3
Sat 168 G 2 0,18 2 2
Satt356 G 2 0,34 2 2
Sattl63 G 3 0,24 2 3
Sat 162 A2 2 0,11 2 2
BLT 065 A2 2 0,18 2 2
Satt424 A2 3 0,45 3 3
Sat 215 A2 5 0,48 5 4
Satt082 D2 4 0,60 4 3
Satt448 D2 2 0,36 2 2
Satt543 D2 7 0,63 6 3
Satt574 D2 4 0,66 4 3
Satt528 D2 7 0,71 7 5
Sat_366 J 2 0,10 2 2
Satt215 J 3 0,45 2 3
Satt431  J 3 0,11 1 3
Satth51 M 2 0,26 2 2
Satt346 M 3 0,35 3 2
Satt573 E 2 0,37 2 2
Sattd52 E 2 0,23 2 1
Satt204 E 3 0,43 3 2
Sat 136 E 2 0,11 2 1
Total 77 - 71 60
Média 3,2 0,36 2,96 2,50

Dissimilaridades dos gendtipos avaliados

A diversidade genética dos gendtipos foi avaliada pela
dissimilaridade média de um genétipo em relacdo aos demais. Portanto,
foram feitas comparacfes entre 0s gendtipos originais (fontes de resisténcia
ao NCS e a cultivar Lee), entre as cultivares elites e entre as cultivares
originais x cultivares elites. Essa medida foi avaliada considerando todos os
locos SSR avaliados (que correspondem aos SSR préximos aos QTLs de

efeito maior e menor para a resisténcia do NCS) e apenas os locos SSR dos

58



GL G, A2 e D2 (que correspondem aos SSR proximos aos QTLs de efeito

maior).

A correlagdo entre as matrizes de dissimilaridade obtidas
considerando todos os SSR e apenas os SSR dos GL G, A2 e D2 foi de
0,95, com significancia de 1% de probabilidade pelo teste de Mantel,
portanto, os dois conjuntos de dados apresentam alta correspondéncia.

No entanto, as dissimilaridades médias obtidas com todos os SSR
foram menores que as obtidas apenas com os SSR dos GL G, A2 e D2, que
sao locos de efeito maior no controle da resisténcia para as diferentes racas
do NCS (Tabela 5). Assim, a inclusdo de SSR proximos a QTLs de efeito
menor diminuiu a dissimilaridade entre os gendtipos, ndo permitindo a
diferenciacdo das cultivares quanto a resisténcia ao NCS. Dessa forma,
optou-se por dar énfase ao estudo da diversidade considerando apenas o0s
locos de efeito maior dos GL G, A2 e D2.

A dissimilaridade média obtida entre os dez gendtipos originais,
considerando os SSR dos GL G, A2 e D2, variou de 0,64 a 0,83. Lee foi a
cultivar que apresentou o maior valor de dissimilaridade média. Esse dado é
coerente, uma vez que Lee é o padrao de suscetibilidade. A Pl 20933 foi a
mais dissimilar entre as diferentes fontes de resisténcia, apresentando valor
médio de dissimilaridade de 0,81 em relacdo as demais. Entre as cultivares
elites, Vmax foi a que se apresentou mais dissimilar, com valor de
dissimilaridade médio de 0,74.

Comparando as dissimilaridades médias dos gendétipos originais em
relagdo as cultivares elites, Pickett e Hartwig foram os menos dissimilares,
com médias de 0,47 e 0,66, respectivamente. Esses resultados foram
consistentes com as principais fontes de resisténcia utilizadas nos
programas de melhoramento, visto que a maioria das variedades elites
avaliadas apresenta resisténcia de genoétipos originados de Peking e
Hartwig, sendo que Pickett apresenta resisténcia derivada de Peking (BRIM;
ROSS, 1966).

As cultivares elites resistentes, mais dissimilares em relacdo as
originais, foram UFV2011 e Vmax, com dissimilaridades médias de 0,78 e

0,77, respectivamente.
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Tabela 5 - Germoplasma de soja avaliado quanto a dissimilaridade média entre

as cultivares originais (1 a 10) e cultivares elites resistentes ao NCS

(11 a 36)

TODOS SSR SSR dos GL G, A2 e D2

Cultivar DIS MED DIS MED DIS MED DISMED DIS MED DIS MED

ORIG ELIT GERAL ORIG ELIT GERAL
1 Lee 0,76 0,60 0,64 0,83 0,71 0,74
2 P1548316 0,69 0,70 0,70 0,71 0,78 0,76
3 Pl1209332 0,72 0,69 0,70 0,81 0,71 0,74
4 Peking 0,60 0,66 0,65 0,68 0,73 0,72
5 Pl 88788 0,58 0,70 0,67 0,68 0,75 0,73
6 PI190763 0,55 0,66 0,63 0,64 0,70 0,69
7 Pl1437654 0,58 0,69 0,66 0,66 0,71 0,70
8 PI189772 0,60 0,69 0,67 0,67 0,72 0,70
9 Hartwig 0,62 0,56 0,57 0,69 0,66 0,67
10 Pickett 0,62 0,46 0,50 0,68 0,47 0,52
Média 0,63 0,64 0,64 0,70 0,69 0,70
11 BRSGO Raissa 0,65 0,43 0,49 0,68 0,43 0,49
12 BRSGO lara 0,72 0,71 0,71 0,76 0,69 0,71
13 BRS 262 0,68 0,47 0,53 0,75 0,56 0,61
14 BRSMG Lideranga 0,60 0,42 0,47 0,69 0,47 0,53
15 M-Soy 8400 0,72 0,54 0,59 0,74 0,58 0,62
16 M-Soy 7901 0,63 0,47 0,51 0,68 0,54 0,57
17 M-Soy 8200 0,65 0,41 0,47 0,69 0,46 0,52
18 CD 217 0,70 0,48 0,54 0,76 0,54 0,60
19 TMG 117RR 0,65 0,51 0,55 0,69 0,55 0,59
20 UFVS 2011 0,71 0,52 0,57 0,78 0,60 0,65
21 UFVS 2012 0,63 0,50 0,54 0,70 0,55 0,59
22 BRS Invernada 0,66 0,47 0,52 0,71 0,51 0,56
23 BRSMG250 Nobreza 0,67 0,51 0,56 0,72 0,59 0,62
24 M-Soy 8001 0,66 0,49 0,53 0,68 0,54 0,57
25 M-Soy 8757 0,67 0,54 0,58 0,74 0,63 0,66
26 FMTTabarana 0,65 0,50 0,54 0,72 0,58 0,62
27 BRS 263 [Diferente] 0,62 0,49 0,53 0,69 0,57 0,60
28 BRS 231 0,67 0,54 0,57 0,76 0,61 0,65
29 FMT Tucunaré 0,66 0,47 0,51 0,70 0,51 0,56
30 FMT Matrinxa 0,68 0,53 0,57 0,72 0,57 0,61
31 TMG 121RR 0,61 0,47 0,51 0,69 0,56 0,59
32 TMG 115RR 0,64 0,52 0,55 0,73 0,62 0,65
33 VMax 0,71 0,63 0,65 0,77 0,74 0,75
34 BRS Jiripoca 0,61 0,45 0,49 0,68 0,51 0,55
35 BRSMT Pintado 0,68 0,51 0,55 0,74 0,56 0,60
36 BRSGO Chapaddes 0,68 0,54 0,58 0,72 0,57 0,60
Média 0,66 0,51 0,55 0,72 0,56 0,60
Média geral 0,65 0,54 0,57 0,72 0,60 0,63
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As menores dissimilaridades médias foram encontradas no grupo de
elites, onde foram encontradas dissimilaridades médias que variaram de
0,43 a 0,74, com média de 0,56, evidenciado que, em geral, existe baixa
variabilidade genética entre esses gendtipos para os locos de resisténcia do
NCS. Portanto, ha necessidade de aumentar a diversidade de fontes de
genes de resisténcia ao NCS. Vmax e BRSGO lara foram os genétipos que
apresentaram as maiores dissimilaridades médias em relacdo aos demais,
com média de 0,74 e 0,69, respectivamente.

Ao considerar a dissimilaridade média geral (de um genoétipo em
relacdo a todos os outros), entre as cultivares originais a mais dissimilar foi a

Pl 548316, e entre as elites, a Vmax.

Andalise de variancia molecular

Os resultados da AMOVA (Tabela 6) mostraram que existe diferenca
significativa entre os diferentes programas de melhoramento a 1% de
probabilidade e, dentro das cultivares de cada programa, a 5%. A maior
variacdo foi dentro das cultivares agrupadas pelos seus respectivos
programas, onde apresentou 90,37% de variancia; entre os programas, a

variacéo foi de 9,63%.

Esses dados evidenciaram que as empresas de melhoramento do
Brasil, em geral, apresentam objetivos comuns quanto ao desenvolvimento
de variedades resistentes ao NCS, apesar de utilizarem estratégias
diferentes dentro do seu programa, desenvolvendo variedades que
apresentam diferencas quanto a resisténcia ao NCS.

Tabela 6 - Analise de variancia molecular para os 24 genotipos referentes
aos programas de melhoramento Embrapa, Monsanto,
COODETEC e UFV

Estimativa do

[
Fonte de Variacao GL Soma de componente @de~
quadrados A variacao
da variancia
Entre os programas de 3 1,004 0.226* 9.63
melhoramento
Dentro das cultivares 20 4.243 0.2122%* 90,37

dos programas

* significativo a 5 % por teste de permutacao (1.000 permutagdes).
** significativo a 1% por teste de permutacao (1.000 permutagdes).
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Analises de agrupamento

As analises de agrupamento foram realizadas pelo método de
Tocher e podem se observadas na Tabela 7.

A andlise de agrupamento com base no método de Tocher
considerando os 24 SSR (que incluiu os SSR proximos aos QTLs de efeito
maior e menor) (Tabela 7a) ndo permitiu discriminar as cultivares utilizadas
quanto a diferenca de resisténcia as varias racas do NCS. Como ja
evidenciado neste estudo, os dados de dissimilaridade média incluindo todos
0s SSR foram menores em relacdo aqueles que incluiram apenas os SSR
dos GL G, A2 e D2 (Tabela 5). Portanto, os QTLs de menor efeito ndo foram
utilizados na discriminacdo entre os genétipos quanto as diferencas entre
racas neste estudo.

Pela analise de disperséo grafica (Figura 1), evidenciou-se que as
variedades comerciais agruparam-se em uma Unica regido, ndo havendo
discriminagdo entre esses genotipos. Com excec¢do de Pickett, os genotipos
originais ficaram dispersos no espaco, indicando que eles sao dissimilares
entre si e entre as cultivares comerciais. Esses dados também podem ser
confirmados pelas dissimilaridades médias (Tabela 5), em que a média geral
de dissimilaridade entre os gendtipos originais foi de 0,64 e, entre as
cultivares elites, de 0,55. Como ja evidenciado, Pickett foi o genotipo menos

dissimilar entre os originais, com dissimilaridade média de 0,50.
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Figura 1 - Analise da disperséo grafica em relacdo aos 36 gendtipos de soja,

considerando todos os SSR

Considerando apenas os SSR dos GL G, A2 e D2, foi possivel
discriminar dois grupos maiores (Tabela 7b): o primeiro inclui cultivares com
resisténcia a raca 3 e as racas 1 e 3; e o segundo alocou todas as cultivares
que apresentavam resisténcia a raca 14, exceto Vmax. Também foi alocada
neste grupo a cultivar TMG 117RR, que € resistente apenas a raga 3, mas
do mesmo programa de melhoramento de outras duas cultivares também
inseridas neste mesmo grupo (TMG 121RR e TMG 115RR). Além disso,
também estdo incluidas Pl 437654 e Hartwig, que sdo as fontes de
resisténcia aos NCS para as variedades incluidas neste grupo.
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Tabela 7 - Agrupamento dos gendtipos de soja pelo método de Tocher,

considerando os SSR avaliados

Grupos Genotipos

Analise considerando todos os 24 SSR

9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

! 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36
2 1,12
7a 3 2
4 3
5 4,5,6,7,8
6 33

Anédlise considerando os SSR dos GL G, A2 e D2

=

10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 26
7,9, 19, 27, 28, 29, 30, 32, 31, 34, 35, 36

1,12

4,8,6

2,5

3

25

8 33

7b

NOoO o~ WN

Anéalise considerando os SSR dos GL A2 e D2

=

3, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24
7,9, 19, 25, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 36
1,12,35

2,5

4,6,8

26

7 33

7c

OO WN

Analise considerando os SSR dos GL G e D2

1 7,9, 19, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 36

10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 33
1,2,35

2,56

26

4,8

25

8 3

7d

NOoO o~ WN

Anadlise considerando os SSR do GL D2

=

7,9, 19, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 36

1, 3,10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 33
13, 18, 24, 23

2,5

4,8

6

25

35

7e

oO~NO O WN
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Cont - Tabela 7

Anadlise considerando os SSR dos GL G e A2

1,4,6,7,8,9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

1 57 9829, 30, 31, 32, 34, 35, 36,
2 2,5
3 3,20
4 12
5 33
Analise considerando os SSR do GL G
1 4,10, 14, 15, 17, 18, 21, 22, 24, 27, 30, 36
79 2 6, 8, 11, 13, 16, 19, 20, 23, 26, 29, 31, 34, 35,
3 1,12
4 2,5
5 3,7,9
6 25, 33
7 32
Analise considerando os SSR do GL A2
7h 1 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23,

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36
2 20, 33

Identificacdo das cultivares e variedades:

Cultivares originais Racas

1 Lee Padréo de suscetibilidade

2 P1548316 R3eMR 14

3 P1209332 R3,5e14

4  Peking R1,3e5

5 PI188788 R3el4

6 P190763 R1,2,3e5

7 P1437654 R atodas as racgas

8 PI189772 R1,2,3e5

9 Hartwig R atodas as racas, exceto 4+ e 14+
10 Pickett Rle3

R: resistente; MR: moderadamente resistente.

Variedades resistentes Variedades resistentes Variedades resistentes

araca3 asracasle3 araca 14
11 BRSGO Raissa 22 BRS Invernada 27 BRS 263 Diferente
12 BRSGO lara o3 BRSMG250 28 BRS 231

Nobreza

13 BRS 262 24 M-Soy 8001 29 FMT Tucunaré
14 BRSMG Lideranca 25 M-Soy 8757 30 FMT Matrinxa
15 M-Soy 8400 26 FMTTabarana 32 TMG 115RR
16 M-Soy 7901 33 Vmax
17 M-Soy 8200 34 BRS Jiripoca
18 CD 217 35 BRSMT Pintado
19 TMG 117RR 36 BRSGO Chapaddes

20 UFVS 2011
21 UFVS 2012
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Ao realizar novos agrupamentos envolvendo os SSR do GL D2
(Tabela 7c, d, e), percebeu-se que a inclusdo dos marcadores deste GL
permitiu a separacdo da maioria das variedades com resisténcia a raca 14.
Verificou-se também que Hartwig e Pl 437654 agruparam-se sempre juntas
as cultivares com resisténcia a raca 14. Embora Vmax apresente resisténcia
a raca 14, esta cultivar ndo se agrupou com 0s genotipos resistentes a esta
raca, provavelmente porque ela € derivada de Pl 88788 e ndo de Hartwig e
Pl 437654, como as demais variedades. Contudo, Vmax também nédo se
alocou proxima da Pl 88788 e se mostrou bem distanciada de todos os
genotipos, pelas dissimilaridades médias (Tabela 5).

O QTL de resisténcia a raca 14 no GL D2 foi identificado por
Schuster et al. (2001), usando 183 familias F,.3 derivadas do cruzamento de
Hartwig e BR-39-31983. Segundo esses autores, este QTL foi capaz de
explicar 41,1% da resisténcia, porém este QTL ainda nao foi validado e é o
anico relato associando a resisténcia ao NCS ao GL D2. Ao avaliar uma
populacdo de RILs, também derivada do cruzamento de Hartwig, Silva
(2006) identificou apenas um marcador nessa mesma regido, mas com
associacdo de apenas 5%, pela analise de marca simples, ou seja, de baixa
associacdo. Em outro estudo, Silva et al. (2007) tentaram validar o QTL,
porém na populacédo estudada ndo foi detectado polimorfismo na regido de
interesse. No entanto, neste trabalho percebeu-se que o GL D2 foi de
extrema importancia na discriminacdo dos genotipos com resisténcia a raca
14; apesar de ainda né&o validado, este QTL provavelmente existe, e deve
ser explorado.

No agrupamento considerando os SSR dos GL G e A2 (Tabela 7f),
houve a formacdo de um grupo maior, com 23 cultivares elites resistentes as
diferentes racgas, ndo diferenciando os genaétipos por raca. Esses dois locos
respondem por quase a totalidade da variabilidade da resisténcia da soja a
raca 3 do NCS e grande parte da variabilidade para as outras racas
(CONCIBIDO et al., 2004).

66



Pela dispersao grafica considerando os GL G e A20, também se
percebeu que a maioria dos genoétipos resistentes estao proximos entre si.
As excecOes entre as variedades comerciais foram Vmax e UFV 2011, e
entre as fontes de resisténcia, Hartwig e Pl 437654. Isso indica que estes
genotipos agrupados compartilham alelos localizados nessa regido destes
GL.
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W Variedades originais.
[l Variedades que apresentam resisténcia as ragas 3 e asracas 1 e 3.

@ Variedades que apresentam resisténcia a raca 14.

Figura 2 - Analise da disperséo grafica em relagdo aos 36 genotipos de soja,
considerando os SSR dos GL G e A2

A utilizacdo apenas do GL G (Tabela 7g e Figura 3) ndo permitiu a
separacdo dos gendtipos resistentes por raca. Sabe-se que os locos de
efeito maior para o controle de multiplas racas do NCS estao localizados no
GL G (CONCIBIDO et al., 2004). Provavelmente, esse tenha sido o motivo

de néo ser possivel realizar a separacéo dos gendtipos por racas.
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Figura 3 - Analise da disperséo grafica em relacdo aos 36 gendtipos de soja,
considerando 0os SSR do GL G

O agrupamento realizado pelos SSR do GL A2 (Tabela 7h) ndo foi
informativo. O QTL que condiciona resisténcia ao NCS presente no GL A2
foi identificado como responsavel por uma grande parte da variacao
fenotipica para a raca 3 em diferentes fontes de resisténcia (MAHALINGAM,;
SKORUPSKA 1995; WEBB et al., 1995; CHANG et al., 1997, MEKSEM et
al., 2001; CONCIBIDO et al., 2004). A resisténcia a raca 3 € comum em
todos 0s genotipos resistentes. Portanto, ndo era esperada separacdo ao
utilizar SSR proximos ao QTL que condiciona resisténcia a esta raca. Apesar
de nado discriminar os genotipos por raca, esse GL teve sua importancia

revelada em outros agrupamentos.
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Com todos os agrupamentos realizados, ndo foi possivel fazer a
separacdo dos genatipos resistentes a raga 3 dos resistentes as ragas 1 e 3.

Na maioria dos agrupamentos, Lee e BRSGO lara sempre foram
alocadas juntas. Apenas em um caso elas foram alocadas em grupos
anicos. Em se tratando das médias de dissimilaridade (Tabela 5), percebeu-
se que em ambas elas foram altas, indicando que sao diferentes entre o
conjunto de gendtipos avaliados. Apesar de Lee ser suscetivel a todas as
racas do NCS, ela apresenta proximidade a cultivar BRSGO lara.

As fontes de resisténcia foram alocadas na maioria dos
agrupamentos distantes das variedades comerciais, exceto Hartwig e PI
437654, que se agruparam com cultivares resistentes a pelo menos as racas
1, 3 e 14. Zhang et al. (1999), realizando andlise de cluster, verificaram que
Peking, Pl 90763 e Pl 88788 foram alocadas em trés grupos diferentes e sado
geneticamente distantes. Neste trabalho, como foram considerados apenas
SSR proximos a locos de resisténcia ao NCS, Peking, Pl 90763, Pl 89772,
Pl 548316 e PI 88788, na maioria dos agrupamentos, ficaram proximas entre
Si.

A Pl 209332, na maioria dos agrupamentos, encontrou-se isolada.
Isso indica que essa fonte de resisténcia possui alelos diferentes e pode ser
utiizada como uma fonte de resisténcia a ser explorada. Estudos de
diversidade genética entre varias fontes de resisténcia utilizando RFLP,
realizados por Zhang et al. (1999) e Diers et al. (1997), também n&o
conseguiram agrupar esta Pl com as demais fontes de resisténcia utilizadas

neste trabalho.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos possibilitaram chegar as seguintes conclusdes:

Ha maior diversidade de alelos entre os gendtipos originais que entre

as variedades comerciais.

As empresas de melhoramento do Brasil sdo similares quanto ao
desenvolvimento de variedades resistentes ao NCS, apesar de
possuirem estratégias diferentes e desenvolverem variedades que

apresentam resisténcia as diferentes ragas.

A utilizacdo de marcadores microssatélites proximos aos QTLs de
efeito maior (GL G, A2 e D2) permitiu a separagdo de cultivares que
apresentam resisténcia as racas 1 e/ou 3 de cultivares que apresentam

resisténcia a raca 14.

Os SSR do GL D2 permitiram diferenciar as cultivares resistentes ou

com resisténcia moderadamente resistente a ragca 14 das demais.

Com o0s microssatélites avaliados, nao foi possivel proceder a
separacdo de cultivares resistentes a raca 3 das que apresentam
resisténcia as racas 1 e 3.

Vmax e BRSGO lara sdo fontes de resisténcia ao NCS divergentes de

todas as demais variedades avaliadas no presente estudo.

Hartwig, provavelmente, é a fonte de resisténcia mais utilizada para a

resisténcia a raca 14 nos programas de melhoramento do Brasil.

A maioria das variedades resistentes desenvolvidas pelos programas
de melhoramento do Brasil sdo similares, sendo necessario aumentar a

diversidade de fontes de genes de resisténcia ao NCS.
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