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RESUMO

BARBOSA, Rosangela Maria, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2017.
Associacdo gendmica para resisténcia de soja a pustula-bacteriaf@rientador:

Felipe Lopes da Silva. Coorientadores: Jorge Luis Badel Pacheco e lvan Shuster.

A pustula-bacteriana em soja é causada pela bacténidomonas axonopodis pv.

glycines. Esta doenca teve aumento expressivo em sua agressividade nos cultivares de
soja nas ultimas safras. O principal método de controle da pustula-bacteriana é o uso de
cultivares resistentes. A identificacdo de fontes de resisténcia a pustula-bacteriana é um
desafio para os melhoristas, uma vez que existem varias estirpes da fitobactéria e
interacdo genotipos x estirpes para a resisténcia ao patégeno. O que pode ser resolvido
com o auxilio de marcadores moleculares SNPs via andlise de associacdo genémica
ampla. Diante disso, objetivase caracterizar fenotipicamente 118 gendtipos de soja
quanto a resisténciaxa axonopodis pv. glycines; identificar marcadores moleculares do

tipo SNPs ligados a genes responsaveis pela resisténcia a pustula-baderiana
identificar cultivares de soja portadores de alelos de resisténcia a pustula bacteriana.
Foram inoculados 118 gendtipos de soja com os isol#d@2440F e XAG2447. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizados, com sete repeticdes. A
parcela experimental foi um pote plastico de 200 ml de volume com uma panta.
severidade da doenca foi avaliada 15 dias apés a inoculacdo com uma escala de notas de
severidade de pustula bacterialgal a 5, em que 1= a auséncia de pustulas e 5= maior
severidade de pustula bacteriana. O agrupamento das médias de severidade da doenca
dos genodtipos pelo teste de Skott-Knott permitiu a formacdo de cinco grupos de
gendtipos quando se usou a estirpe XAG2440és grupos com a estirpe XAG2447.0
genotipo CD244RR foi resistente a ambas as estirpes. Ja o gendtipo TMG 7161RR foi o
primeiro a apresentar sintomas de pustula bacteriana, mostrando-se altamente suscetivel
a acao de ambas as estirpes. Foram identificadmspatenciais marcadores SNPs em

cinco cromossomos associados com a resisténcia a pustula-bacteriana causada pela
estirpeXAG2440 . O marcadoiGm03_46214163_C_€ o mais fortemente associado

com a resisténcia a pustula-bacteriana causada pela ¥iG2440¢ e esta localizado

no cromossomo 3. Para a estirpe XAG2447 foram identificados cinco potenciais
marcadores SNPs em trés cromossomos. O marcador Gm17_ 7280661 C_T localizado
no cromossomo 17 é o marcador mais fortemente associado a resisténcia a pustula-

bacteriana causada pela estirpe XAG2447. Com base nos marcadores recomendamos

vii



cruzamentos envolvendo as cultivares CD244RR, CD243RR, CD5969,
FUNDACEP55RR e FUNDACEPS58RR para obter gendtipos portadores de todos os
alelos de resisténcia a estirp@G2440. Esses marcadores, depois de validados,
poderdo ser utilizados para selecdo assistida por marcadores, de forma a aumentar a
frequéncia de alelos de resisténcacdo das estirpeAG2440F e XAG2447.
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ABSTRACT

BARBOSA, Rosangela Maria, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2017.
Genome-wide association study of resistance to bacterial-pustule in soybean
Adviser: Felipe Lopes da Silva. Co-advisers: Jorge Luis Badel Pacheco and Ivan
Shuster.

Bacterial pustule in soybean is caused by the bactexamthomonas axonopodis pv.
glycines. This disease had an expressive increase in its aggressiveness in soybean
cultivars in the last harvests. The main method control of bacterial pustule is the use of
resistant cultivars. The identification of sources of resistance to bacterial pustule is a
challenge for breeders as there are several strains of this phyt@banteinteraction
genotypes x strains for resistance to the pathogen. What can be solved with the
identification of molecular markers SNPs with Gemeawide association studies. On

this, the objective of this study was to characterize phenotypically 118 soybean
genotypes for resistance Xo axonopodis pv. glycines; to identify molecular markers of

the SNPs type linked to genes responsible for resistance to bacterial pustiite and
identify soybean cultivars carrying resistance alleles to bacterial pustule. 118 soybean
genotypes were inoculated with the isolates XAG2440p and XAG244ié
experimental design was the completely randomized with seven replications. The
experimental plot was a plastic pot of 200 ml volume with a plant peAfiet 15 days

of inoculation plants were examined for lesions characteristic of bacterial pustule with a
scale of bacterial pustule severity scores from 1 to 5, where 1 = absence of pustules and
5 = greater severity of bacterial pustule. The clustering of disease severity averages of
the genotypes by the Skott-Knott test allowed the formation of five genotype groups
when using the strain XAG2440p and three groups with the strain XAG2447. The
genotype CD244RR was resistant to both strains. The genotype TMG 7161RR was the
first to present symptoms of bacterial pustule, being highly susceptible to the action of
both strains. Eleven potential SNPs markers were identified on five chromosomes
associated with resistance to bacterial pustule caused by strain XAG2440p. The marker
Gm03_46214163 C_T is most strongly associated with resistance to bacterial pustule
caused by strain XAG2440p and is located on chromosome 3. For the strain XAG2447
were identified five potential SNPs markers on three chromosomes. The marker
Gm17_7280661_ C_T located on chromosome 17 is the marker most strongly associated

with resistance to bacterial pustule caused by strain XAGZdSed on the markers
iX



we recommend crosses involving the cultivars CD244RR, CD243RR, CD5969,
FUNDACEP55RR and FUNDACEPS8RR to obtain genotypes carrying all the strain
resistance alleles XAG2440p. These markers, once validated, may be used for marker-

assisted selection in order to increase the frequency of resistance alleles to strains
XAG2440p and XAG2447.



1. INTRODUCAO

A soja Glycine max (L.) Merril) € uma planta anual, herbacea, ereta, pertencente a
classe Magnoliopsia, ordem Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae), Giyene
(SEDIYAMA, 2009). A sua producdo é uma das atividades que mais tem crescido no
agronegocio mundial nas ultimas décadas (ZHANG et al., 2015). O aumento dessa producao
eda relacionado com a reducdo de fatores limitantes como a ocorréncia de doencas
(SEDIYAMA et al., 2015).

Uma das doencgas de importancia na soja € a pustula-bacteriana, que teve aumento
expressivo em sua agressividade nos cultivares de soja nas ultimas safras (GORADIA et al.,
2009). A pustula-bacteriana possui como agente causador a bdabin@monas axonopodis
pv. glycines (Nakano 1919) Vauterin et al., 1999midade e temperatura elevadas e muita
chuva sdo condicbes que favorecem o fitopatdgeno, que penetra as plantas através de
estdbmatos e ferimentos (CHATNAPARAT et al.,, 2016; GORADIA et al.,, 2088us
principais sintomas sdo manchas amareladas com pustulas na parte abaxial das folhas. Estas
podem se desenvolver em regides necrotecaausa a queda prematura das folhas, o que
reduz a produtividade das lavouras (NARVEL et al., 2001).

O principal método de controle da pustula-bacteriana é o uso de genotipos resistentes
(GODOY et al., 2014).Para obter gendtipos resistentes, € preciso, inicialmente identificar e
selecionar fontes de resisténcia a doenca por meio da caracterizagcéo fenotipica de cultivares
de soja. Um fator limitante a essa selecdo de fontes de resisténcia € o desconhecimento do
namero de genes envolvidos na resisténcia e da interacdo genotipos x estirpes bacterianas,
visto que essa interacdo confere alteracdo no fendtipo de reacdo a resistéacia. Ess
variabilidade do patdgeno requer a utilizacdo de mecanismos de resisténcia eficientes
(CASTRO et al., 2015).

Logo, é necessario obter novas fontes de resisténcia ao padgaxemopodis pv.
glycines (HARTWIG e LEHMAN; 1951). Para aumentar a eficiéncia do processo de selegéo
de gendtipos resistentes as diversas doencas, os melhoristas tém investido nos estudos de
associagdo gendmica ampla (GWAGenome-wide association studies). GWAS é a
identificacdo de variantes causais no genoma, via marcadores SNPs, de grande numero de
individuos para descobrir associacdes significativas entre marcadores e fenotipos de interesse
(RESENDE et al., 2012).



A identificagdo de marcadores associados as caracteristicas de interesse auxilia a
selecdo de plantas nos Programas de Melhoramento de Soja. Depois de se validar os
marcadores encontrados, estes podem ser utilizados na selecéo rapida de potenciais genotipos
com uma alta frequéncia dos alelos de interesse.

Nosso objetivo foi caracterizar fenotipicamente 118 genoétipos de soja quanto a
resisténciaa X. axonopodis pv. glycines, identificar marcadores moleculares do tipo SNPs
ligados a genes responsaveis pela resisténcia a pustula-bacteriana e identificar cultivares de

soja portadores de alelos de resisténcia a pustula bacteriana.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Soja e as principais doencas que acometem a cultura

A soja é originaria do nordeste da China (HYMOWITZ, 1970). Essa leguminosa
possui grande importancia econémica no cenario mundial, por ser uma excelente fonte de
proteinas e 6leo vegetal (AVILA et al., 2007). Juntos, Estados Unidos, Brasil e Argentina s&o
responsaveis por cerca de 80% da soja produzida no mundo (USDA, 2017). A estimativa da
producdo brasileira na safra de 2016/17 é de 113,9 milh6es de toneladas em uma &rea de 33,2
milhdes de hectares (CONAB, 2017).

Os avancos devido ao melhoramento genético da soja sao evidentes, principalmente no
gue diz respeito a ampliacdo da adaptacéo da cultura, possibilitando seu cultivo desde as altas
latitudes do sul do Brasil até as baixas latitudes equatoriais e tropicais (SEDIYAMA et al.,
2015). Contudo, ainda verificam-se alguns fatores limitantes a obtencdo de maiores
rendimentos, como o perceptivel aumento da ocorréncia de doencas.

Sabe-se que de 15 a 20% de perdas na produtividade nas lavouras de soja ocorrem
devido o ataque de fitopatogenos (ALMEIDA et al.,, 2005; HENNING et al., 2009;
EMBRAPA, 2011). No Brasil ja foram identificadas 46 doencgas que causam danos a cultura,
sendo: 32 causadas por fungos, quatro por bacterianas, quatro por virus e seis por nematoides
(SEDIYAMA et al., 2015).

As doencas mais comuns para a cultura da soja e que apresentam maior importancia
econdmica sao: ferrugem-asiatid@hgkopsora pachyrhizi Sydow, H.; Sydow, P., 1914
oidio (Microsphaera difusa Cooke, M.C.; Peck, C.H., 18y2mofo-branco $clerotinia

sclerotiorum Bary, A.de., 1884), mancha-purpur@&efcospora kikuchii Matsumoto, T.;
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Tomoyasu, 1927), mancha-alvo (Corynespora cassiicola (Berkeley; M.A. Curtis) Wei, C.T.
1950), mancha-olho-de-r&dgssalora sojina (Hara) H.D. Shin & U. Braun, 1996), antracnose
(Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus; W.D. Moore, 1935), podriddo-de-carvao
(Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich, 1947), nematoideMeloidogyne spp.,
Heterodera glycines, Rotylenchulus reniformis, Pratylenchus brachyurus), podridao-radicular
de-fitéftora Phytophthora sojae Kaufmann; Gerdemann, 1958) e pustula-bacteriana
(Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Nakano 1919) Vauterin et al., 1995) (EMBRAPA,
2013; HENNING, 2009; MATSUO et al., 2012). Portanto, pesquisas sdo fundamentais para

obter gendtipos resistentes e minimizar a perda em produtividade de graos.

2.2. Pustula-bacteriana

A pustula-bacteriana € uma doenca foliar comumente encontrada em paises
produtores de soja como Brasil, China, india, Argentina e Estados Unidos (GORADIA et al.,
2009) Essadoenca ocorre principalmente em regiées quentes e iumidas e com alto indice de
chuvas. O agente causador da pustula-bacteriana é a bXet#hamonas axonopodis pv.
glycines, (GORADIA et al., 2009). Este agente permanece na superficie de plantas saudaveis
antes de entrar no apoplasto através de aberturas naturais, como estébmatos e ferimentos
(CHATNAPARAT et al., 2016).

O principal sintoma da doenca em soja € a presenca de manchas amareladas com
pustulas na parte abaxial das folhas. Estas manchas podem desenvolver-se em regides
necréticase causam a queda prematura de folhas. O patdgeno também pode infectar hastes,
peciolos e vagens (GODOY et al., 2014). Com o progresso da doenca, principalmente em
genotipos de soja susceptiveis, formam-se fortes halos amarelos ao redor de &areas
amarronzadas bem definidas, denominadas pustulasé gaeacteristica marcante a essa
doenca. B genétipos de soja resistentes, os halos tém cor menos intesgaigulas nao
séo bem definidas como nos genotipos susceptiveis (ZINSOU et al., 2015).

O agente causadoX. axonopodis pv. glycines, pode ser transmitido através de
sementes aparentemente sadias e por restos de cultura. Uma vez presente na lavoura,
infeccdes secundarias na planta séo favorecidas por condi¢cdes de alta unidade e temperatura
elevada (GORADIA et al., 2009). Os principais métodos de controle do patégeno séao: uso de
sementes sadias, manejo de restos culturais e o uso de cultivares resistentes (GODOY et al.,
2014).



Em busca de fontes de resisténcia a pustula-bacteriana, HARBWIEHMAN
(1951) observaram que o cultivar CNS era praticamente imune a doengca em condi¢gdes de
campo. A observacao desse fato possibilitou a identificacdo do gene recgssiwmo fonte
de resisténcia a pustula-bacteriana. A partir desta descoberta, a manutencaorgo rgesne
cultivares de soja foi o principal método de controle da doenca adotado (NARVEL et al.,
2001). No entanto, o uso do geng ndo tem sido eficiente em reduzir perdas devido a
doenca na produtividade da soja (WRATHER et al.,2006).

Uma razao para essa ineficiéncia € a interacdo gendtipos x estirpes bacterianas, visto
que essa interacdo confere uma alteracdo no fenotipo de reacao a resisténcia. GARADIA
(2009) verificaram a existéncia de mais de um gene de resisténcia envolvido com a resisténcia
a pustula-bacteriana, pois os gendtipos apresentaram diferentes niveis de severidade da
doenca. O que indica que a caracteristica resisténxiaazonopodis pv. glycines possui

heranca oligogénica.

2.3. Estudo de associacdo gendmica ampla na identificacdo de genes de resisténcia

Para obter novas fontes de resisténcia ao pat@geamnopodis pv. glycines se faz
necessario. E neste sentido visando aumentar a eficiéncia do processo de selecdo de genotipo:
resistentes as diversas doencas, os melhoristas tém investido na selecdo assistida por
marcadores moleculares.

As principais vantagens do uso de marcadores moleculares sdo: grande variabilidade
que se observa entre os individuos de uma espécie; ndo sofrem influencia do ambiente;
independentemente do estaddio de desenvolvimento da planta pode-se fazer analises e
possibilitam a selecdo de individuos em geracfes precoces, 0 que gera uma economia de
tempo na escolha do genétipo a ser utilizado pelo melhorista (BOREM e CAIXETA, 2009).

Dentre os marcadores moleculares existentes, os SMRgle( Nucleotide
Polymorphism) sdo a forma mais abundante de variacdo do DNA em genomas, visto que se
baseiam na variacdo de sequencias de DNA pela mudanca de uma Unica base em posi¢ao
especifica do genoma (BUSH e MOORE, 2012).

Além disso, sao preferidos em relagéo a outros marcadores devido a sua baixa taxa de
mutacdo adicional e facilidade de genotipagem, sdo marcadores co-dominantes, bialélicos,
abundantes e com alta transferibilidade entre individuos e espécies (RESENDE et al., 2013).

Ao usar estes marcadores € possivel detectar a substituicdo de uma Unica base nucleotidica
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por outra, mais uma vantagem é que os SNPs sdo considerados estaveis na evolugdo das
espécies, 0 que permite a sua utilizacdo em estudos de genética de populacdes (VINHOLES,
2014).

Assim, a identificacdo de variantes causais no genoma, via marcadores SNPs, de
grande numero de individuos para descobrir associacdes significativas entre marcadores e
fendtipos de interesse € conhecida como associacdo genémica ampla (GWAS) (RESENDE et
al., 2012). Ou seja, as variacbes na sequencia do DNA de todo o genoma séo analisadas para
identificar as caracteristicas fenotipicas de interesse.

A GWAS é utilizada como uma poderosa técnica para detectar a variacdo natural
relacionada aos caracteres complexos de interesse agrondmico em diversas culturas
(RAFALSKI, 2010), uma vez que essa técnica explora a ligacdo mais proxima que existe
entre marcadores moleculares e as caracteristicas quantitativas de interesse (QTLs) (KORTE
et al., 2013).

A técnica de GWAS fundamenta-se no desequilibrio de ligacdo (DL) presente nos
genomas, ja que para explicar toda a variacao genética de um carater € nepessxigia
um DL entre alelos dos marcadores e alelos dos genes que controlam o mesmo. Logo, se a
populacdo em estudo estiver em desequilibrio de ligacdo, a associa¢cdo de um marcador com
um alelo que confere resisténcia a determinada caracteristica fenotipica serd mantida
(VINHOLES, 2014).

PEARSONe MANOLIO (2008) preconizam que a técnica de GW&&mposta por
quatro partes: selecdo de grande numero de individuos com a caracteristica de interesse;
genotipagem e fenotipagem de qualidade; modelos e testes estatisticos para associacfes entr
SNPs e as caracteristicas de interesse e a validacdo das associacfes engoqtraliiesde
da genotipagem depende da relacdo entre a base genética genotipeglaeecasreferéncia
(SNP); da qualidade do material bioldgico (amostras de DNA); da variabilidade genética da
populacdo genotipada e da clareza da analise de alinhamentos (LAURIEL et al., 2010).

Métodos estatisticos podem ser usados nos estudos de associagcdo gendmica ampla
(RESENDE et al., 2012). Um deles € o método de Modelos Lineares Mistos (MLM)
(BRADBURY et al.,, 2007). Pelo MLM LUDKE (2015) identificou 23 marcadores

provavelmente associados com resisténcia parcial a podridao radicular de fitéftora em soja.

No trabalho de HWANG et al. (2014), em que utilizou o MLM, foram identificados 40
SNPs em 17 regides do genoma possivelmente associados com teor de proteina em semente:

de soja. Assim como se detectou 25 SNPs em 13 regides do genoma associados com teor de
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6leo em soja. Entre os marcadores identificados, sete apresentam associacao significativa com
os teores de proteina e 6leo. VINHOLES (2014) identificou 12 marcadores no cromossomo

13 associados a resisténcia genética ao fitonemattadedogyne javanica.

Assim, com os varios trabalhos que vém sendo feitos, percebe-se que a identificacéo e
validagcdo de marcadores associados as caracteristicas de interesse auxiliam a selecao de
plantas nos programas de melhoramento. Logo, acredita-se que o uso da GWAS possibilita a
identificacdo de genes associados com a resisténcia a pustula-bacteriana, o que auxiliaria no

desenvolvimento de cultivares resistentes a fitobactéria.

3. MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 118 cultivares de soja (Tabela 1). As sementes das cultivares foram
provenientes de multiplicacdo no campo, entre marco a julho de 2016, realizada pelo
Programa Soja do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Para avaliar a reacdo das cultivares a fitobacberiaxonopodis pv. glycines, dois
isolados foram obtidos da colecdo de culturas de fitobactérias do Instituto Biolégico de
Campinas, denominados de XAG2A4€ XAG2447. O isolado XAG2440corresponde a
estirpe pat6tipo, que serve como referéncia para o patovar.

A reativacdo e preservacao dos isolados foram feitas no Laboratério de Bacteriologia
da UFV. Primeiramente, os isolados foram reidratados comu2@@ agua destilada estéril e
as ampolas mantidas a temperatura ambiente por 60 minutos. A suspensao bacteriana das
ampolas foi transferida para placas de Petri com meio 523 sélido (KADO e HESKETT, 1970)

e espalhada com uma al¢a de Drigalsky, com posterior incubacdo das placas em B.O.D a
28°C por 48 horas. Posteriormente, uma suspensao bacteriana foi preparada em tubos
criogénicos contendo 5Q0. de glicerol a 30%. Apds a homogeneizacdo da solucéo
suspensao os tubos foram armazenados no freezer -80°C.

Os isolados bacterianos foram sujeitos a testes de patogenicidade mediante inoculacao
de plantas de fumad\{cotina tabacum) para observacéo da reacdo de hipersensibilidade (HR).
Para tanto, cada isolado foi cultivado em meio 523 sélido (KADO e HESKETT, 1970) a 28°C
por 48 horas. Adicionaram-se células de cada isolado em tubos de ensaio com solucao de
MgCl, a 10 mM para a preparacdo de suspens®es bacterianas de aproximadafente 10

unidades formadoras de colénia por mililitro (URL). Com o auxilio de seringa, as
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suspensfes foram infiltradas no mesofilo de folhas jovens de fumo, completamente

desenvolvidas. Apés 24 horas procedeu-se a avaliagdo para observar sintomas tipicos de HR.

Tabela 1.Cultivares utilizados no experimento para resisténianthomonas axonopodis

pv. glycines.

CULTIVARES
5D660 RR BRS282 CD239 RR FUNDACEP57 RR
5D690 RR BRS284 CD240 RR FUNDACEP58 RR
5D711 RR CAC-1 CD242 RR FUNDACEP59 RR
5G770 RR CD201 CD243 RR FUNDACEP61 RR
5G830 RR CD204 CD244 RR FUNDACEPG63 RR
A6001 CD205 CD245 RR IGRARA516 RR
A8000 CD206 CD246 IGRARA518 RR
ANTA CD206 RR CD248 RR IGRARA 626 RR
BMXFORCA RR CD208 CD249 RRSTS IGRARAG628 RR
BMXMAGNA RR CD213 RR CD250 RR STS M6009 RR
BMXPOTENCIA RR CD214 RR CD251RR M6707 RR
BMXTURBO RR CD215 CD252 M7211 RR
Bragg CD216 CD253 M7639 RR
BRS133 CD217 CD254 RR M7908 RR
BRS184 CD218 CD2630 RR M9144 RR
BRS185 CD219 RR CD2737 RR MERCEDES70A
BRS213 CD221 CD2792 RR MGBR48(GARIMPO)
BRS230 CD224 CD2800 M-S0OY6101
BRS232 CD225 RR CD2840 M-SOY7901
BRS243 RR CD226 RR CD2860 M-S0OY8001
BRS246 RR CD228 CD5969 NK3358
BRS256 RR CD229 RR CDFAPA PA8Y 51
BRS257 CD230 RR EMBRAPA48 PA8Y 70
BRS258 CD232 EMBRAPA59 R7
BRS259 CD233 RR EMGOPA304 TMG1066 RR
BRS262 CD234 RR FUNDACEP33 TMG115 RR
BRS268 CD235 RR FUNDACEP39 TMG7161 RR
BRSMGRENASCENCA CD236 RR FUNDACEP53 RR UFV16(CAPINOPOLIS)
BRSMTPINTADO CD237 RR FUNDACEP55 RR

BRSMG68(VENCEDORA) CD238 RR

FUNDACEP56 RR

Os experimentos foram instalados no dia 1 de outubro de 2016 e conduzidos

separadamente para cada isolado. Foram realizados em casa de veletalZada na

Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais - EPAMIG Sudeste, localizada no

Campus da UFV, municipio de Vigosa, Minas Gerais.



O delineamento experimental foi o de tratamentos inteiramente casualizados (DIC)
com sete repeticdes. A parcela experimental foi constituida de um pote plastico de 200 mL de
volume com uma planta. As sementes das 118 cultivares foram semeadas a uma profundidade
de 3 cm em potes preenchidos com substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas.

A inoculacdo das células bacterianas foi feita 25 dias ap6s o p&ant&oja nos
estadios de desenvolvimento V3 e V4 (Fehr e Caviness, 1977), no primeiro trifélio
completamente desenvolvido. Para tanto, suspensfes bacterianas de cada isolado em solucac
de MgCh a 10 mM, ajustadas a LOFC/mL, foram preparadas utilizando cultivos em meio
523 solido KADO e HESKETT, 1970) crescidos a 28°C por 48 horas.

Vinte e quatro horas antes e depois da inoculagdo as plantas permaneceram em
nevoeiro com 100% de umidade relativa do ar para favorecer a penetracdo das células
bacterianas. Em cada foliolo do trifdlio foram feitos vinte e oito furos com auxilio de alfinetes
de cabeca lara, numero 29, com 2,9 cm de comprimento e 0,65 mm de diametro.
Posteriormente foi feita a inoculagéo da suspenséo bacteriana com auxilio de um pulverizador
Milla, modelo AM-13062A (1,5 L) com 100 mL de suspensao bacteriana para cada 28 potes.

A avaliacdo nos genotipos da severidade da doenca causada pelas duas e3tirpes de
axonopodis pv. glycines foi realizada 15 dias apos a inoculacdo. Para essa avaliacao foi
empregada escala de notas de severidade desenvolvida a partir da resposta fenotipica dos
gendtipos deste estudo a estirpe XAG24BE8sa escala € similar a definida por GORADIA et
al. (2009) com notas que vaam de 1 a 5, em que 1= auséncia de pustulas e 5 = maior
severidade da doenca conforme escala definida com resultados do proprio experimento
(Figura 1). Com base nessa escala de notas, as cultivares foram classificadas como: resistentes
(R), nota 1; moderadamente resistentes (MR), nota 2; moderadamente suscetiveis (MS), nota
3; suscetiveis (S), nota 4 e altamente suscetiveis (AS), nOmdados foram submetidas
andlise de variancia (ANOVA) com o software Genes (CRUZ, 2013) e as médias foram
agrupadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Para estudo de GWAS, resultados da genotipagem das cultivares foram gentilmente
cedidos pela COODETEEDesenvolvimento, Producéo e Comercializagéo Agricola Ltda. A
genotipagem foi realizada com marcadores SNPs na empresa Deoxi Biotecnologia Ltda®, em
Aracatuba/SP, utilizando-se a plataforma IlllumiSaan e o painellnfinium iSelect HD
Custom Genotyping BeadChips 6k (lllumina, Inc,m San Diego, CA, USA), customizado para

soja.



1 2 3

Figura 1. Escala de notas para severidade a pustula bacteriana. Severidade dos :
(baseada no numero, tamanho e intensidade das pustulas) foi avaliada de 5 a 1. Send
5 e 1 para maior e menor severidade, respectivamente. A nota de pustula bacteri
CD244RR (controle resistente) e TMG7161RR (controle suscetivel) foi 1
respectivamente.

Antes de submeter os dados a GWAS, avaliou-se a qualidade dos dados obtidos pela
genotipagem. Foram utilizados apenas marcadores SNPs com menos de 10% de dados
perdidos €all rate igual a 90%) e eliminados os SNPs que apresentaram alelos menos
frequentes (MAF) com frequéncia menor do que 5% (caso houvesse grande variabilidade
fenotipica para a reacdo dos gendtipos a fitobactéria) ou os SNPs monomérficos (caso
houvesse baixa variabilidade fenotipica para a reacéo dos gendétipos a fitobactéria).

Para a analise de associacdo genoétipo/fendtipo, foi utilizado um painel de marcadores
SNPs com 3.807 marcadores informativos para a estirpe XAG2420233 para a XAG2447
obtidos nesse mesmo conjunto de cultivares.

Para evitar a identificacdo de associacéo falso-positiva entre os dados fenotipicos e
moleculares, foi realizada analise prévia de estrutura de populagdes.

A estrutura populacional (matriz Q) foi determinada pelo algoritmo Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) (GAO et al., 2007) utilizando o método de agrupamento Bayesiano
generalizado implementado no softwan&ruct (MEYER, 2013). Esse método ndo precisa
assumir equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada loco, e as frequéncias genotipicas

esperadas séo estimadas dmse em taxas de endogamia ou autofecundacéo.



A melhor estimativa do nimero K de grupos foi determinada de acordo com o valor
mais baixo de devianga (DICDeviance Information Criterion) entre todos os valores de K
simulados.

A analise de associacdo dos dados genotipicos com o fendtipo foi realizada pelo
método de Modelos Lineares Mistos, utilizando-se o Software Tassel 5 (BRADBURY et al.,
2007), e o modelo:

y=XB+Zu+e

Em quey é o vetor de observacOes fenotipiga® um vetor com os efeitos fixos,
incluindo os marcadores moleculares e a estrutura da populacao§Q@Qjn vetor de efeitos
genéticos aditivos aleatérios dos multiplos QTLs no background dos gendtip@sséo as
matrizes de incidénciee € o vetor de efeitos residuais aleatorios. Os vetorese tém

distribuicdo normal, com média zero e variancia dada por:

war (o) =(5 »)

sendo quel = o K em C]LC"'E: € a variancia genética aditikagematriz de parentesco
(Kinship). A matriz de parentesc&)( é calculada pela proporcdo de SNPs idénticos entre
pares de individuos. Assume-se variancia homogénea para o efeito residual, com média
R=1I0] em quetTE.2 € a variancia residual. Marcadores com valores de probabilidade P <
0,001 foram considerados significativos na analise de associacdo SNP/fenétipo. Para facilitar
a apresentacdo dos valores de probabilidade, estes foram expressbsgpgP), em que
valores de-Log;o(P) maiores ou iguais a 3 foram considerados significativos.

Uma vez que para a estirddG2447, do painel de 118 cultivares de soja, apenas uma
€ suscetivel, a andlise de associacado € limitada, pela baixa frequéncia da classe suscetivel.
Uma andlise exploratéria, incluindo também marcadores moleculares que apresentaram
apenas um polimorfismo neste painel de variedades, foi conduzida para identificar regibes
candidatas a conter um gene ou QTL de resisténcia. Neste caso, os marcadores com maior
significancia foram utilizados para a avaliagdo de haplotipos consistentes com a variagéo
fenotipica, ou seja, marcadores que apresentassem o mesmo alelo em todas as variedades
exceto na variedade suscetivel, que apresentasse um alelo diferente das demais.

Uma vez que os valores de probabilidades foram muito baixos, eles foram expressos
por -Logio(P). A significancia de cada marcador SNP, e sua posicdo no genoma foram
plotados em graficos do tipo Manhattan Plot.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram a importéncia de conhecer a reagéo de resisténcia
de gendtipos de soja a doenca pustula-bacteriana, visto a necessidade de obtencao de fontes d
resisténcia a mesma.

A fonte de variagdo gendétipos de soja apresentou efeito significativo (P < 0,01) pelo
teste F (Tabela 2) sob a severidade da pustula-bacteriana causada pelas estirpesPXAG2440
XAG2447. Esses resultados indicam haver reacdo diferencial entre os cultivares, o que
evidenciaa existéncia de variabilidade genética dentro da populacédo de gendtipos avaliados.

A precisdo experimental, com coeficientes de variacdo ambiental de 18,6% e 7,9%
para as estirpesAG2440 e XAG2447 respectivamente, indicou maior influéncia ambiental
durante o experimento para a primeira, refletindo em maior variancia ambiental. Ser
acometida por maior influéncia ambiental € tipico de caracteristicas quantitativas, o que nesse
trabalho pode-se levar a hip6tese que o controle genético da resisténcia XASddd é
realizado por maior nimero de genes que para o controle da resisténcia XASiPgd 7.

Outras evidéncias deste fato sdo as maiores variancias fenotipicas e genotipicas apresentada:
para a severidade a estipaG2440.

Tabela 2 Resumo da analise de variancia da severidade de pustula-bacteriana causada pelas
estirpesXAG 2440F e XAG2447 deXanthomonas axonopodis pv. glycines em 118 cultivares
de soja.

_— Estirpe 2440 Estirpe 2447

Fonte de variagéo GL oM oM
Gendtipos 117 3,65** 0,99**
Residuo 708 0,45 0,01
Média 3,62 3,62
Coeficiente de variacdo ambiental (%) 18,57 7,88
Variancia fenotipica (%) 52,16 14,12
Variancia ambiental (%) 6,44 0,09
Variancia genotipica (%) 45,71 14,02
Herdabilidade (%) 87,64 99,32

™ Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
QM: Quadrados médios
GL: Graus de liberdade

Os genotipos foram agrupados em cinco quando se usou a estirpe XA@2db4la
3). Obtiveram-se 35 gendtipos altamente susceptiveis, 35 susceptiveis, 42 moderadamente

susceptiveis, cinco moderadamente resistentes e um resistente. Esses resultados condizen
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com os encontrados por GORADIA et al. (2009). Estes avaliaram a resposta a pustula-
bacteriana de 45 cultivares de soja, inoculados com a estirpe ATCC 17¥18&xdaopodis
pv. glycines e observaram diferentes niveis de severidade de pustula bacteriana.

RIBEIRO et al. (2017) avaliaram a resisténcia de 58 linhagens de feijfo a
axonopodis pv. phaseoli e encontrarand linhagens resistentes, 21 moderadamente resistentes
e 31 susceptiveis. Estes mesmos autores citaram a concluséo obtida no estudo de MARQUEZ
et al. (2007) em que relatam que a baixa porcentagem de genotipos resistétes a
axonopodis pv. phaseoli pode ser explicada pela ocorréncia de efeitos aditivos e ndo aditivos,

0 que resulta em heranga complexa.

Com a estirpexAG2447, foram formados trés grupos (Tabela 4). Dos 118 genotipos,
116 foram resistentes, um moderadamente resistente e um altamente susceptivel. Resultados
semelhantes foram obtidos por GORADIA et al. (2009) avaliando 525 cultivares de soja
inoculados com a estirpe UIUC-1 Heaxonopodis pv. glycines. Os autores verificaram que a
maioria dos gendtipos também n&o apresentaram sintomas de pustula bacteriana.

Diferentemente do que ocorreu com 0s genétipos inoculados com a X8t3Rd447,

a maioria dos genotipos apresentaram sintomas de pustula bacteriana quando inoculados com
a estirpeXAG244@, o que, conforme relatado por MKANDAWIRE et al. (2004), pode ser
devido a diversidade genética entre as estirpes além da sua interacdo com as plantas de soja
Esses resultados sugerem que a eship&244F contém diferentes genes, em relagcdo a
estirpe XAG2447, capazes de suplantar os genes de resisténcia dos gendtipos de soja
avaliados neste estudo.

O gendtipo TMG 7161RR foi o primeiro a apresentar sintomas de pustula bacteriana,
mostrando-se altamente suscetivel & acdo de ambas as estirpes. Ao contrario, o genétipo BMX
POTENCIA RR foi suscetivel & estirpe XAG244Mas foi resistente a XAG2447.

Os gendtipos BRS 243 RR, BRS 246 RR, BRS 284 e CD 214 RR, classificados por
SOARES (2010) como resistentes a pustula-bacteriana, foram resistentes quando inoculados
com a estirpe XAG2447, porém suscetiveis quando inoculados com aXa13a440 .

O genotipo CD244RR foi resistente a ambas as estirpes. Esse gendtipo teve nota 1 em

ambas as avaliagfes, 0 que o caracteriza como boa fonte de resisténcia a pustula-bacteriana.
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Tabela 3.Reacédo de cultivares de soja a estXpe52440 de Xanthomonas axonopodis pv. glycines, médias agrupadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade, média fenotipica do grupo e intervalo de notas dentro do grupo.

Gendtipos Reacdo Agrupamento Média Intervalo
CD244RR R a 1 1
CD243RR, CD236RR, CD5969, FUNDACEP55RR, FUNDACEP58RR MR b 2,09 1,86-2,43

5D660RR, 5D711RR, 5G770RR, 5G830RR, A6001, A8000, BMXFORCARR, BMXTURBOF
BRS232, BRS256RRBRS185, CAC-1, CD206, CD214RR, CD215, CD216, CD224, CD229RR, CL
CD233RR, CD234RR, CD235RR, CD237RR, CD246, CD250RRSTS, CD2630RR, CD2792RR, C
CD205, FUNDACEP56RR, FUNDACEPG61RR, IGRARA516RR, IGRARA518RR, IGRARAG626
IGRARAG628RR, MG6009RR, M6707RR, M7639RR, M7908RR, M9144RR, TMG106¢
UFV16(CAPINOPOLIS)

MS c 3,06 2,57-3,42

S5D690RR, ANTA, BRS184, BRS230, BRS243RR, BRS257, BRS259, BRS268, BR

BRSMG68(VENCEDORA), CD208, CD217, CD219RR, CD226RR, CD228, CD230RR, CD23

CD240RR, CD242RR, CD245RR, CD249RRSTH251RR, CD253, CD254RR, CD2737RR, CD28 S d 3,77 3,57-4,00
FUNDACEP39, FUNDACEPS9RR, FUNDACEPG63RR, M7211RR, MERCEDES70

MGBR48(GARIMPO), M-SOY7901, P98Y51, R7

BMXMAGNARR, BMXPOTENCIARR, Bragg, BRS133, BRS213, BRS246RR, BRS258, BRS

BRS282, BRSMGRENASCENCA, BRSMTPINTADO, CD201, CD204, CD206RR, CD213RR, CLC

CD221, CD225RR, CD238RR, CD248RR, CD252, CD2860, CDFAPA, EMBRAPA48, EMBRAP AS e 4,43 4,14-5,00
EMGOPA304, FUNDACEP33, FUNDACEPS53RR, FUNDACEP57RR, M-SOY6101, M-SOY8

NK3358, P98Y70, TMG115RR, TMG7161RR
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Tabela 4.Reacao de cultivares de soja a estirpe XAG244¥adthomonas axonopodis pv. glycines, médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott

a 5% de probabilidade, média fenotipica do grupo e intervalo de notas dentro do grupo.

Gendtipos

Reacdo Agrupamento

Meédia

S5D660RR, 5D690RR, 5D711RR, 5G770RR, b5G830RR, A6001, A8000, ANTA, BMXFORC:/
BMXMAGNARR, BMXPOTENCIARR, BMXTURBORR, Bragg, BRS133, BRS184,BRS185, BRS213, BRS.
BRS232, BRS243RR, BRS246RR, BRS256RR, BRS257, BRS258, BRS259, BRS262, BRS268, BRS282,
BRSMGRENASCENCA, BRSMTPINTADO, CAC-1, UFV16(CAPINOPOLIS), CD201, CD204, CDZL5206,
CD206RR, CD208, CD213RR, CD214RR, CD215, CD216, CD217, CD218, CD219RR, CD221, CD224, CD
CD226RR, CD228, CD229RR, CD230RR, CD232, CD233RR, CD234RR, CD235RR, CD236RR, CD:
CD238RR, CD239RR, CD240RR, CD242RR, CD243RR, CD244RR, CD245RR, CD246, CD2
CD249RRSTS, CD250RRSTS, CD251RR, CD252, CD253, CD254RR, CD2630RR, CD2737RR, CD2
CD2800, CD2840, CD2860, CD5969, CDFAPA, EMBRAPA48, EMBRAPA59, EMGOPA304, FUNDACE
FUNDACEP39, FUNDACEPS53RR, FUNDACEP55RR, FUNDACEPS6RR, FUNDACEPS57RR, FUNDACH®RS
FUNDACEPS59RR, FUNDACEP61RR, FUNDACEP63RR, IGRARAS516RR, IGRARAS518RR, IGREIRR,
IGRARA628RR, M6009RR, M6707RR, M7908RR, M9144RR, MERCEDES70A, MGBR48(GARIMPO),
SOY6101,M-SOY7901, M-SOY8001, NK3358, P98Y51, P98Y70, R7, TMG1066RR, TMG115RR, BRSM
VENCEDORA)

M7211 RR

TMG7161 RR

MR

AS

1,00

2,00

5,00
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Apéds a confirmacdo da variabilidade dos genétipos quanto a resisténcia a pustula-
bacteriana, foi realizada a GWAS. Uma vez feito o controle de qualidade dos SNPs impostos,
foram utilizados 2233 e 3807 SNPs para as est(p&x2440 e XAG 2447, respectivamente.

Por meio da GWAS foram identificados 11 potenciais marcadores associados com a
resisténcia da soja a puUstula-bacteriana causada pela estirpe XA@2hta 5 e Figura 1).

Os marcadores identificados estdo presentes em cinco Cromossomaos: cincCo N0 cromossomo 3
(grupo de ligacédo N da soja); um em cada um dos cromossomos 5 (Al) ,8 (G) e 10 (O); e trés
no cromossomo 13 (F) (Tabela 5 e FiguraQ)numero de SNPs identificados paraaess
estirpe estd de acordo com os resultados da analise dos parametros genéticos e ambientais
(Tabela 2). Esses resultados evidenciaram que o controle da caracteristica em questao é
conferido por um maior nimero de genes do que para a estirpe XAG2447.

O marcadoiGm03_46214163_C_€ o mais fortemente associado com a resisténcia a
pustula-bacteriana causada pela esttp& 2440 e esta localizado no cromossomo 3. Entre
os marcadores identificados como associados, outros quatro também estdo posicionados neste
mesmo cromossomo. O que indica essa regido do genoma como candidata a ter um QTL
associado com a caracteristica em questdo, com valor de P variando de 2,62E-04 a 8,96E-04.

Os valores de Rvariaram de 0,13 a 0,16, ou seja, os marcadores identificados
explicam de 13% a 16% da variacdo fenotipica observada nos gendtipos avaliados. Este
resultado evidencia a heranca quantitativa da caracteristica em questao, visto que mais de um
marcador contribui de forma semelhante para a variacéo fenotipica dos genotipos.

Ja para a resisténcia a acdo da estige52447 foram identificados cinco
marcadores potenciais em trés cromossomos. Sendo que trés marcadores estéo localizados ne
cromossomo 15 (grupo de ligagdo E) e um marcador localizado em cada um dos
cromossomos 6 (C2) e 17 (D2) (Tabela 6 e Figura 2).

Em comparacdo ao nimero de SNPs identificados para a estirpe XAG2440
resultado da associacdo genémica evidencia o menor nimero de genes envolvidos no controle
da reacdo a doenca e corrobora com os resultados encontrados por meio das analises de
parametros genéticos e ambientais (Tabela 2).

Os marcadores localizados no cromossomo 15, Gml5 5097389 T C,
Gml15 5363077 _C_T e Gm15 5438610 _G_A, evidenciam a presenca de uma regiao (QTL)
fortemente associada a caracteristica em estudo, visto que eles se encontram muito proximos

no genoma (Tabela 6 e Figura 2).
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Tabela 5. Marcadores SNPs identificados e possivelmente associados a resisténcia da soja a pustula-bacteriana c

estirpeXAG 2440 de Xanthomonas axonopodis pv. glycines.

SNP Cromossomo Posicao p -Log10(P) R*”
(pares de bases)

GmO03 36438792 G T 3 36438792 8,96E-04 3,05 0,13
GmO03_ 36634361 G_A 3 36634361 6,94E-04 3,16 0,14
GmO03_38069022_A G 3 38069022 4,62E-04 3,34 0,14
GmO03_ 46055685 C T 3 46055685 3,36E-04 3,47 0,15
GmO03_ 46214163 C T 3 46214163 2,62E-04 3,58 0,16
GmO05_682648 A G 5 682648 4,57E-04 3,34 0,14
GmO08 42793022 _A G 8 42793022 2, 77E-04 3,56 0,15
Gml10_2437001_ A G 10 2437001 4,64E-04 3,33 0,14
Gml3 27665585 A G 13 27665585 7,06E-04 3,15 0,14
Gml3 29677928 G_ T 13 29677928 5,19E-04 3,28 0,14
Gml13 32875289 C A 13 32875289 6,33E-04 3,20 0,14

: SignificAncia de associacéo entre marcador e QTL

" Proporcao da variagéo fenotipica explicada pelo marcador
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Figura 2. Distribuicdo gréafica dos valores dé¢ogl0 (P) dos marcadores SNPs nos 20 cromossomos da soja associados com a
resisténcia a estirpe XAG2440e Xanthomonas axonopodis pv. glycines. Marcadores SNPs localizados acima da linha preta (posicao -
Log10(P) igual a 3) foram considerados associados com a resisténcia a pustula-bacteriana.
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Tabela 6 Marcadores SNPs identificados e possivelmente associados a resisténcia da soja a pustula-bacteria

pela estirpe XAG2447 déanthomonas axonopodis pv. glycines.
SNP Cromossomo Posicao p -Log10(P) R*"

(pares de bases)

Gm06_9442481 T_C 6 9442481 1,08E-23 22,97 0,94
Gm15_5097389_T_C 15 5097389 1,10E-23 22,96 0,94
Gm15_5363077_C_T 15 5363077 1,10E-23 22,96 0,94
Gm15_5438610_G_A 15 5438610 1,10E-23 22,96 0,94
Gml7_7280661_C_T 17 7280661 9,03E-25 24,04 0,94

" Significancia de associacéo entre marcador e QTL
Proporgéo da variacao fenotipica explicada pelo marcador
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Figura 3. Distribuicdo grafica dos valores dé.ogl0 (P) dos marcadores SNPs nos 20 cromossomos da soja associados com a
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O marcador Gm17_7280661 C T localizado no cromossomo 17 é o marcador mais
fortemente associado a resisténcia a pustula-bacteriana causada pel&XASi?Pdgd7. Os
altos valores de Rrevelaram ser essa caracteristica oligogénica, visto que cada marcador é
capaz de explicar 0,94% da variacao fenotipica.

Até o momento ndo ha informacgdes sobre regides do genoma da soja relacionadas com
resisténcia genética a pustula-bacteriana. Com o uso da plataforma SoyBase
(www.soybase.ofg(GRANT et al., 2010), foi possivel identificaggides cromossdémicas que

englobam diferentes QTLs descritos na literatura e nas quais estdo presentes os SNPs
identificados no presente estudo (Figuras 3 e 4).

Ao analisar os QTLs descritos na literatura cientifica posicionados no cromossomo 3
(Figura 3A), verificou-se que os marcadores identificados no presente estudo estdo
localizados em regides que conferem resisténcia de gendtipos deHsdgaaglera glycines
(JIAO et al., 2015), a eficiéncia na absorcéo de ferro em solos calcéarios (LIN2608@),, a
resisténcia ao mosaico da soja (YAN et al., 2015 thlerancia ao estresse salino (HA et
al.,2013) e a resisténcicBamisia tabaci (ZHANG et al., 2013).

O marcador Gm08_42793022_A_G presente no cromossomo 8 encontra-se na regiao
em que GUO et al. (2008) identificaram QTL associado com a resisténcia de genotipos de
soja aclerotinia sclerotiorum (Figura 3B).

Na regido do cromossomo 13 onde se identificou neste estudo trés possiveis
marcadores, encontram-se QTLs para resisténcia de cultivares dd-asgaiiam solani f.sp.
glycines (SWAMINATHAN et al.,, 2016a), para tolerancia ao estresse por aluminio
(BIANCHI-HALL et al.,2000) e para resisténciaPaytophthora sojae (WANG et al., 2012)
(Figura 3C).

No cromossomo 5, proximo a regido cromossdmica onde se encontra o marcador
GmO05_682648 A G, nao ha relatos de QTLs descritos na plataforma SoyBase. O mesmo foi
observado para o cromossomo 10 com o marcador Gm10 2437001 _A_G.

O marcador Gm06_9442481 T _C presente no cromossomo 6 esta localizado em uma
regido onde foram identificados QTLs para resisténcia de cultivares de Riojtoghthora
sojae (WU et al., 2010) e parBusarium solani f.sp. glycines (ABDELMAJID et al., 2012)
(Figura 4A).
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Figura 4. QTLs identificados e descritos nos cromossomos 3 (A), 8 (B) e 13 (C
plataforma SoyBase e que estdo associados a resisténcia a doengas e tole
estresses abioticos (a direita), localizados em regiées cromossdémicas proxin
marcadores associados a severidade de pustula-bacteriana (a esquerda) cau
estirpeXAG244@F de Xanthomonas axonopodis pv. glycines. Nimeros a esquerda, |
barra indicam o nimero de milhées de pares de bases em cada cromossomo.
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No cromossomo 15 em regides que englobam os trés marcadores identificados no
presente estudo tem-se descrito QTLs para resistéRbigaphthora sojae (LEE et al., 2013
e aHeterodera glycines (QIU et al.,1999) (Figura 4BJa para o cromossomo 17, proximo ao
marcador Gm17_7280661 C_T tem-se descrito QTLs para a resisténcia de genadtipos de soja
a Sclerotinia sclerotiorum (ARAHANA et al.,, 2001) e com tolerancia ao manganés
(KASSEM et al., 2001) (Figura 4C).

Portanto, para a maioria das regides identificadas no presente estudo, ja foram
relatados QTLs associados a resisténcia a diferentes patdgenos. ApoOs a validacdo desses
marcadores SNPs relacionados a resisténcia a pustula-bacteriana, pode-se utiliza-los para a
selecao assistida de genotipos resistentes. Essas regides do genoma da soja com diferente:
associacfes sSd80 um recurso a mais nos programas de melhoramento, por possibilitarem a
selecdo de gendtipos de soja com uma maior frequéncia de alelos favoraveis para diferentes
caracteristicas simultaneamente, devido a pleiotropia.

Um exemplo de pleiotropia foi descrito por HWANG et al. (2014) ao trabalharem com
298 gendtipos do banco de germoplasma do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(United Sates Department of Agriculture, USDA) para identificar marcadores associados
com teor de 6leo e proteina em sementes de soja . Os autores identificaram sete marcadores
SNPs que estdo associados com analsasracteristicas, contudo os alelos associados com
alto teor de proteina estao associados com baixo teor de 6leo e vice-versa.

Na tabela 7 estdo indicados os marcadores identificados e os respectivos genotipos
predominantes em cada loco nas cultivares de soja pertencente aos haplétipos quanto a reacac
a estirpe XAG244F. No hapldtipo resistente, cinco marcadores obtiveram loci nao
informativos e, analisando os demais loci informativos, apenas o referente ao marcador
GmO03_46055685_C_Tpossui gendtipo semelhante ao grupo de gendtipos moderadamente
resistente e diferente aos demais. Esse marcador é importante para a selecdo assistida de
genadtipos resistentes a estidpaG 2440,

Assim, ao analisar o haplétipo moderadamente resistente, verificou-se que o0s
genotipos GG, CC, CC e TT associados aos loci referentes aos marcadores
GmO03_ 38069022 A G, GmO03 46055685 C_T, Gm03_ 46214163 C T e Gml3 29677928 G T,
respectivamente, conferem resisténcia a estirpe XAG2440

Por meio da tabela 7 foi possivel identificar a ndo contribuicdo de loci para a
resisténcia a estirpe 2440sendo eles referentes aos marcadores Gm03_36438792 G_T,
GmO03_36634361_G_A, Gm05_682648 A G, Gm08_42793022_A_G, Gm10_2437001_A G
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e Gm13 27665585 A G. Ja o marcador Gm13 32875289 C A contribui em uma meno
escala para a resisténcia de gendtipos, uma vez que o alelo C somente esteve presente en

genotipos altamente susceptiveis.

Tabela 7.Marcadores SNPs identificados e os respectivos genétipos predominantes em cada
loco nas cultivares de soja pertencente aos diferentes haplétipos quanto a reacdo a estirpe
XAG 2440 de Xanthomonas axonopodis pv. glycines.

Grupos de haplotipos*

Marcadores R MR MS S AS
Gm03_36438792_G_T *x GG GG TT GG
GmO03_36634361_G_A L GG GG GG GG
GmO03_38069022_A_G L GG AA AA AA
Gm03_46055685_C T CC CC TT TT TT
GmO03_ 46214163 C T L cC TT TT TT
GmO05_ 682648 A_G AA AA AA AA AA
Gm08_42793022_A_G GG GG GG GG GG
Gm10 2437001 A G AA L AA AA AA
Gm13_27665585_A_G GG GG GG GG GG
Gm13 29677928 G T L TT GG GG GG
Gm13_32875289 C_A AA AA AA AA CC

* Grupos de reacao: resistente (R), moderadamente resistente (MR), moderadamente su
(MS), suscetivel (S) e altamente suscetivel (AS); **_loco nao informativo.

Quanto ao haplotipo de resisténcia a estirpe XAG2447, verificou-se que 0s genotipos
resistentes possuiam os alelos T, T, C, G e C referentes aos marGan@$e8442481 T C,

Gm15 5097389 T C, Gmil5 5363077 C_T, Gml5 5438610 G A e Gml7 7280661 C_T,
respectivamente. Logo, esses marcadores sao Uteis a selecdo assistida para genotipos
resistentes a esta estirpe. O genoétipo TMG 7161RR foi o Unico susceptivel a acdo da estirpe
XAG2447 com os alelos C, C, T, A e T para os respectivos marcadores citados.

A identificacdo de alelos associados com caracteristicas fenotipicas € um grande
avanco por gue essa associacdo se mantém ao longo de varias geracdes de melhoramento
facilitando a identificacdo de genes relacionados com tais caracteristicas. (CONTRERAS-
SOTO et al., 2017).
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Além disso, o conhecimento dos alelos de resisténcia favorece o desenvolvimento de
edratégias de cruzamentos para a piramidacao génica. Assim, baseando-se nos haplétipos de
resisténcia, grupos de gendtipos resistentes e moderadamente resistentes, sugeriram-se
cruzamentos visando a piramidacdo de genes de resisténcia. Partiu-se do principio de que o
ideotipo € aquele que possui 0s gendtipos GG, CC, CC e TT associados aos loci referentes aos
marcadores GmO03 38069022 A G, GmO03 46055685 C T, GmO03 46214163 C T e
Gml3 29677928 G_T, respectivamente (Tabela 8).

Cruzamentos entre a cultivar CD 244RR com as cultivares CD 243 RR e FUNDACEP
55 RR e posteriormente as populacogs é&riginadas desses cruzamentos deveriam ser
cruzadas com as cultivares CD 5969 e FUNDACEP 58 RR. O que possibilita obter
populacdes passiveis de identificacdo de gendtipos portadores de todos os alelos de resisténcie

a estirpe XAG2440 identificados no presente estudo.

25



Tabela 8 Genotipos de soja, grupos de reacdo a pustula-bacteriana causada pela estirpe Xdés24atBomonas
axonopodis pv. glycines (entre parénteses) e alelos favoraveis referentes aos marcadores SNPs associados com ¢
a pustula-bacteriana.

Genotipos (Grupo de reacéo)

Marcadores CD244RR CD243RR CD236RR CD5969 FUNDACEP55RR FUNDACEP58RR
(R) (MR) (MR) (MR) (MR) (MR)
GmO03_38069022_A G -* X X X -
GmO03_46055685_C_T X** - X - X
GmO03_46214163 C_T - - X - X
Gml13_29677928 G_T - X - X

* loco ndo informativo; ** alelos favoraveis.
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5. CONCLUSOES

O gendtipo CD244RR € uma importante fonte de resisténcia a pastula-bacteriana
causada pelas estirpes XAG284(XAG2447.

Os marcadores ~ GmO03_36438792_G_T, GmO3_36634361_G_A
GmO03_38069022_A_G, Gm03_46055685_C_T, Gm03_46214163 C_T, Gm05_682648 A_G
GmMO08_42793022_A_G Gm10_2437001_A_G, Gm13_27665585 A G

Gm13_29677928 _G_T, Gm13_32875289 C INPs identificados para resisténcia a
estirpe XAG2440F e os marcadoresGm06_9442481 T C, Gmi5 5097389 T C
Gm15_5363077_C_T, Gml5 5438610 G_A, Gml7_7280661_Gdentificados para
resisténcia a estirpe XAG2447 sao Uteis para uso em selecdo assistida por marcadores
moleculares no melhoramento genético da soja para resisténcia a pustula-bacteriana
causada por essas estirpes.

Cruzamentos envolvendo as cultivares CD244RR, CD243RR, CD5969,
FUNDACEP55RR e FUNDACEP58RR permitem a obtencdo de genoétipos portadores
de todos os possiveis alelos de resisténcia a estirpe XAG2é4Banthomonas
axonopodis pv. glycines.
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