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RESUMO

VINHOLES, Patricia da Silva Vinholes, D. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, janeiro de 2014. Associagdo gendmica para resisténcia da soja a

Meloidogyne javanica e Macrophomina phaseolina. Orientador: Aluizio
Borém de Oliveira. Coorientadores: Ivan Schuster e Elisa Serra Negra Vieira.

No Brasil, a soja [Glycine max (L.) Merrilll] € um dos principais produtos
agricolas produzidos. Na década de 1990, foi o principal produto agricola de
exportacdo, aumentando a cada ano as é&reas de soja. A cultura era
cultivada no Sul, Sudeste e mais recentemente no Centro-Oeste.
Atualmente, expandiu-se, além do Cerrado brasileiro, iniciando um novo
ciclo em novas é&reas, como Maranhdo, Bahia, Tocantins, Piaui e Para.
Devido a essa importancia do cultivo da soja, ndo somente no Brasil, muitos
recursos para pesquisas foram disponibilizados, objetivando-se, cada vez
mais, produzir cultivares mais adaptadas e produtivas. As doencas que
ocorrem na cultura da soja causam, devido ao clima local, severos danos e
perdas de produtividade. Entre esses prejuizos, as doencgas de solo sdo
extremamente importantes, pois se caracterizam por serem de dificil
controle. Uma estratégia bastante efetiva para prevenir perdas de
produtividade nesses casos € 0 uso de cultivares resistentes. Os
fitonematoides Meloidogyne javanica sdo de ampla ocorréncia no Brasil e

responsaveis por perdas significativas em lavouras de soja. Outro patégeno



importante no Brasil, com crescimento de sua ocorréncia a cada ano, € 0
Macrophomina phaseolina. Estudos de identificacdo de fontes de resisténcia
e de marcadores moleculares associados as caracteristicas de interesse tém
sido utilizados por pesquisadores com o objetivo de desenvolver cultivares
resistentes. Para estudos de associacdo do gendtipo com o fendtipo
desejado, populacdes de cruzamentos tém sido desenvolvidas. Outra
abordagem também importante € o estudo da resisténcia genética em
populacdes ndo estruturadas, recomendadas para identificacdo de novas
fontes de resisténcia. Devido ao elevado desequilibrio de ligacdo presente
neste tipo de populacdo, as associagdes marcador x gene/QTLs sdo mais
fortes em razdo do pequeno tamanho dos bloci de desequilibrio de ligacao.
Dessa forma, o0s objetivos deste estudo foram identificar e validar
marcadores moleculares associados a resisténcia a Meloidogyne javanica e
Macrophomina phaseolina em soja, de forma a estabelecer uma rotina de
SAM para o melhoramento genético da cultura. Para o estudo sobre
Meloidogyne javanica, foram utilizadas duas abordagens de populagdes,
uma baseada em grupos de ligagdo, em que uma populacao, a partir de um
cruzamento biparental, foi criada e outra, a partir de uma populacdo néo
estruturada, composta por variedades de soja comercialmente importantes
no Brasil. As familias F,.3 foram obtidas do cruzamento entre MG/BR46
Conguista (resistente) x CD 204 (suscetivel). Para cada familia ou cultivar
testada, plantas foram semeadas em tubetes individuais e, apds 10 dias da
semeadura, cada planta foi inoculada com ovos do nematoide. Trinta dias
apos a inoculacdo, as raizes foram analisadas. Foi utilizado o escore
variando de 1 a 5, sendo 1 = 10% do sistema radicular com pequenas
galhas; 2 = 10 a 25% do sistema radicular com pequenas galhas; 3 = 26 a
50% do sistema radicular com galhas; 4 = 51 a 90% do sistema radicular
com grandes galhas; e 5 = 91 a 100% do sistema radicular com grandes
galhas e apodrecimento de raiz. Para as analises de Macrophomina
phaseolina, 169 variedades de soja foram distribuidas em duas linhas, com
quatro repeticbes por cultivar, no Citrus Research Center — Agricultural
Experiment Station (CRCAES), na Universidade da Califérnia, em Riverside,
USA, em area com histérico de infestacdo por Macrophomina spp. Os

sintomas de mortalidade foram avaliados por 12 semanas consecutivas a
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cada sete dias, apds o surgimento da infecgdo. Os dados genotipicos da
populagdo estruturada (F».3) utilizada para mapeamento de M. javanica
foram obtidos com marcadores microssatélites. Os dados genotipicos das
cultivares da populacdo néo estruturada foram obtidos através da plataforma
lllumina iScan, em que cada amostra foi genotipada com 6.000 SNPs. Apos
as andlises de segregacdo da populacéo F,.3, observou-se que a resisténcia
para Meloidogyne javanica presente na cultivar MG/BR46 Conquista é
controlada por dois genes com efeitos combinados. Os marcadores Satt114,
Satt335 e Satt374, localizados no grupo de ligacdo F, foram identificados
como associados a resisténcia a nematoide de galhas para Meloidogyne
javanica. Para o estudo de populagcéo ndo estruturada, foram encontrados
12 marcadores SNPs associados a resisténcia ao nematoide de galhas,
localizados no cromossomo 13, também grupo de ligacdo F da soja. Para
resisténcia a Macrophomina, foram identificados 12 marcadores SNPs
associados a caracteristica em estudo, sendo oito deles localizados no
cromossomo 19 (grupo de ligacdo L), indicando essa regido como forte
candidata a presenca de genes/QTLs com a presenca de resisténcia a
Macrophomina phaseolina. Os marcadores identificados como associados
poderdo ser aplicados diretamente nos Programas de Melhoramento de
Soja, com o estabelecimento da Selecdo Assistida por Marcadores

Moleculares para resisténcia a nematoide de galhas e podridédo de carvao.

Xi



ABSTRACT

VINHOLES, Patricia da Silva Vinholes, D. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, January, 2014. Genomic association for soybean resistance to
Meloidogyne javanica and Macrophomina phaseolina. Adviser: Aluizio Borém
de Oliveira. Co-Advisers: Ivan Schuster and Elisa Serra Negra Vieira.

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is one of the main agricultural products in
Brazil. In the 1990’s it was the main agricultural export product, with
increasing areas every year, since then. Soybean was usually cultivated in
southern, southeastern and most recently in the Midwest of Brazil. Currently
it has grown beyond Cerrado, expanding into new areas such as Maranhéao,
Bahia, Tocantins, Piaui and Para States. Because of soybean importance,
large amount of resources were made available for research, aiming the
development of more adapted and productive cultivars. Diseases in soybean
due to weather may be responsible for severe damage and productivity
losses. Among these, soil diseases are extremely important because of its
difficulty to control. A very effective strategy to reduce vyield loss in these
cases is the use of resistant cultivars. The nematode Meloidogyne javanica is
widely spread in Brazil and it is responsible for significant losses in this crop.
Another important pathogen in Brazil, because of it is growing occurrence, is
Macrophomina phaseolina. Studies for the identification of new sources of

resistance and molecular markers associated with traits of interest have been
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used by scientists in order to develop resistant cultivars. To study the
association of genotype with the desired phenotype, segregating populations
have been developed. Another important approach is the study of genetic
resistance in unstructured populations, recommended for identification of
new sources of resistance. Marker x gene/QTLs associations are stronger in
these populations, due to the small size of the linkage disequilibrium blocks.
Thus, the objective of this study was to identify molecular markers associated
with resistance to Meloidogyne javanica and Macrophomina phaseolina in
soybean, in order to establish a SAM routine for the crop genetic
improvement. For the Meloidogyne javanica study, it was used two
populations approaches based on: (1) linkage groups, in which a population
from a bi-parental cross was created, and (2) an unstructured population,
constituted by commercially important past and current soybean cultivars.
Families F,.3, obtained from crosses between MG/BR46 Conquista (resistant)
x CD204 (susceptible) and 124 soybean cultivars representing the Brazilian
germplasm were phenotypically evaluated for resistance to nematode galls.
For each family or cultivar, plants were transplanted in individual tubes and
after 10 days of sowing, each plant was inoculated with eggs of nematodes.
Thirty days after inoculation, the galls in the roots were analyzed. Score
ranging from 1-5 was used, where 1 = 10% of root system with small galls, 2
= 10-25% of root system with small galls, 3 = 26-50% of root system galled, 4
= 51 -90% of root system with large galls and 5 = 91-100% of root system
with large galls and root rot. For the analysis of Macrophomina phaseolina,
169 soybean varieties were distributed into two plots, with four replicates per
cultivar, in Citrus Research Center-Agricultural Experiment Station
(CRCAES) at the University of California, Riverside, USA. This area has a
history of Macrophomina infestation. Symptoms of mortality were evaluated
for 12 weeks after the first symptoms of infection. Genotypic data from
structured population (F».3) were used for Meloidogyne javanica mapping with
microsatellite markers. The genotype data from the unstructured population
(cultivars) were obtained from Illumina platform iScan. Each sample was
genotyped with 6,000 SNPs. After F, population analysis, it was observed
that resistance to Meloidogyne javanica in the cultivar MG/BR46 is controlled

by two genes combining effects. The markers Satt114, Satt335 and Satt374,
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located linkage group F have been identified as associated with resistance to
root-knot nematode Meloidogyne javanica. For the unstructured population,
12 SNPs markers associated with root-knot nematode resistance located on
chromosome 13, same linkage group F of soybean were found. For
Macrophomina resistance, 12 SNPs markers associated with the studied trait
were identified, eight of those being located on chromosome 19 (linkage
group L), indicating that this region is a strong candidate for the presence of
genes/QTL resistant to Macrophomina phaseolina. Markers identified may be
directly applied in soybean breeding programs, with the establishment of
Molecular Marker Assisted Selection for resistance to nematode galls and

charcoal.
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1. INTRODUCAO GERAL

A soja € a principal commodity agricola do Brasil e um dos principais
produtos exportados para diversos paises, tendo a maior participacédo do PIB
agricola nacional, o que leva o Brasil a ser considerado o pais com o maior
potencial de expansdo de area e aumento da produtividade (FRANCA
NETO, 2000). Na safra 2012/2013, foram cultivados, no Brasil, cerca de 27
milhdes de hectares de soja, com alto nivel tecnolégico utilizado na
producéo da cultura (CONAB, 2014).

De origem asiatica, a soja é planta herbacea anual pertencente a
familia Fabaceae, ordem Leguminosinae, subclasse Archichlamydae e
classe Dicotyledoneae (SEDIYAMA et al., 1993). E espécie autbgama com
cleistogamia, 2n = 40 cromossomos (Van RAAMSDONK, 1995).

Cultivada em varias regides do Brasil, o cultivo da soja iniciou nos
anos da década de 1940, no Rio Grande do Sul, e nas décadas de 1960 e
1970 foi introduzida no Centro-Oeste brasileiro, onde se consolidou, na
década de 1990 (BLACK, 2000). Desde entdo, assumiu grande valor
socioeconémico, devido a importancia de seus produtos, tanto para o
mercado interno quanto externo, além da geracado de empregos nos diversos
setores da economia. No mundo, o Brasil € um dos poucos paises com
possibilidade de incremento nas areas de plantio. Isso devido a
disponibilidade de regides aptas ao cultivo da soja, principalmente com

expansao das Regides Centro-Oeste e Norte.
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Maiores tetos de produtividade tém sido alcancados devido aos altos
investimentos em pesquisa realizados no Brasil, objetivando o
desenvolvimento de cultivares a cada ano com maiores produtividades, alta
estabilidade e resisténcia as principais doencas, além de caracteristicas
agrondmicas desejadas, como altura e porte de planta.

Na década de 1990, a maioria dos Programas de Melhoramento de
Soja do Brasil era mantida pelo setor publico, como universidades, Embrapa,
e Empresas de Pesquisas Estaduais. Atualmente, empresas do setor
privado como Monsanto, Pionner, Syngenta, Coodetec, TMG, Nidera, Dom
Mario, entre outras, tém contribuido para a manutengcédo e desenvolvimento
de novas cultivares.

De maneira geral, os Programas de Melhoramento de Soja
objetivam a obtenc&o de cultivares com diferentes finalidades (TOLEDO et
al.,, 1994), entre elas alta produtividade e estabilidade em ambientes
variados. A estabilidade € conferida pela introducdo de resisténcia as
doencas, pragas e caracteristicas especiais, como tolerdncia a diversos
fatores que podem comprometer a producao (ALMEIDA; KIIHL, 1998).

Entre os fatores que mais contribuem para perdas de rendimento na
cultura da soja estdo as doencas, destacando-se aquelas causadas por
nematoides fitoparasitos (FUGANTI et al., 2004). As perdas que |Ihes séo
atribuidas tém sido a causa de crescente preocupacao entre os produtores
(ASMUS, 2004; KUBO et al., 2003; MACHADO et al., 2006). A avaliagéo da
resisténcia a doencas pode ser atividade complexa, onerosa e que demanda
tempo, além de ser muito influenciada pelo ambiente.

A identificacdo e validacdo de marcadores moleculares associados
aos genes ou QTLs (Quantitative Trait Loci) de resisténcia podem oferecer
importante contribuicdo aos Programas de Melhoramento de Soja, para

aumentar a frequéncia de linhagens resistentes em suas progénies.



1.1. Selegéo Assistida por Marcadores Moleculares p  ara caracteristicas

de interesse

Nos ultimos anos, ocorreu aumento significativo, tanto nas técnicas
de biologia molecular quanto nas andlises estatisticas, o0 que tornou o
melhoramento assistido por marcadores moleculares uma realidade.

A grande maioria dos caracteres de importancia agronémica é
controlada por muitos genes e sofre grande influéncia do ambiente,
chamada de caracteristica quantitativa, sendo de baixa herdabilidade. Essa
natureza poligénica de caracteristicas de importancia agrondmica e a
interacdo do gendtipo com o ambiente constituem alguns dos maiores
desafios no melhoramento de plantas. Para as avaliacbes fenotipicas, é
necessario um bom controle do ensaio de experimentacao, a fim de reduzir
ao maximo possivel o efeito ambiental, tornando o fenétipo mais proximo do
genatipo de interesse (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 2009).

Os marcadores moleculares surgiram na década de 1980 (BERED et
al., 1997), passando a ser grande ferramenta para trabalhos com biologia
molecular. Essa ferramenta também comecou a ser utilizada pelos
melhoristas, com o0 objetivo de selecionar os genotipos superiores ou de
interesse agronOmico. A utilizacdo de marcadores moleculares possibilita a
avaliacdo da variabilidade genética dentro e entre as espécies. A tecnologia
de marcadores moleculares viabiliza a caracterizacdo genética de grande
namero de gendtipos através de procedimentos relativamente simples e
rapidos (CAIXETA, 2009).

A selecdo de gendtipos superiores com o auxilio dos marcadores
moleculares representa a associagédo entre o melhoramento convencional e
as modernas técnicas de biologia molecular, disponiveis atualmente. O uso
dos marcadores moleculares em programas de melhoramento de plantas
tem algumas vantagens, como néo sofrerem influéncia do ambiente e serem
herdados conforme as Leis de Mendel. Essa selecao indireta com base nas
informacBes moleculares de plantas superiores foi denominada Selecéo
Assistida por Marcadores Moleculares (SAM). A SAM envolve o0 uso de
marcadores genéticos para mapear regibes do genoma que codificam

caracteristicas especificas de uma planta. Por exemplo, um marcador



geneticamente ligado a um loco de resisténcia & doenca pode ser usado
para prever a presenca de alelos resistentes ou suscetiveis em dada
populacdo (BARR, 2009). E importante, principalmente, nos casos em que a
caracteristica de interesse € de avaliacao dificil e cara, nos estudos de
espécies perenes de ciclo longo e para caracteristicas fenotipicas de
herdabilidade baixa, o que pode significar redugéo no tempo e nos custos de
programas de melhoramento. A SAM é uma forma de selecado indireta na
qual o carater indireto apresenta herdabilidade igual a 1 (100%), uma vez
gue marcadores moleculares ndo sao influenciados pelo ambiente. A pratica
da selecdo indireta para caracteres de baixa herdabilidade pode ser
intensamente explorada desde que o0s genes de interesse estejam
fortemente ligados a marcadores moleculares (CAIXETA, 2009).

Selecionar plantas a partir de dados genotipicos (DNA) resulta
algumas vantagens importantes em relagdo a uma sele¢cdo com base nas
informacdes fenotipicas, como para caracteres de dificil avaliagao fenotipica,
de elevado custo, quando exige caracteres especificos, como inoculacdo de
patdgenos no caso de resisténcia a nematoides, ou ambiente como déficit
hidrico. Os marcadores também apresentam vantagens quando as
avaliacdes fenotipicas sdo subjetivas, quando exigem destruicdo da planta e,
ainda, piramidacdo de genes, em que o melhorista busca em um Uunico
genadtipo ter o maior numero de genes de interesse (SILVA, 2006). Isso
ocorre, principalmente, para genes de resisténcia a diferentes ragas de um
mesmo patdgeno ou para resisténcia a diferentes patdégenos.

A SAM ainda apresenta grande vantagem quando a caracteristica de
interesse ocorre apenas nos estagios mais avancados da planta. Nesses
casos, a selecdo dos genotipos de interesse pode ser feita em estdgios
iniciais da planta, e assim o0 tempo necessario para obter linhagens através
dos métodos de melhoramento de plantas se reduz enormemente
(CAIXETA, 2009).

Outro beneficio do uso da SAM é que o numero total de linhas que
precisam ser testadas pode ser reduzido. Isso porque muitas linhas podem
ser descartadas no inicio de um meétodo de melhoramento, permitindo
utilizacao eficiente de estufas e casas de vegetacdo, porque somente o

material de reproducado importante é mantido (BARR, 2009).
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A SAM para resisténcia aos nematoides, como no caso dos
formadores de galhas da espécie Meloidogyne javanica, ainda € bastante
limitada. Um limitante € o poder de identificacdo dos QTLs. Muitos QTLs
identificados em estudos de mapeamento em populacbes controladas
podem néo ser validados em outras populagdes. Isso pode ocorrer devido ao
cruzamento especifico ou, ainda, podem ter acontecido erros nos
experimentos de fenotipagem. Os marcadores utilizados na SAM devem ser
fortemente ligados ao gene/QTL de resisténcia, de preferéncia inferior a 5
cM de distancia genética. O uso de marcadores flanqueadores ou
marcadores intragénicos aumentard significativamente a confiabilidade dos
marcadores para predizer o fenotipo (COLLARD; MACKILL, 2008).

Especificamente, a SAM para resisténcia aos nematoides de galhas
tem como principal limitagdo a falta de marcadores fortemente associados e,
também, porque essa ndo € caracteristica principal quando se esta
desenvolvendo uma cultivar de soja, como é o caso, por exemplo, da
produtividade, ciclo vegetativo, grupo de maturacdo, nimero de vagens por
planta, entre outros. Ao fim do programa, em testes de Valor de Cultivo e
Uso (VCU), a incorporacdo da caracteristica “resisténcia a doencas” é
tratada como vantagem indireta, ndo sendo o principal interesse para o
desenvolvimento de uma cultivar.

A resisténcia da soja ao nematoide de cisto (NCS) é uma das
caracteristicas mais bem estabelecidas para os programas de SAM. Os
principais QTLs que controlam a caracteristica estdo mapeados
(CONCIBIDO et al., 1996; SCHUSTER et al., 2001) e, nesse caso, a selecéo
assistida é extremamente eficiente. Concibido et al. (2004), comparando os
custos nos dois tipos de selecéo, verificaram que, dependendo do volume da
operacdo, o custo da SAM para a resisténcia ao NCS varia de US$ 0.25 a
US$ 1.00 délar por planta, enquanto a fenotipagem, em casa de vegetacgéo,
custa de US$ 1.50 a US$ 5.00 ddlares por planta, além de demorar cerca de
30 dias.

A distancia entre a geracdo de informacdes e a sua utilizagcdo em
escala comercial normalmente € grande em qualquer ramo da ciéncia. A
eficacia de novos métodos que estdo sendo estudados e validados e, ainda,

0 aumento da acessibilidade aos equipamentos necessarios contribuem para
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que a SAM se torne mais amplamente aplicavel a programas de

melhoramento.

1.2. Associacao genotipo x fendtipo

Os mapas genéticos baseados em marcadores moleculares
possibilitam a localizacdo dos genes nos cromossomos, a contagem
aproximada dos principais loci envolvidos no controle da caracteristica e a
estimativa da magnitude do efeito desses loci no fendtipo de interesse.

A maioria dos caracteres de importancia agronémica é resultante da
acdo de muitos genes, sendo chamada de caracteristica quantitativa, em
que a expressdo € fortemente influenciada pelo ambiente. Com os
marcadores moleculares, a constru¢do de mapas genéticos e 0 mapeamento
de QTLs tornaram-se possiveis (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2009).

Esses estudos estdo baseados em analises de ligacdo ou, mais
recentemente, em analises de associagcdo, com principio na recombinacao
genética. Estudos de associacdo ou mapas genéticos baseados em andlises
de ligacdo sdo comumente realizados em populacbes experimentais F;
originalmente derivadas de autofecundacédo do hibrido F;, obtido a partir do
cruzamento de duas linhagens contrastantes para a caracteristica de
interesse. As analises de associacdo podem ainda ser realizadas em
populacdes naturais, colecdes de germoplasma e conjunto de materiais-elite,
entre outros (FLINT-GARCIA, 2003).

Quando comparados estudos com andlises de ligagdo com
associacdo ou baseada em desequilibrio de ligacdo, este ultimo apresenta
algumas vantagens. As limitacbes nas estratégias de mapeamento por
ligacdo podem ser resolvidas através da associacdo ou mapeamento de
desequilibrio de ligacdo (DL). Esse mapeamento é baseado na busca de
associacfes entre fendtipo e as frequéncias alélicas dos marcadores. O
desequilibrio de ligacdo é baseado na associacdo de loci marcadores com
caracteristicas em nivel de populacdo. Pode ser medido através de uma
estimativa de mudancas nas frequéncias alélicas, como resultado da

pressdo de selecdo. H& quatro potenciais vantagens dessa abordagem no



mapeamento genético em espécies cultivadas (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 2009).

Uma das maiores utilizagcdes do desequilibrio de ligagdo em plantas
estd no estudo de associagdo marcador molecular e caracteristica
fenotipica, sendo também utilizados em estudos de diversidade genética,
colecdes de germoplasma e estudos de genética de populacdes.

Desequilibrio de ligacdo (DL), ou também chamado de desequilibrio
de fase gamético, € uma associacdo nao aleatéria de alelos em uma
populacdo, ou seja, é a ocorréncia de gametas com frequéncias diferentes
daquelas esperadas sob segregacéo independente (GUPTA et al., 2005).
Essa é uma medida de independéncia entre alelos de dois ou mais loci. Se
dois alelos sédo encontrados juntos em um grupo de individuos analisados
mais frequentemente do que seria esperado pelo simples produto de suas
frequéncias, eles estdo em desequilibrio de ligagdo. A estrutura do
desequilibrio de ligacdo em plantas ainda é pouco conhecida, mas sabe-se
que varia conforme a histéria da domesticacdo da espécie. O uso da
genética de associacdo serve para identificacdo de genes que controlam
caracteristicas complexas em plantas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2009).

O desequilibrio de ligacdo é uma medida estatistica da associacéo
entre alelos de diferentes loci em que fatores como epistasia, selecéo natural
ou artificial, deriva genética, estrutura populacional e, ainda, sistema
reprodutivo podem interferir. Quando ocorrem mutacdes em uma populacéo,
em geral apresentam forte desequilibrio de ligacdo com os alelos em loci
adjacentes. A recombinacdo génica é capaz de reduzir a extensdo do
desequilibrio de ligacdo em uma regido gendmica. O genoma vegetal é
heterogéneo, tendo regibes com altas taxas de recombinacdo, como nas
extremidades dos cromossomos e baixas taxas de recombinacdo, préximo
ao centromero. O desequilibrio de ligacdo € maior nas regibes pouco
densas, com recombinacdo mais rara, € menor nas regides ricas em genes,
com maior taxa de recombinacdo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2009).

Desequilibrio de ligacdo pode ser consequéncia da proximidade fisica
dos genes, por estarem fisicamente presentes na mesma molécula, sendo

herdados em bloci, enquanto os distantes sdo herdados independentemente.



De acordo com a lei de equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de
ligacédo € definido como qualquer desvio nas frequéncias alélicas esperadas
sob cruzamentos ao acaso. A maioria das pesquisas realizadas sobre
desequilibrio de ligacdo foi desenvolvida com animais e, de forma mais
restrita, em plantas. Em plantas, a maior parte dos estudos sobre DL foi
realizada em milho e Arabidopsis (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Alguns fatores influenciam o DL. As autofecundacdes, populacbes
pequenas, isolamento genético entre linhagens, baixa taxa de
recombinacdo, mistura populacional, sele¢céo artificial ou natural acabam
aumentando o DL. A quebra do DL ocorre em situacdes de acasalamento ao
acaso, em altas taxas de recombinacdo e mutacdes, sendo a recombinacéo
o principal fendbmeno que diminui o DL. Quanto mais proximos estiverem
fisicamente dois loci, o desequilibrio de ligacdo persistira por mudaltiplas
geracbes meidticas na populacdo devido a baixa frequéncia de
recombinacdo (GUPTA et al., 2005). O tamanho da populacdo também é
importante, pois em pequenas populacdes ocorre a deriva genética, levando
a perdas de combinacdes raras entre alelos, aumentando, assim, o DL.

Outros fatores importantes, como acasalamentos e misturas,
influenciam o DL. Espécies albgamas reduzem o DL mais rapidamente que
plantas autdgamas, visto que a recombinacdo em plantas de
autofecundacdo é menor e os individuos tendem a apresentar alelos em
homozigose, em comparacdo com individuos de espécies de fecundacao
cruzada. No caso da mistura, o fluxo de genes entre individuos
geneticamente distintos, apds intercruzamentos, resulta na introducdo de
genes, alterando as frequéncias alélicas; com isso, o DL cai rapidamente em
cruzamentos aleatorios. A selecdo de individuos leva a perda de alelos para
loci especificos e, consequentemente, poucas combinacdes alélicas sao
passadas para as geracoes futuras, podendo gerar maior DL (FLINT-
GARCIA et al., 2003).

Uma das vantagens do mapeamento por DL esta na deteccdo de
associacfes genéticas validas para toda a populacdo e ndo somente para
um cruzamento especifico. O uso de populacdes construidas para o
mapeamento pode levar a necessidade de maior numero de individuos a

serem analisados, em que 0 espacgo €, muitas vezes, um limitante. Sem um
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bom ndamero de individuos, ha reducéo da sensibilidade das anélises. Muitas
vezes também, as populagbes desenvolvidas sdo muito desatualizadas pelo
tempo em que se precisa para obté-la e, ainda, identificar marcadores
associados com a caracteristica. Em muitos projetos sao utilizadas
populacdes que foram estabelecidas cinco ou mais anos antes da
identificagdo do marcador. Isso reduz o valor das informagdes recolhidas e
as possibilidades da sua aplicacdo. O mapeamento por essa nova
perspectiva usa uma populacdo ndo estruturada, e com isso ha associacéo
da caracteristica € um novo marcador, sem gue seja preciso gastar tempo e
recursos para obter a populacao segregante do mapeamento (GUPTA et al.,
2005).

A melhor precisdo na localizagdo de um QTL em relagdo a um
marcador molecular ocorre de forma diretamente proporcional ao nimero de
meioses ocorridas na populagdo de mapeamento. Isso significa que
depende da recombinacdo entre o marcador e o0 loco que controla a
caracteristica de interesse. Dessa forma, as analises de ligacdo baseadas
em populacbes experimentais, como retrocruzamento, F, e RILs
(Recombinant Inbred Lines), apresentam menor resolucdo que analises de
associacdo, em que muitas geracbes de recombinacdo ocorreram entre
marcador e QTL. Assim, somente marcadores fortemente ligados aos QTLsS
permanecem associados (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Como esse método utiliza os cruzamentos reais nas populacdes, o
material é diversificado e os genes relevantes (adaptacao etc.) devem estar
segregando em tais populacdes. As informacOes sdo mais detalhadas em
grande numero de linhagens e variedades, sendo essas informacoes
valiosas para o melhoramento de plantas. O uso de populagcbes naturais
para mapear caracteres de interesse, através de mapeamento por
associacao, tem como grande vantagem o potencial de mapear QTLs com
maior resolucdo, uma vez que se aproveita dos eventos de mutacdo e
recombinagcdo acumulados ao longo do tempo, na populagdo para analisar
um fendtipo; além disso, dezenas de alelos podem ser acessados
simultaneamente.

Através da andlise dos dados, podem-se detectar combinacfes

complexas (mesmo interacdes epistaticas) entre alelos em varios loci. Isso
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pode ser dificil de isolar e validar usando outra abordagem de mapeamento
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2009).

Outra vantagem do mapeamento por DL é devida a validacdo dos
marcadores. No mapeamento por ligacdo, a validacdo dos marcadores é
realizada em outras populagdes, além da populacdo de mapeamento original
para garantir que os alelos selecionados tenham efeito similar em diferentes
backgrounds genéticos. No mapeamento por DL, isso ndo é necessario, uma
vez que tal fato ocorre devido a maior variacdo alélica presente na
populacao utilizada nesse mapeamento.

Uma das desvantagens do DL é devida a estudos de genes
candidatos, principalmente em humanos, em que muitos genes Ss&o
identificados, mas néo confirmados em estudos subsequentes em razéo,
provavelmente, do fato de o gene selecionado ser de pequeno efeito na
variacdo fenotipica ou quando ocorrem mudancas nas condicdes
experimentais. A populacdo estudada pode possuir ou ndo composicao
genética que favoreca a deteccédo de genes de pequeno efeito, inclusive por
possiveis variacdes na composicado alélica nos loci de interesse, ou no
padrdo de desequilibrio de ligacdo ao longo do genoma. Outro fator é a
interacdo genotipo com o0 ambiente, que pode interferir na deteccdo da
associacao (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Outra limitagdo € devida a identificagdo de alelos raros em uma
populacdo. Esses alelos dificilmente sdo detectados ou ndo podem ser
detectados com boa confiabilidade por DL, a menos que seu efeito seja
muito grande. O poder de deteccdo de um alelo depende enormemente néo
apenas da magnitude dos efeitos que podem ser atribuidos a um loco, em
relacdo a outros loci presentes na populagdo, mas também na distribuicdo
da frequéncia do alelo. Nos casos de alelos raros, as populacdes
segregantes biparentais seriam mais adequadas para 0 mapeamento, pois
seriam feitos cruzamentos controlados, em que 0s germoplasmas teriam o
alelo de interesse. Por essas razdes, é possivel afirmar que esses séo
métodos complementares que contribuem para melhor compreensdo da
estrutura genética dos caracteres quantitativos em plantas.

Para alguns autores, esses métodos devem ser utilizados em

conjunto. O mapeamento por associagdo deve ser utilizado para refinar a
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localizacdo do QTL previamente identificado através da analise de ligagao.
Em algumas situacdes, dependendo de fatores como espécie, historico de
domesticacdo e selecdo, o mapeamento por analise de ligacdo pode ser
mais indicado que o mapeamento por associa¢cdo, como no caso de alelos
raros. Ainda existem poucos exemplos publicados sobre a aplicacdo de
estudos baseados em populagcdes em desequilibrio de ligagdo para

associacao de genotipo com o fendtipo de interesse em plantas.

1.3. Patdégenos de solo que limitam a producdo de so ja
1.3.1. Meloidogyne javanica

O ataque de fitonematoides, particularmente a espécie Meloidogyne
javanica (Treub 1885), constitui grave limitante do potencial produtivo da
soja. Esse nematoide € de ampla ocorréncia e responsavel por perdas
significativas em lavouras de soja (YORINORI, 2000). Essa espécie tem sido
constatada com maior frequéncia no Norte do Rio Grande do Sul, Sudoeste
e Norte do Parana, Sul e Norte de Sdo Paulo e Sul do Triangulo Mineiro
(FUGANTI et al., 2004). Na regidao Central do Brasil, o problema é crescente,
com severos danos em lavouras do Mato Grosso do Sul e de Goias. A baixa
eficiéncia no uso da rotacdo de culturas e a evidente deficiéncia do uso das
cultivares resistentes séo as principais razdes dessa situacao (SILVA, 1998).

Nas areas onde tais fatos ocorrem, observam-se manchas em
reboleiras nas lavouras, onde as plantas de soja ficam pequenas e
amareladas. As folhas das plantas afetadas normalmente apresentam
manchas cloréticas ou necroses entre as nervuras. As vezes, pode ndo
ocorrer reducdo no tamanho das plantas, mas, por ocasido do florescimento,
nota-se intenso abortamento de vagens e amadurecimento prematuro das
plantas atacadas. Nas raizes das plantas atacadas, observam-se galhas em
nameros e tamanhos variados, dependendo do nivel de suscetibilidade da
cultivar de soja e da densidade populacional do nematoide (YORINORI,
2000). Os nematoides de galha se reproduzem bem na maioria das plantas
invasoras. Assim, indica-se também o controle sistematico dessas plantas

nos focos de nematoide. A utilizacdo de cultivares de soja resistentes aos
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nematoides de galha é o meio de controle mais eficiente e mais adequado
para o agricultor.

1.3.2. Macrophomina phaseolina

Outra doenca que acomete a cultura da soja no Brasil é a podridao-
negra da raiz, doenca causada pelo fungo Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid. Esse patdgeno causa significativas perdas na produgédo agricola sob
altas temperaturas, em condicdo de estresse hidrico (MUCHERO et al.,
2011), e esta amplamente distribuido em solos do mundo todo (SU et al.,
2001). Em regides tropicais de cultivo, a doenca pode ocorrer ainda em fase
de plantula, em que perdas maiores que 70% foram relatadas (SEDIYAMA,
2009). Recentemente,tem ocorrido aumento mundial na incidéncia
de relatos desse patégeno em diversas culturas, indicando a importancia da
doenca para a producéo agricola em regides propensas a seca (GAETAN et
al., 2006).

O fungo Macrophomina phaseolina é considerado um dos fungos
mais prevalecentes em infec¢des radiculares de soja, no Brasil. Nenhuma
fonte de resisténcia genética foi ainda encontrada. Além disso, nenhuma
informacado foi obtida quanto a variabilidade genética desse patdogeno em
regides tropicais (ALMEIDA, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar marcadores moleculares associados a resisténcia para

Meloidogyne javanica e Macrophomina phaseolina.

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)

g)

Gerar e conduzir populacfes segregantes para resisténcia a nematoides
de galhas da espécie Meloidogyne javanica.

Identificar marcadores moleculares associados a resisténcia a
nematoide de galhas da espécie Meloidogyne javanica.

Estudar a heranga da resisténcia aos nematoides de galhas em uma
populacdo de cruzamento biparental.

Caracterizar fenotipicamente 124 cultivares de soja quanto a reacao
para o nematoide Meloidogyne javanica e 169 cultivares ao fungo
Macrophomina phaseolina, para uso futuro como progenitoras em
Programas de Melhoramento Genético de Soja.

Genotipar 169 cultivares de soja com 6.000 marcadores SNPs.
Identificar genes e QTLs responsaveis pelas caracteristicas avaliadas,
atraves de desequilibrio de ligacdo com os marcadores SNPs.

Identificar um conjunto de marcadores SNPs Uteis para uso em Selecao
Assistida por Marcadores Moleculares (SAM), no melhoramento
genético.
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CAPITULO 1

MAPEAMENTO GENETICO DE QTLs PARA RESISTENCIA A
Meloidogyne javanica EM SOJA

RESUMO

No Brasil, o0 nematoide de galhas Meloidogyne sp. causa severos danos e
perdas de produtividade a cultura da soja [Glycine max (L.) Merrill] em
muitas areas agricolas. Uma estratégia efetiva para prevenir perdas de
produtividade é o uso de cultivares resistentes. No entanto, cultivares
brasileiras de soja apresentam base genética estreita para resisténcia ao
nematoide de galhas, derivadas da cultivar Bragg. Dessa forma, os objetivos
deste projeto foram gerar e conduzir populacbes segregantes para
nematoides de galhas, identificar e validar marcadores moleculares
associados a caracteristica e estudar a heranca da resisténcia aos
nematoides de galhas. A populacao obtida do cruzamento entre a variedade
MG/BR 46 Conquista (tolerante) x CD 204 (suscetivel) foi eleita para ser
utiizada neste projeto. As familias obtidas desse cruzamento foram
avancadas até familias F,.3. Cento e quarenta familias foram fenotipadas
para os nematoides Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita em casa
de vegetacdo. Para cada familia, sete plantas foram semeadas em tubetes
e, apos 10 dias da semeadura, cada planta foi inoculada com 5.000 ovos do
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nematoide. Depois de 30 dias da inoculagcdo, a formacdo de galhas nas
raizes foi analisada. Foi utilizado o escore variando de 1-5, sendo 1 = 10%
do sistema radicular com pequenas galhas; 2 = 10-25% do sistema radicular
com pequenas galhas; 3 = 26-50% do sistema radicular com galhas; 4 = 51-
90% do sistema radicular com grandes galhas; e 5 = 91-100% do sistema
radicular com grandes galhas e apodrecimento de raiz. Familias com escore
médio de formacdo de galhas 1.0-2.0 foram consideradas resistentes (R);
2.1-3.0 moderadamente resistentes (MR); 3.1-4.0 foram moderadamente
suscetiveis (MS); e 4.1-5.0 suscetiveis (S). Entre as familias F,.3, sete foram
R, 25 MR, 93 MS e 15 S. No teste do qui-quadrado, diferentes segregacoes
foram testadas, e a 12S+MS:3MR:1R melhor explica a segregacdo dessa
populacdo em estudo (x2 = 0.49; P = 0.78), suportando o modelo de
resisténcia controlada por dois genes recessivos com efeito epistatico. Os
gendtipos preditos foram 1R (aabb), 3MR (aaB ) e 12 MS + S (A bb +
A_B ). A completa resisténcia (R) ao Meloidogyne javanica € determinada
por dois recessivos genes (aabb), sendo um com efeito epistatico, o que
resulta na presenca de apenas um deles, o fenétipo MR. Plantas com o gene
em epistasia apresentariam fenétipo MS ou S. Embora essa resisténcia seja
expressa quantitativamente, é controlada por dois genes com efeitos
combinados, permitindo o uso de um simples sistema de selecdo assistida
por marcadores. Para analise de associacdo dos marcadores com o
fendtipo, foi utilizada a estratégia de analise de extremos, em que 15 plantas
fenotipadas como resistentes e 15 como suscetiveis foram testadas com
cada marcador polimérfico entre os parentais. Marcadores com associacao
nos extremos foram aplicados em toda a populacdo. Os marcadores
Sattl14, Satt335 e Satt374, localizados em grupo de ligagdo F, foram
identificados como associados a resisténcia ao nematoide de galhas para
Meloidogyne javanica, podendo ser potencialmente utilizados na selecdo
assistida por marcadores na selegdo ou monitoramento de QTLs de
resisténcia, nos Programas de Melhoramento de Soja, que utilizam a fonte
de resisténcia Bragg como fonte doadora de resisténcia aos nematoides de
galhas.

Palavras-chave: Meloidogyne javanica; Glycine max (L.) Merrill;, Heranca da
Resisténcia; SSR.
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ABSTRACT

In Brazil, the root-knot nematode Meloidogyne sp., can be responsible for
severe damages and yield loss in soybean [Glycine max (L.) Merrill] in many
agricultural areas concerned. An effective strategy to reduce loss of
productivity is to use resistant cultivars. However, Brazilian soybean cultivars
have narrow genetic basis for resistance to nematode galls, most of them
came from cultivar Bragg. Thus, the goal of this project was to generate
segregating populations to root-knot nematode, identify and validate
molecular markers associated with the trait and to study the inheritance of
resistance to nematode galls. The population obtained from crossing the
variety MG/BR46 MG/BR 46 MG/BR 46 Conquista (resistant) x CD 204
(susceptible) was chosen for being used in this project. Families obtained
from this cross were advanced to F,3; families. One hundred and forty
families were phenotyped for Meloidogyne javanica nematodes in the
greenhouse. For each family, seven plants were sown in plastic tubes and
after 10 days of sowing, each plant was inoculated with 5000 eggs of the
nematode. After 30 days, the galls on roots were analyzed. Score ranging
from 1-5 was used, where 1 = 10 % of the root system with small galls, 2 =
10-25 % of root system with small galls, 3 = 26-50 % of root system galled, 4
= 51 -90 % of the root system with large galls and 5 = 91-100 % of the root
system with large galls and root rot. Families with an average score of 1.0-

2.0 galling were considered resistant (R), 2.1-3.0 moderately resistant (MR);
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3.1-4.0 were moderately susceptible (MS), and susceptible 4.1-5.0. (S).
Among the F2:3 families 7 were R, 25 MR, 93 MS, and 15 S. The chi-square,
different segregations were tested, with an 12S + MS:3MR: 1R which best
explains the segregation of this study population (x2 = 0:49 , P = 0.78 ),
supporting the model of resistance controlled by two recessive genes
epistatic effect. The genotypes were predicted 1R (aabb), 3MR (aaB_), and
12 MS + S (A_bb A_B ). Two recessive genes (aabb) and one with epistatic
effect, resulting in the presence of only one MR phenotype, determine the
complete resistance (R) Meloidogyne javanica. Plants with the gene epistasis
on phenotype would present MS or S. Although this resistance is expressed
quantitatively, it is controlled by two genes combined with effects, allowing
the use of a simple system of marker-assisted selection. To analyze the
association of markers with the phenotype, the analysis strategy of extremes
in which 15 plants phenotyped as resistant and 15 as susceptible were tested
with each polymorphic marker between parents was used. Markers
associated with the extremes were applied to the entire population. Satt114
markers, Satt335 and Satt374, located in linkage group F have been
identified as associated with resistance to root-knot nematode to
Meloidogyne javanica and may potentially be used in marker-assisted
selection in the selection or monitoring of QTL for disease resistance in
soybean breeding programs using the power of resistance Bragg as a donor
source of resistance to nematode galls.

Keywords: Meloidogyne javanica; Glycine max (L.) Merrill; Inheritance of

Resistance; SSR.

17



1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é originaria da Asia e tem como
centro de origem primario a regido Leste da China (XU et al., 1989). O Brasil
€ 0 segundo maior produtor mundial desse grdo, com 27 milhdes de
hectares cultivados na safra 2012/13 (CONAB, 2014).

Um dos principais problemas da cultura da soja no Brasil € a presenca
de nematoides nas areas de cultivo. Esses fitonematoides sdo de dificil
controle e tém causado prejuizos em todo o mundo (BIRD; KALOSHIANET,
2003). Perdas de producédo induzidas por esses patégenos podem chegar a
100% (SCHMITT; NOEL, 1984). Os altos niveis de produtividade no pais
ocorrem devido aos investimentos em tecnologias que combatem os fatores
que limitam a producéo, como o desenvolvimento de plantas resistentes aos
mais diversos tipos de estresses bidticos, entre eles os nematoides de
galhas (Meloidogyne spp.), que foram responsaveis por perdas econémicas
acima de 52 milhdes de délares na safra 1999/2000 (SA et al., 2012). Assim,
a selecédo de plantas resistentes é importante alternativa de controle e de
baixo custo para os produtores.

O Meloidogyne € um dos géneros de fitonematoides mais importantes
para a agricultura mundial, porque s&o extremamente adaptados ao
parasitismo em muitas culturas produtoras de alimentos e fibras no mundo,
sendo capazes de infectar mais de 2.000 hospedeiros (AGRIOS, 2005). O

M. javanica tem ocorréncia generalizada, enquanto M. incognita predomina
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em areas cultivadas anteriormente com café ou algoddo. Os sintomas
caracteristicos da presenca desses nematoides sdo a formacgédo de galhas
nas raizes das plantas, em numeros e tamanhos variados, dependendo da
suscetibilidade da cultivar e da densidade populacional do nematoide (DIAS
et al., 2010).

Estudos da heranca da resisténcia e a validacdo de marcadores
moleculares, que possam ser aplicados aos mais diversos programas de
melhoramento genético, sdo ferramentas importantes para obtencédo de
resisténcia genética, sendo essencial no manejo da cultura para obtencao de
alta produtividade e estabilidade de produgcdo em ambientes variados
(MATSUO et al., 2012).

Alguns estudos para diferentes fontes de resisténcia aos nematoides
de galhas foram realizados (LI et al., 2001; TAMULONIS et al., 1997; LUZZI
et al., 1995; HA et al., 2004), bem como identificada a localizacdo de genes
de resisténcia nos grupos de ligacdo da soja. Consequentemente, potenciais
marcadores moleculares foram testados para verificar a associagcdo com a
resisténcia da soja a esses nematoides (LI et al., 2001; HA et al., 2007).

A selecdo de cultivares resistentes atraves de marcadores
moleculares em um programa de melhoramento aumenta a eficacia do
processo seletivo. Dessa forma, a identificacdo de marcadores moleculares
ligados a genes de resisténcia é importante alternativa para viabilizar a
selecdo de plantas resistentes. A selecdo assistida por marcadores
moleculares (SAM) visando a selecdo de genoétipos com alelos de interesse
necessita que estes sejam identificados, o que permitird o monitoramento
desses alelos por marcadores moleculares. Os marcadores Single Sequence
Repeats (SSR), ou microssatélites, destacam-se entre marcadores que
podem ser usados nessa selecdo, por serem multialélicos e de carater
codominante (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; CAIXETA et al., 2009).

A SAM tem sido utilizada de forma eficiente em programas de
melhoramento de plantas no Brasil para o nematoide de cisto da soja,
principalmente para as ragas 3 e 14 (SCHUSTER et al., 2001; SILVA et al.,
2007). Contudo, para os nematoides de galhas ainda nao foram identificados
marcadores moleculares fortemente associados a genes de resisténcia, com

potencial para utilizagdo em programas de SAM na cultura da soja.
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Marcadores moleculares precisam ser testados e validados para cada
nova fonte de resisténcia utilizada, ndo podendo ser aplicados diretamente
nos programa de melhoramento (SCHUSTER et al., 2001). Dessa forma,
cada programa deve estudar e validar, nas fontes de resisténcia para o
nematoide de galhas, quais genes e marcadores moleculares efetivamente
estdo associados e permitem selecéo de plantas resistentes.

Em geral, a avaliacdo da resisténcia aos nematoides de galhas &
realizada a partir de uma abordagem quantitativa, embora na pratica dos
Programas de Melhoramento de Soja as linhagens sejam classificadas em
grupos de forma qualitativa, sendo utilizada a classificacdo de Resistente
(R), Moderadamente Resistente (MR), Moderadamente Suscetivel (MS),
Suscetivel (S) e Altamente Suscetivel (AS). As duas primeiras classes
representam o0 grupo selecionavel e as trés Ultimas, o grupo nao
selecionado, o que resume a classificagdo em dois grupos com alguma
variacdo dentro de cada um deles.

Este trabalho teve como objetivos estudar a heranca da segregacao
da resisténcia da soja aos nematoides de galhas com base em sua
classificagdo qualitativa; identificar marcadores moleculares ligados a
genes/QTLs de resisténcia; e estimar seu efeito na selecdo indireta, tanto

qualitativa quanto quantitativamente.
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2. MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa foi desenvolvido no Centro de Pesquisas

El6i Gomes, da Coodetec, em Cascavel, PR.

2.1. Obtencéo das geracOes parentais, F 1e F;

Foi obtida uma populacédo segregante para resisténcia ao nematoide
de galhas através do cruzamento entre as variedades MG/BR 46 Conquista
(R) e CD 204 (S).

O desenvolvimento das geracdes parentais foi em casa de vegetacao.
Obtiveram-se as sementes F;, e a populacédo avancou até F,, em que foram
abertas familias para teste de avaliagcdo de resisténcia ao Meloidogyne

javanica em sementes F.3.

2.2. Desempenho fisiologico para resisténcia ao nem  atoide de galhas

Cento e quarenta familias F,3 da populacdo estudada foram
submetidas a avaliacdo de resisténcia aos nematoides de galhas
Meloidogyne javanica (M)).

O screening das familias quanto a resisténcia aos nematoides
formadores de galhas foi realizado em delineamento inteiramente

casualizado, em ambiente controlado. Utilizaram-se tubetes de 4 cm de
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didmetro por 20 cm de comprimento, com substrato composto por 1/3 de
solo e 2/3 de areia. Os tubetes foram colocados em baldes contendo areia
(14 tubetes por balde). Os baldes foram colocados dentro de um tanque com
agua, cuja temperatura foi mantida de forma que a temperatura do solo
dentro dos tubetes se mantivesse entre 26 e 28 °C. Foram semeadas sete
plantas por familia, sendo uma semente por tubete (Figura 1).

Figura 1 — Unidade experimental de duas familias e distribuicdo em tanque,
com temperatura da agua controlada.

A inoculacao foi realizada aos 10 dias apés a semeadura, em que
cada tubete contendo apenas uma planta foi inoculado com 5.000 ovos do

nematoide Meloidogyne javanica. Para a inoculacdo, foram feitos dois furos
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de aproximadamente 1,5 cm de profundidade com um bastdo ao redor de

cada planta, aplicando-se 1 mL da solugcéo de ovos em cada furo (Figura 2).

Figura 2 — Inoculacdo de 5.000 ovos do Meloidogyne javanica em cada
planta.

As avaliagbes foram realizadas aos 30 dias apds a inoculagdo. As
plantas foram retiradas dos tubetes, o0 excesso de substrato foi removido e o
sistema radicular foi cuidadosamente lavado. Cada planta foi analisada
quanto a formacéo de galhas no sistema radicular.

Para determinagéo da severidade de galhas no sistema radicular da
populacao F»3, foi utilizado o sistema de notas proposto por Harris (2003),
em que 1 < 10% do sistema radicular, com pequenas galhas; 2 = 10 — 25%
do sistema radicular com galhas, sendo a maioria galhas pequenas; 3 = 26 —
50% do sistema radicular com galhas grandes; 4 = 51 — 90% do sistema
radicular com galhas grandes; e 5 = 91 — 100% do sistema radicular com
galhas grandes e raizes necrosadas.

As familias foram agrupadas conforme a média das notas, para a
reacao aos nematoides formadores de galhas, sendo Resistente (R): nota de
1 a 1,9; Moderadamente Resistente (MR): nota de 2,0 a 2,9;
Moderadamente Suscetivel (MS): nota de 3,0 a 3,9; e Suscetivel (S): nota de
4,0 a 5.0. Também, foi determinado o fator de reproducéo para cada familia,
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através da extracdo dos ovos dos nematoides, empregando-se a técnica de
Bonetti e Ferraz (1981). O numero total de ovos foi avaliado em camera de
Peters, ao microscopio 6ptico. O fator de reproducédo (FR) foi obtido pelo
estimador: FR = numero de ovos extraidos total/nimero de ovos inoculados.
Também, foi obtido o indice de reproducédo (IR): IR = numero de ovos

extraidos na familia/nimero de ovos extraidos no genitor suscetivel.

2.3. Genotipagem da Populacdo com Marcadores Molecu  lares

Para a extracdo de DNA, amostras de folhas de 140 familias F, foram
coletadas, congeladas em nitrogénio (N) liquido e armazenadas em
ultrafreezer (-80 °C) até o momento da extracdo de DNA. A extracdo de DNA
foi realizada conforme protocolo descrito por Doyle e Doyle (1991). A
concentracdo de DNA de cada amostra foi estimada por absorbancia a 260
nm em espectrofotbmetro Nanodrop 1000, sendo cada unidade de
absorbancia correspondente a concentracdo de 50 pug/mL de DNA de fita
dupla (SAMBROOK et al., 1989).

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Thermo Hybaid
(Ashford, Middlesex, Reino Unido), e os fragmentos amplificados foram
analisados por eletroforese capilar em sistema de multiplex, em géis de
agarose ou em gel de acrilamida, conforme o tamanho do fragmento.

Os dados dos géis foram codificados, atribuindo-se o escore 2 para 0s
genaotipos homozigotos iguais ao genitor resistente (MG/BR 46 Conquista), 1
para os heterozigotos e 0 para o0os homozigotos iguais aos do genitor
suscetivel (CD 204).

Inicialmente, um conjunto de 281 marcadores microssatélites foi
utilizado para a comparacao entre os genitores MG/BR 46 Conquista e CD
204. Os marcadores polimorficos entre os parentais foram, entdo, utilizados
na avaliagdo de um subconjunto da populacdo, através da estratégia de
andlise de extremos. Quinze plantas de cada grupo (resistente e suscetivel)
e mais as duas amostras dos genitores foram avaliadas com cada marcador.
Marcadores que apresentaram associacao significativa com a resisténcia

foram utilizados na amplificagdo do restante da populagéo.
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2.4. Andlise qualitativa dos dados fenotipicos

Para avaliacdo da segregacdo qualitativa da resisténcia da soja ao
nematoide, foram agrupadas as familias com classificacdo R e MR (nota
menor do que 3) e as familias MS e S (nota igual ou superior a 3), e as
proporcdes obtidas foram comparadas com proporcdes esperadas pelo teste

de qui-quadrado.

2.5. Andlise da associagdo Marcador/QTL

A andlise de associagcdo marcador/QTL foi realizada através da
analise de marcadores unicos. Foi realizada a analise de variancia e a
analise de regressdo dos dados das avaliacbes de nematoides (FR, IR e
nota) em relacdo aos escores dos marcadores moleculares com os dados
dos marcadores moleculares. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa GQMol (CRUZ; SCHUSTER, 2004).

Para estudo de associacdo dos marcadores com o fendtipo, foi
utilizada a estratégia de analise de extremos, para a selecdo prévia dos
marcadores candidatos. Os marcadores polimorficos entre 0s genitores
foram amplificados em um conjunto de 30 amostras da populacao de estudo,
divididas em dois grupos, sendo 15 R ou MR e 15 S. Esses dados da
populacdo reduzida foram avaliados pela analise de variancia e de
regressdo em relacdo aos dados de resisténcia aos nematoides de galhas.
Marcadores com associagao significativa nessa populacéo reduzida foram,
entdo, amplificados na populacéo total e as analises, refeitas com os dados

completos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Heranca da resisténcia ao nematoide de galhas da espécie
Meloidogyne javanica na cultivar MG/BR 46 Conquista

Os resultados qualitativos da avaliacdo da resisténcia da soja ao
Meloidogyne javanica estdo apresentados na Tabela 1. A partir da média
das notas visuais do sistema radicular, as familias da populacédo de estudo
foram classificadas em classes de resisténcia. Foram obtidas sete familias
resistentes (R), 25 moderadamente tolerantes (MR), 93 moderadamente
suscetiveis (MS) e 15 suscetiveis (S). Com base nos resultados, foi avaliada
a hipdtese de que a resisténcia seja conferida por dois genes recessivos, e a
presenca de apenas um desses genes resulta no fenotipo de
moderadamente resistente (MR). Além disso, um dos genes € epistatico
sobre o outro, com epistasia do tipo complementar, de forma que o0 segundo
gene apenas contribui para a resisténcia na presenca do primeiro. E as
classes moderadamente suscetivel (MS) e suscetivel (S) ndo possuem o
gene epistatico, de forma que ndo ha expressdo de genes de resisténcia
nessa classe.

Para essa hipotese, as proporcbes esperadas sdo de
12(S+MS):3MT:1T. Os dados observados se ajustaram a essa hipétese (y° =
0.49; P = 0.78), suportando o modelo de dois genes recessivos, com efeitos
epistaticos (Tabela 1). Os gendtipos preditos sdo 1R (aabb), 3MR (aaB_) e
12MS+S (A_bb+A B).

26



Tabela 1 — Resultados observados na avaliagdo da resisténcia da soja a
Meloydogyne javanica em uma populacdo de 140 familias F»:3
derivada do cruzamento entre MG/BR 46 Conquista e CD 204,
genadtipos preditos e frequéncias esperadas para a hipbtese de
resisténcia conferida por dois genes recessivos, epistaticos,
namero de familias esperadas em cada classe fenotipica e teste
de qui-quadrado para a hipotese avaliada

Gendétipos Frequéncia N° )
Classe  Observados ) X P
preditos esperada esperado
R 7 aabb 1 8,75
""""""""""""""""""" aaBb 2
MR 25 22BB 1 26,25
""""""""""""""""""" Aabb 2
MS/S ~ 93+15=108 AaBb 4 105 0,49 78%
AaBB 2
AAbb 1
AABb 2
AABB 1
Total 140 16 140

Embora tenha sido utilizada uma abordagem qualitativa, a expressao
fenotipica da resisténcia € quantitativa. No entanto, isso ndo significa
necessariamente que o controle genético seja complexo ou que envolva
muitos genes, mas simplesmente que as condicfes experimentais s&o
suscetiveis a fontes de variagdo. Assim, plantas com o mesmo genotipo
podem apresentar variagbes de fendtipo entre unidades experimentais,
dentro de certos limites.

A experiéncia na avaliacdo fenotipica da resisténcia da soja aos
nematoides, incluindo Meloidogyne javanica, em geral tem demonstrado que
existe mais consisténcia nos resultados de resisténcia (R), ou de resisténcia
moderada (MR), do que nos resultados de suscetibilidade (S) ou, mesmo, de
suscetibilidade moderada (MS). A partir da hipotese de dois genes
recessivos, epistaticos, é possivel prever que, embora em todas as classes
genotipicas possa haver variabilidade fenotipica, a variabilidade deve ser

menor na classe tolerante (aabb), uma vez que a variacdo dentro dessa
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classe ficara restrita a variacdo possivel dentro do grupo resistente. Ou seja,
essas plantas ndo poderdo ser classificadas como suscetiveis ou, mesmo,
moderadamente suscetiveis, sob as mesmas condi¢cdes experimentais, pois
possuem 0s genes de resisténcia. Na classe moderadamente tolerante,
pode haver variabilidade maior, uma vez que, além da variabilidade
fenotipica esperada dentro desse gendtipo, é possivel que algumas plantas
nao sejam suficientemente infectadas pelos nematoides, ou melhor, algumas
delas com genotipo de classe moderadamente tolerante (aaBB ou aaBb)
possam apresentar fendtipo de classe resistente. Mas é mais raro que
apresentem fenoétipo de classe suscetivel ou de moderadamente suscetivel.

Na classe de plantas com auséncia de genes de resisténcia a
variabilidade esperada, €, portanto, maior, uma vez que, quando forem muito
parasitadas pelos nematoides, apresentardo notas elevadas, sendo
classificadas como altamente suscetiveis ou suscetiveis; quando forem
menos infectadas, apresentardo notas que as classificardo em
moderadamente suscetiveis; e quando forem pouco ou muito pouco
parasitadas, apresentardo fenétipo moderadamente resistente e, até mesmo,
resistente.

Por esse motivo, na avaliagdo da hipotese de dois genes recessivos
de resisténcia, as classes moderadamente suscetivel e suscetivel foram
reunidas em uma Unica classe, uma vez que, do ponto de vista genético,
essas classes ndo possuem genes de resisténcia.

As cultivares de soja do Brasil tém base genética bastante estreita.
Para o carater resisténcia ao nematoide de galhas, basicamente as
cultivares tém a mesma fonte de resisténcia da cultivar americana Bragg
(DIAS et al., 2010; SILVA et al., 2001). Uma vez que o nivel de tolerancia é
transferido as variedades descendentes, mantendo o mesmo nivel, € de se
esperar que a tolerancia seja controlada por pequeno numero de genes de
efeito maior, mesmo que a expresséao fenotipica seja quantitativa.

A Cultivar MG/BR 46 Conquista é essencialmente derivada de Bragg
(MIRANDA, 2005). Essa cultivar foi obtida do cruzamento entre Lo 75-4484
(Selecao de Bragg) com Numbaira (MR para Meloidogyne incognita e S para
Meloidogyne javanica).
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Silva et al. (2001) realizaram estudos de herancga da tolerancia ao
nematoide de galhas utilizando a cultivar resistente CD 201 e a Pl 595099
cruzando com BRS 133, suscetivel ao Meloidogyne spp. Concluiram que na
CD 201 a tolerancia teve heranca quantitativa e foi controlada por efeitos
aditivos, de dominéncia e epistaticos do tipo aditivo por aditivo. Na PI
595099, foram identificados dois genes complementares de tolerancia e
auséncia de dominancia, de acordo com os dados encontrados neste
estudo.

Luzzi et al. (1994) identificaram que a moderada tolerancia da cultivar
Forest é determinada por um unico gene (Rmil/rmil), localizado no grupo de
ligacdo. Porém, nesse caso o alelo dominante foi o responsavel pela
moderada tolerancia. Auséncia de efeitos de dominancia também foi
detectada em outros trabalhos afins, como nos cruzamentos entre o0s
genadtipos de soja CNS e Jackson, inoculados com M. arenaria (LUZZI et al.,
1995); e Pl 96354 e Pl 417444, inoculados com M. incognita (LUZZI et al.,
1994). Diferentes genes condicionam a resisténcia nos diferentes genotipos
que, quando cruzados, podem apresentar segregacgao transgressiva.

Compreender a heranca da resisténcia de determinada caracteristica
que se deseja estudar é extremamente importante na conducdo dos
programas de melhoramento. Para a heranca da resisténcia identificada de
dois genes epistaticos e recessivos, a eficiéncia de selecdo em geracdes
precoces deve ser alta, uma vez que apenas plantas homozigotas sao

resistentes.

3.2. Marcadores moleculares e analise de QTLs

Na Figura 3 estdo apresentadas as distribuicdes de frequéncia das
caracteristicas nota e fator de reproducao (FR). A distribuicdo de frequéncia
do indice de reproducéo (IR) é a mesma do FR, pois é resultado da divisao

deste por uma constante.
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Figura 3 — Distribuicdo da frequéncia das notas para formacéo de galhas (A)
e do fator de reproducdo (B) provocados pelo nematoide
Meloidogyne javanica nas raizes das familias F,3 oriundas do
cruzamento de MG/BR 46 Conquista x CD204. Os valores
observados nos genitores estao indicados nos graficos.
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Observou-se que a frequéncia de notas iguais ou superiores a 3,0 é
bastante elevada em comparagdo com notas menores do que 3,0. Esse
resultado € coerente com o fato de que o controle genético é recessivo, e
notas abaixo de 3,0 indicam resisténcia ou moderada resisténcia. Para o
fator de reproducdo, apenas quatro familias apresentaram FR menor do que
15, e apenas 17 familias exibiram FR menor do que 20, indicando também
gue o controle genético do FR é exercido por genes/QTLs recessivos.
Também, verificou-se que, para o fator de reproducédo igual ou superior a
20, a frequéncia de observacdes aumenta drasticamente, 0 que sugere que,
nas condi¢Oes experimentais, FR igual a 20 possa ser o ponto de corte que
separa geneticamente familias com maior ou menor suscetibilidade a
reproducdo do nematoide.

A correlacdo entre a nota e o fator de reproducéo foi de 0,57 (P<0,01
pelo teste F). Uma vez que existe correlagdo significativa entre as
caracteristicas e que a analise da nota visual do sistema radicular € mais
simples nos programas de melhoramento que utilizam selecdo fenotipica
para resisténcia ao Meloidogyne javanica, entdo basta realizar a selecao a
partir da nota visual. Plantas com notas mais baixas apresentardo fator de
reproducao menor.

Entre os 281 marcadores analisados, 32 marcadores foram
polimorficos (12%) entre os parentais MG/BR 46 Conquista e CD 204. Entre
0s 20 grupos de ligacédo da soja (CREGAN et al., 1999), foram identificados
marcadores polimérficos em 16 grupos (Tabela 2). Desses, apenas trés
marcadores (Satt335, Sattl14 e Satt374) foram significativos na analise dos
individuos extremos da populagédo, todos do grupo de ligacdo F. Esses
marcadores foram utilizados na avaliacdo da populacdo completa. A analise
desses marcadores para a presenca de QTLs iniciou-se pela analise de
marcadores unicos, utilizando analise de variancia e de correlacdo de cada
marcador, em relacdo a nota de galhas.

Na analise de varidncia das caracteristicas nota e fator de
reproducdo, considerando os genétipos dos marcadores como tratamentos,
os trés marcadores utilizados na avaliagdo da populacdo completa foram
significativos para nota, enquanto para FR os marcadores Satt335 e Satt114
foram significativos (Tabela 3). O marcador mais informativo foi Satt335, com
R? de 26,1% para nota e 11,1% para FR. Ou seja, a variacdo no genétipo
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desse marcador foi responséavel por 26,1% da variacdo na nota de galhas do
sistema radicular e por 11,1% da variagcdo no fator de reproducdo do

nematoide.

Tabela 2 — Lista de marcadores polimérficos entre os parentais da populagéo
segregante MG/BR 46 CONQUISTA x CD204

Marcador GL Marcador GL
Satt545 Al Satt114 F
Satt233 A2 Satt335 F
Satt429 A2 Satt374 F
Sat_085 C1 Satt423 F
Satt476 C1 Sat_308 G
Sat_402 C2 Satt163 G
Sat_106 Dla Satt191 G
Satt147 Dla Satt199 G
Sat_279 D1b Satt275 G
Satt274 D1b Satt181 H
Satt216 D1b+W Satt182 L
Sat 001 D2 Satt229 L
Satt186 D2 Satt220 M
Satt386 D2 Satt336 M
Satt574 D2 Satt257 N
Sat_107 E Satt477 O

G. L. — Grupo de Ligacao.

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia e da analise de regressao das
caracteristicas nota e fator de reproducdo de Meloidogyne
javanica, em funcdo dos gendtipos dos marcadores moleculares

Marcador F (Anova) P(F) Anova P(F) regresséo R 2

Satt335 24,2449 <0,001 <0,001 26,1%

Nota Satt114 21,6635 <0,001 <0,001 24,4%
Satt374 4,5743 0,0119 0,012 6,3%

Satt335 8,5544 <0,001 <0,001 11,1%

Fator de
. Satt114 4,9066 0,008 0,009 6,8%
reproducéo

Satt374 0,7923 1,0 1,0 1,1%

32



Na analise de regressdo mudltipla para a nota de galhas, os
marcadores Satt335 e Satt114 foram significativos (P = 0,017) e explicaram,
em conjunto, 28,8% da variacdo na nota de galhas. Para o fator de
reproducdo, ndo foi possivel incluir mais de um marcador na analise de
regressdo multipla. Os valores de beta foram positivos, tanto na regressao
simples quanto na regressao multipla, para nota e FR. Uma vez que o
gendtipo de MG/BR 46 Conquista foi codificado como zero e o gendtipo de
CD 204 como 2, os resultados indicam que o alelo que diminui os valores de
nota e de FR é proveniente de MG/BR 46 Conquista.

A andlise de regresséo multipla pelo procedimento stepwise inclui no
modelo apenas marcadores que complementam seus efeitos. No caso dos
trés marcadores avaliados, todos estdo ligados no grupo de ligacdo F da
soja. Para permanecerem significativos no mesmo modelo de regressao
multipla, é necessario que esses marcadores estejam ligados a QTLs
diferentes no mesmo grupo de ligacdo ou, quando ligados ao mesmo QTL,
gue estejam flanqueando o QTL, sendo ambos 0os marcadores necessarios
para a selecéo.

A analise de mapeamento de QTLs através da andlise de intervalos
confirmou que existe um QTL para a formagédo de galhas em soja (nota de
galhas) devido a infecgdo por Meloidogyne javanica, localizado no intervalo
entre os marcadores Satt335 e Satt114 (Figura 4A). Esse QTL explica 28,6%
da variacdo nas notas de galhas (Tabela 4).

Para o fator de reproducdo, h4 um QTL na posicdo do marcador
Satt335 (Figura 4B). Esse QTL explica 10,5% da variacdo no fator de
reproducdo do nematoide. Para a nota, o sinal positivo do grau médio de
dominancia (d/a) indica que ha dominéancia no sentido de aumento da nota,
mas a dominancia ndo é completa. Para a caracteristica fator de
reproducao, ha auséncia de dominancia no QTL identificado (d/a = 0).

O gene/QTL identificado esta localizado no meio do intervalo entre os
marcadores Satt335 e Sattl14, a 7 cM de cada marcador. Assim, ndo ha
preferéncia no uso de um ou outro marcador na selecdo assistida por
marcadores moleculares, e preferencialmente o uso de ambos o0s
marcadores aumenta a seguranca de que o gene/QTL estard sendo
selecionado também. Na Figura 5A esta apresentada a distribuicdo de
frequéncia das classes fenotipicas de resisténcia ao nematoide M. javanica
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nos grupos de plantas F,, agrupadas pelo gendétipo dos marcadores Satt335
e Sattll4. Observa-se que, para ambos os marcadores, as plantas com
genotipo do genitor tolerante (MG/BR 46 Conquista) contém a maior
guantidade de plantas tolerantes e moderadamente tolerantes, enquanto os
fendtipos suscetiveis e moderadamente suscetiveis estdo concentrados nos
genaotipos heterozigoto e homozigoto iguais ao genitor suscetivel (CD 204).
Nenhuma planta com fendétipo tolerante foi observada no grupo com
gendtipo homozigoto igual ao genitor suscetivel para ambos os marcadores.

Considerando a utilizacdo conjunta dos dois marcadores na selecao
para a resisténcia ao Meloidogyne javanica, torna-se mais evidente a
concentracéo de plantas resistentes e moderadamente resistentes no grupo
com ambos os marcadores homozigotos iguais a cultivar MG/BR 46
Conquista e de plantas suscetiveis e moderadamente suscetiveis no grupo
com ambos os marcadores homozigotos iguais a CD 204 (Figura 5B).

Na populacdo de estudo, levando-se em conta que apenas 0s
gendtipos homozigotos iguais a MG/BR 46 Conquista devem ser
selecionados e que se esperam nas plantas selecionadas para esse
genaotipo apenas plantas tolerantes e moderadamente tolerantes, a eficiéncia
de selecé&o utilizando o marcador Satt335 foi de 81%, enquanto a eficiéncia
de selecdo usando o marcador Sattl14, de 74% (Tabela 5). O emprego
conjunto dos dois marcadores teve eficiéncia de selecdo de 83%. Embora o
valor da eficiéncia de selecdo com a utilizagdo de ambos os marcadores
tenha sido préximo ao da eficiéncia de sele¢do utilizando apenas o marcador
Satt335, é recomendavel o uso de dois marcadores flanqueando o gene-
alvo, a fim de evitar diminuir a probabilidade de perda do gene pela
recombinacéo.

Uma vez que o estudo de heranca revelou que o controle genético da
infeccdo radicular por Meloidogyne javanica € dado por dois genes, ainda é
necessario identificar, para essa fonte de resisténcia, marcadores
moleculares ligados ao outro gene de resisténcia. A selecdo para os dois
genes deve aumentar a eficiéncia de selecao para niveis proximos de 100%,
uma vez que os erros de selecao (em torno de 20% para esses marcadores)
séo devidos a recombinacéo entre os marcadores e 0 gene e também a falta
do segundo gene, isso porque apenas um gene esta sendo selecionado com
esses marcadores.
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Tabela 4 — Caracterizacdo do QTL para nota de galhas e fator de reproducéo de Meloidogyne javanica em soja

Caracteristica GL Intervalo Posicdo ©~ LR LRecritico * R? a d d/a
Nota F Satt335-14 cM - Sattl14 7cM 53,9 18,7 28,6% 0,45 0,13 0,29
FR F Satt335 - 14 cM - Sattl14 1cM 15,7 11,3 10,5% 0,09 0,0 0,0

*Posi¢do mais provavel do QTL, em relagdo ao primeiro marcador (Satt335).

*Valor critico da razdo de verossimilhanca para o teste de significancia a 5% de probabilidade, utilizando o teste de permutacao
com 1.000 permutacdes.



K T Nota
405 — =
7 =+ \
T hy, R
. Critico
135 — \‘“.__
| Satt335 Satt114 Sati374
K - MWL - POPRPIL. .
0 10.2 205 30.7 aM
LR
v o
T % Fator de
T Reproducio
B
13.76—T LR
; Critico
85 T ;
425 T
{81033 Satt114 555&13?4
i i | | | |
0 e = S e —— M
0 02 20.5 _ 30.7 4

Figura 4 — Andlise de intervalo simples das caracteristicas nota (A) e fator de
reproducdo (B), resultantes da infeccdo de uma populacdo
segregante de soja inoculada com Meloidogyne javanica. LR
Critico = razédo de verossimilhanca critica para o nivel de
significancia a 5% de probabilidade, pelo teste de permutacéo,
com 1.000 permutacoes.
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Fendtipo das plantas F2 e gendtipo dos marcadores
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Fenotipo das plantas F2 e genétipo conjunto dos mar ~ cadores

Figura 5 — Distribuicdo das classes fenotipicas para resisténcia ao

nematoide Meloidogyne javanica e relacdo com o gendétipo dos
marcadores Satt355 e Satt114: (A) Distribuicdo em relacdo a cada
marcador individual. (B) Distribuicdo considerando ambos os
marcadores simultaneamente. O alelo m do marcador é
proveniente de MG/BR 46 Conquista e o alelo M, de CD 204.
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Tabela 5 — Eficiéncia de selecdo para a resisténcia ao Meloidogyne javanica
com a utilizacdo dos marcadores Satt335 e Sattl14. O alelo m é
proveniente de MG/BR 46 Conquista e o alelo M, de CD 204

Marcador Gendtipo T+MT MS+S  Eficiéncia de sele¢éo
mliml 21 16
Satt335 81%
M1_ 11 92
m2m?2 19 23
Satt114 74%
M2_ 12 83
mlmlm2m?2 16 12
Satt335+Satt114 83%
M1 _M2_ 8 79

Considerando que o germoplasma brasileiro de soja resistente aos
nematoides de galhas possui base genética estreita, esses marcadores
podem potencialmente ser utilizados em todo o germoplasma brasileiro para
selecao para Meloidogyne javanica em soja. A busca por outros marcadores
ainda sera necessaria para selecionar os outros loci de resisténcia. O uso
dos marcadores Satt335 e Sattl14 permitirA o aumento da frequéncia e, ou,
monitoramento de linhagens resistentes com a selecdo por meio dos
marcadores.

Com base nos resultados apresentados, pode-se recomendar 0 uso
dos marcadores Satt335 e Sattl14 para selecdo de plantas resistentes ao
nematoide de galhas da espécie Meloidogyne javanica.

Estudos com o objetivo de identificar marcadores microssatélites
relacionados a resisténcia ao Meloidogyne javanica foram realizados. Essa
regido no mapa da soja foi mapeado anteriormente por Tamulonis et al.
(1997), que identificaram, estudando uma populacdo derivada do parental
resistente PI1230977, o marcador B212-1, no grupo de ligacdo F, como
associado a resisténcia ao Meloidogyne javanica. Silva et al. (2001),
estudando a resisténcia da cultivar CD 201, identificaram possiveis genes de
resisténcia proximos aos alelos Satt133 (GL A2) e Satt266 (GL D1b). Para a
P1595099, foi identificado o marcador SOYHSP 176 (GL F), também como
associado a resisténcia ao nematoide Meloidogyne javanica. Fuganti et al.
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(2004) identificaram marcadores em uma populacdo de cruzamento
utilizando também a PI595099 como parental resistente. Os loci Sattl144,
SOYHSP 176 e Satt423, todos do grupo de ligacdo F, foram associados.

A identificacdo de marcadores associados as caracteristicas de
interesse auxilia a selecéo de plantas nos Programas de Melhoramento de
Soja e, posteriormente, a obtencdo de plantas com as caracteristicas
desejadas de forma mais rapida e eficiente, permitindo a obtencdo de
cultivares mais competitivas no mercado brasileiro.

Estudo de populacdes segregantes, como a analisada, permite a
compreensao do mecanismo genético para resisténcia aos nematoides de
galhas, além de auxiliar na identificacdo de novas fontes de resisténcia para
futura piramidacao de genes.

A utilizagdo de marcadores moleculares na selegdo assistida em
programas de melhoramento é possivel apds a validagdo dos marcadores
para o germoplasma local. Com os resultados deste trabalho, pode-se
validar a utilizacdo do marcador Satt335 na selecdo de plantas resistentes
ao nematoide Meloidogyne javanica. Esse marcador ndo havia sido relatado
na literatura como ligado a resisténcia a esse nematoide. A regido do grupo
de ligacdo (GL) de F na soja ja havia sido identificada como potencial
presenca de genes de resisténcia, e neste trabalho essa informacao foi
confirmada.

A selecédo assistida por marcadores moleculares para resisténcia a
nematoides pode acelerar o trabalho do melhoramento e ser realizada nas
fases iniciais dos programas, além de nao requerer a manutencdo da
populacdo dos nematoides, multiplicacdo e inoculacédo das plantas a serem
avaliadas (FERRAZ, 2001). Com isso, maior numero de plantas pode ser
avaliado, principalmente em fases iniciais, aumentando a eficiéncia dos
Programas de Melhoramento de Soja. Uma vez que a selecéo assistida por
marcadores moleculares ndo apresenta eficiéncia absoluta, as linhagens
selecionadas pelos marcadores moleculares precisam ser confirmadas pela
avaliacdo fenotipica. Mas pode-se reduzir bastante a quantidade de
linhagens a serem avaliadas fenotipicamente, selecionando apenas as que
possuem alelo de resisténcia para o marcador molecular. Essas linhagens

possuem a maior probabilidade de serem resistentes.
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A selecdo assistida por marcadores geralmente envolve a anélise de
muitos marcadores e individuos, porém, depois de identificado e validado um
marcador para determinado programa de melhoramento de plantas, a
selecdo ira auxiliar na selecao precoce e rapida de potenciais materiais com
a frequéncia dos alelos de interesse. No caso deste estudo, para resisténcia
ao nematoide de galhas Meloidogyne javanica, podem-se usar o Satt335 e o
Sattl14 para confirmar e, ou, monitorar a presenca do QTL de resisténcia

nas linhagens em desenvolvimento.

40



4. CONCLUSOES

- Foi observada correlacdo positiva entre a variavel nota para
formacao de galhas nas raizes e fator de reproducéo.

- A resisténcia ao nematoide Meloidogyne javanica da variedade
MG/BR 46 Conquista é conferida por dois genes recessivos com efeitos
epistaticos.

- A resisténcia completa é obtida por dois genes recessivos, sendo
um dos genes epistatico. Para ser resistente, a planta precisa ser duplo
homozigoto (aabb). Na auséncia do bb, o gendtipo aa resulta em
moderadamente resistente. O gendtipo bb sem a presenca do aa nao
confere nenhuma resisténcia.

- Os marcadores Satt335 e Sattl1l4 estdo ligados a um gene/QTL
recessivo que confere resisténcia ao nematoide Meloidogyne javanica. Esse
marcador esta associado a 28,6% da resisténcia da soja ao nematoide.

- O uso dos marcadores Satt335 e Sattl1l4 combinados permite o
aumento e, ou, manutencdo da frequéncia dos genes de resisténcia na

selecéo de linhagens nos Programas de Melhoramento de Soja.
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DE MARCADORES SNPs ASSOCIADOS A
RESISTENCIA GENETICA AO Meloidogyne javanica EM SOJA
ATRAVES DE POPULACAO NAO ESTRUTURADA

RESUMO

Os fitonematoides Meloidogyne javanica s&o de ampla ocorréncia e
responsaveis por perdas significativas em lavouras de soja. O uso de
materiais resistentes tem sido apontado como a principal forma de controle
da doenca causada por esse patogeno. Estudos de populacdes néo
estruturadas sdo recomendados para identificacdo de novas fontes de
resisténcia, pois as associacdes marcador x gene/QTLs estdo mais
fortemente associadas devido ao desequilibrio de ligacdo presente na
populacdo. Além disso, novas fontes de resisténcia podem ser identificadas.
O objetivo deste estudo foi identificar marcadores moleculares do tipo SNPs
associados a resisténcia ao Meloidogyne javanica em soja e promissores
para uso em Selecdo Assistida por Marcadores (SAM). Primeiramente,
foram escolhidas 124 cultivares de soja como populagcéo deste estudo. Foi
realizada analise fenotipica em casa de vegetacdo, em condicdes
controladas na Cooperativa Central de Pesquisa Agricola — COODETEC, em

Cascavel, PR. As plantas foram inoculadas e, apds 30 dias, foi atribuida uma
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nota para cada planta, em funcdo da formacao de galhas nas raizes: nota 1:
< 10% do sistema radicular com pequenas galhas; nota 2: 10-25% do
sistema radicular com galhas, sendo a maioria galhas pequenas; nota 3: 26-
50% do sistema radicular com galhas, muitas delas grandes; nota 4: 51-90%
do sistema radicular com galhas, sendo a maioria galhas grandes; e nota 5:
91-100% do sistema radicular com galhas grandes e algumas raizes
apodrecidas. O DNA desses materiais foi extraido e enviado para
genotipagem na empresa DeOxi Biotecnologia, em Aracatuba, SP. Foi
utilizada a plataforma lllumina iScan, em que 6.000 SNPs foram testados em
cada amostra. Os dados estatisticos de associa¢do foram obtidos através do
software SVS Golden Hélix. Apos a analise de qualidade dos dados com
base no call rate das amostras e SNPs, foi realizado um teste de associagéo
marcador x fendtipo de interesse. Entre os marcadores testados, 12
localizados no cromossomo 13 (grupo de ligagdo F) foram identificados
como associados a resisténcia genética ao Meloidogyne javanica (P<0,0001)
em soja. Essa regido do genoma soja também foi identificada no estudo
baseado em populagéo estruturada apresentado nesta tese, confirmando
essa regido do genoma da soja como fortemente associada a resisténcia ao
Meloidogyne javanica.

Palavras-chave: Nematoide de galhas; Glycine max (L.) Merrill; SNPs,

desequilibrio de ligacéo.
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ABSTRACT

The root-knot nematode Meloidogyne javanica is widely spread and
responsible for significant losses in soybean. Resistant materials have been
appointed as the main control method of the disease. Studies with
unstructured populations are recommended to identify sources of resistance,
because the associations between markers and QTLs are strongly
associated and also new sources of resistance can be identified. The
objective of this study was to identify SNPs markers associated to resistance
to Meloidogyne javanica in soybean to be used in Marker Assisted Selection
(MAS). First of all, 124 soybean cultivars were chosen. Phenotypic analysis
was conducted in a greenhouse under controlled conditions in Cooperativa
Central de Pesquisa Agricola — COODETEC, Cascavel/PR. Plants were
inoculated and after thirty days it was assigned a score for each plant
according to galls formation on roots: Score 1. < 10% of root system with
small galls; Score 2 : 10-25% of root system with galls and with majority of
small galls; Score 3: 26-50% of root system with many large galls; Score 4:
51-90% of root system with galls and most being large galls; note 5: 91-100%
of root system with large galls and some rotted roots. DNA was extracted and
sent to DeOxi in Aracatuba/SP for genotyping data analysis with lllumina
iIScan platform. For material genotyping, 6.000 SNPs were tested for each
sample. Statistical association data were obtained from Golden Helix SVS

software. After data quality analysis based on the call rate of SNPs and
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samples, an association test was performed. Among the tested markers, 12
of them located on chromosome 13 (linkage group F) have been identified as
associated with genetic resistance to Meloidogyne javanica (P < 0.0001) in
soybean. This region in the soybean genome was also identified in the study
based on structured population presented in this Project, confirming this
region of the soybean genome as strongly associated with resistance to
Meloidogyne javanica.

Keywords: Root-knot nematode; Glycine max (L.) Merrill; SNPs, linkage

disequilibrium.
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1. INTRODUCAO

O primeiro registro de soja (Glycine max (L.) Merrill) no Brasil é de
1882, na Bahia. De |4 para os dias atuais ocorreu notavel expansao no
cultivo dessa cultura (SILVA et al.,, 2001). A soja € uma das principais
commodities mundiais. O preco de venda do grdo é baseado em
negocia¢des nas principais bolsas de valores do mundo. Até o momento, o
Brasil segue como o segundo maior produtor mundial de soja, apesar de
essa cultura ser destaque de produtividade na safra 2012/2013, com
crescimento de 10,7% (2,68 milhdes de hectares), passando de 25,04 para
27,72 milhdes de hectares (CONAB, 2013).

Muitos fatores podem interferir no aumento crescente de
produtividade da soja. Os principais fatores que interferem nos ganhos de
produtividade séo as doencas, principalmente as de dificil controle, como no
caso das causadas por nematoides. Entre aqueles que causam danos a
soja, destacam-se 0 nematoide de cisto, Heterodera glycines, o nematoide
de galhas (Meloidogyne spp.), 0 nematoide reniforme (Rotylenchulus
reniformis) (SCHMITT; NOEL 1984) e, mais recentemente, o nematoide das
leses radiculares Pratylenchulus brachyurus.

Entre os fitonematoides, o Meloidogyne javanica se caracteriza por
formar galhas nas raizes das plantas, interferindo no seu desenvolvimento,
de forma que a produtividade € afetada. Assim, 0 manejo para evitar perdas

de produtividades é essencial (MATSUO et al., 2012). Normalmente, os
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sintomas desse patdgeno sao mais frequentes em solos arenosos e leves,
sendo mais severos em ocasido de déficit hidrico, porém anos chuvosos
favorecem sua disseminacdo (COSTAMILAN, 2000).

Esses patdgenos ndo causam perdas somente devido ao dano nas
raizes, mas também porque permitem que outros organismos de solo como
fungos e bactérias penetrem as raizes mais facilmente.

O controle dos nematoides nao é facil porque os ovos ficam viaveis
no solo por longos periodos de tempo. Dessa forma, além da rotacdo de
culturas, a utilizagdo de cultivares tolerantes ou resistentes é extremamente
recomendada como medida de controle (FERRAZ, 2001). Além disso, 0 uso
de cultivares resistentes resulta na reducdo da populacdo no solo,
diminuindo, assim, o inéculo para os proximos cultivos (SILVA et al., 2001).
As plantas podem ser resistentes ou tolerantes aos patdégenos. A resisténcia
€ uma reacdo de defesa da planta, resultante da soma de fatores
hereditarios, definida como a capacidade de uma espécie ou cultivar de
reduzir o desenvolvimento do patdgeno e da doenca. Para os nematoides, a
resisténcia de plantas esta relacionada a redugdo no desenvolvimento e
reproducdo do nematoide nas raizes, reduzindo, assim, a fonte de inéculo no
solo. A tolerancia € utilizada para definir a capacidade de uma espécie ou
cultivar de se desenvolver bem e produzir mais que outra exposta a mesma
intensidade da doenca; dessa forma, nas plantas tolerantes ndo ha injaria,
mesmo sob alta infeccéo (SILVA et al., 2001).

Estudos de identificacdo de genes associados a resisténcia aos
nematoides sdo de fundamental importancia na busca por variedades
comerciais resistentes (WENDLAND, 2004). Ferramentas de biologia
molecular disponiveis atualmente permitiram grande avango no uso dessas
técnicas nos programas de melhoramento para selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM). Os marcadores SNPs sdo o0s que
apresentam maior potencial de uso no momento, pois permitem variados
estudos com quantidade muito grande de marcadores, essencial para a
construcéo e identificacdo de marcadores associados a caracteristicas de
interesse.

Identificar SNPs informativos e associados a caracteristicas

agron6micas de interesse contribuira para aumentar a eficiéncia e eficacia
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da selecao de plantas (HA et al.,, 2007), sendo extremamente importante
para os Programas de Melhoramento Genético de Soja, pois, dessa forma, é
possivel aumentar a frequéncia de alelos de interesse, alelos esses
responsaveis pelo fenétipo desejado, reduzindo-se, assim, tempo e recursos
necessarios para o desenvolvimento de uma nova cultivar ou hibrido.

A selecdo assistida por marcadores tem muitas vantagens
quando comparada com a analise fenotipica. Através de marcadores
associados, é possivel fazer a selecao de linhagens desejadas nas primeiras
geracbes das populacbes de cruzamento, em estagios iniciais de
desenvolvimento da planta, reduzindo recursos necessarios para as analises
fenotipicas. Também, € possivel realizar multiplos ciclos de selecdo em um
ano (HA et al., 2007) e diminuir o custo de trabalho associado a manutencéo
do in6culo, além de eliminar a dependéncia sobre a ocorréncia natural de
praga ou do agente patogénico (MOHAN et al., 1997). O uso efetivo dessa
ferramenta nos programas de melhoramento tem aumentado. No entando,
muitos fatores podem interferir no sucesso da aplicacdo, a exemplo da
correta determinagdo de marcadores que estdo intimamente ligados com
QTL para a caracteristica desejada.

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) sdo o0s marcadores
baseados na identificacdo de polimorfismos de um Unico nucleotideo em
regibes do DNA expressas ou ndo. Utilizando esses marcadores, € possivel
detectar a substituicdo de uma Unica base nucleotidica por outra, 0 que
representa o tipo de polimorfismo mais minucioso entre quaisquer alelos
(CAIXETA, 2009). Outra vantagem €é que os SNPs sdo considerados
estaveis na evolugcdo das espécies, permitindo, assim, a sua utilizacdo em
estudos de genética de populagbes (JIN et al., 2003). Os SNPs foram
considerados por Schork et al. (2000) os melhores marcadores para uso em
estudos de genética de associacdes, devido a alta frequéncia, ampla
distribuicio em todo o genoma e adequacdo para genotipagem
automatizada (high-throughput). Grimm et al. (1999) estimaram a frequéncia
de SNPs em soja de 3,4 por kilobase em aproximadamente 18.000 bases da
sequéncia de DNA obtidos a partir de 18 genotipos, que eram 0s ancestrais

das modernas cultivares de soja da América do Norte.
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Para a associacdo fendtipo/marcador, o desequilibrio de ligacao
presente nos genomas é fundamental. O Desequilibrio de Ligacéo (DL) é a
ocorréncia de gametas com frequéncias diferentes daquelas esperadas em
populacdes de segregacdo independente, e, dessa forma, dois ou mais
alelos estdo ligados em uma frequéncia maior do que a esperada, néo
ocorrendo recombinagéo conforme probabilidades esperadas. A associagéo
de um marcador com um alelo que confere resisténcia a determinada
caracteristica fenotipica de interesse sera fortemente mantida se a
populacdo em estudo estiver em desequilibrio de ligacdo. Isso ocorre porque
a recombinacgdo genética entre o marcador/gene ou alelo de interesse ocorre
em frequéncia menor do que a esperada, e, assim, a associacao € mantida,
nao gerando falsos positivos ou negativos. Essa recombinacdo génica é
capaz de reduzir a extensdo do desequilibrio de ligacdo em uma regido
gendbmica. Segundo Ferreira e Grattapaglia (2009), o desequilibrio de
ligacdo € maior nas regides pouco densas do genoma, com recombinacdes
mais raras, € menor nas regides ricas em genes, com maior taxa de
recombinacéo.

A localizacdo de um QTL em relagdo a um marcador molecular é
diretamente proporcional ao niumero de meioses ocorridas na populacédo de
mapeamento. Isso significa que depende da recombinacéo entre o marcador
e o loco que controla a caracteristica de interesse. Dessa forma, as anélises
de ligacdo baseadas em populacbes experimentais, como retrocruzamento,
F. e RILs, apresentam menor resolucdo que analises de associacdo em
populacdes ndo estruturadas, em que muitas geracdes de recombinacéo
ocorreram entre marcador e QTLs. Assim, somente marcas fortemente
ligadas aos QTLs permanecem associadas apds sucessivas geracoes
(FLINT-GARCIA et al., 2003).

Como a analise de associacao utiliza a informacdo dos cruzamentos
reais realizados na obtencdo das populacbes, o0s gendtipos sé&o
diversificados e o0s genes relevantes (adaptacédo etc.) devem estar
segregados em tais populagbes. As informacfes sdo mais detalhadas em
um grande numero de linhagens e variedades, sendo essas informacdes
valiosas para o melhoramento de plantas (HIRSCHHORN; DALY, 2005).
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O uso de populagdes naturais para mapear caracteres de interesse,
através de mapeamento por associagcdo, tem como grande vantagem o
potencial de mapear QTLs com maior resolucdo, uma vez que se aproveita
dos eventos de mutacédo e recombinacdo acumulados ao longo do tempo na
populacdo para analisar um fenoétipo. Além disso, dezenas de alelos podem
ser acessadas simultaneamente; assim, para uma mesma genotipagem,
diversas caracteristicas de interesse podem ser estudadas (GUPTA et al.,
2005).

Para os melhoristas, o mapeamento por desequilibrio de ligagdo (DL)
é interessante, pois permite o desenvolvimento de variedades comerciais
simultaneamente. Grande numero de avaliacdes fenotipicas € requerido
para a construcdo de mapas, que também sao feitas rotineiramente nos
programas de melhoramento de plantas ao longo dos varios anos, como 0s
proprios ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU). Assim, esses dados
podem ser utilizados na busca para identificar genes ou marcadores
associados aos fenotipos de interesse (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2009).

Através da analise dos dados, podem-se detectar combinacdes
complexas (mesmo interacdes epistaticas) entre alelos em varios loci. Isso
pode ser dificil de isolar e validar usando outra abordagem de mapeamento.
Outra vantagem do uso do DL € devida a validacdo dos marcadores. No
mapeamento por ligacdo, a validacdo dos marcadores é realizada em outras
populacbes além da populacdo de mapeamento original, para garantir que
os alelos selecionados tenham efeito similar em diferentes backgrounds
genéticos. No mapeamento por DL, essa validagcdo ndo € necessaria. Isso
ocorre devido a maior variacdo alélica presente na populacdo utilizada no
mapeamento por DL (MACKAY; POWELL, 2007).

Esses estudos de associacdo baseados em desequilibrio de ligacao
devem ser realizados em populacdes naturais, cole¢cdes de germoplasma e
conjunto de materiais-elite, entre outros, e ndo através de populacdes
estruturadas. No caso de mapeamento de populagbes estruturadas, foi
observado que os QTLs identificados em uma populacdo de mapeamento
em particular podem néo ser eficazes em diferentes origens (LIAO et al.,
2001), devido a efeitos do background genético. Para experimentos de

mapeamento de QTLs, séo utilizados parentais que sao contrastantes para
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determinado fenotipo. Nessa abordagem, ao utilizar outra populagcdo, um ou
ambos 0s progenitores podem possuir alelos que sdo semelhantes ou,
mesmo, idénticos. Nesse caso, o efeito de um QTL pode ser insignificante
quando utilizado para introgressdo em variedades-elite. Em outros casos, 0
efeito de um QTL pode ser diferente, dependendo da origem genética,
devido as interacdes com outros loci ou epistasia (HOLAND, 2001; LI, 2000).

Estudos de associacdo podem ser utilizados para refinar a localizacao
do QTL previamente identificado através da analise de ligacdo. Em algumas
situacdes, dependendo de fatores como espécie, histérico de domesticacéo
e selecdo, o mapeamento por andlise de ligacdo pode ser mais indicado que
0 mapeamento por associacdo, como no caso de alelos raros. Estudos de
associacao para fenotipos de interesse em plantas podem ser realizados em
duas estratégias. A primeira esta baseada em todo o genoma com uma
populacdo ndo estruturada e desequilibrio de ligagdo. A outra estratégia esta
baseada em genes candidatos, em que sdo desenvolvidas populacdes de
cruzamento para estudo de genes raros ou ja conhecidos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 2009).

Considerando as duas abordagens de associac¢do genétipo x fenaotipo,
0 objetivo deste estudo foi identificar SNPs associados a genes/QTLs de
resisténcia ao Meloidogyne javanica em um grupo de cultivares de soja, para
uso em Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares (SAM), no
melhoramento genético da soja.
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2. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Centro de Pesquisas ElI6i Gomes,

da Coodetec, em Cascavel, PR.

2.1. Material genético e delineamento estatistico

Foi utilizado neste estudo um grupo de 124 cultivares de soja, entre
cultivares que foram importantes no mercado brasileiro nas décadas de 1980
e 1990, e cultivares comerciais mais recentemente utilizadas, visando obter
maior variabilidade possivel para a caracteristica em estudo. O
germoplasma mais antigo foi obtido do Banco Ativo de Germoplasma da

Coodetec.

2.2. Desempenho fisiologico para resisténcia ao nem  atoide de galhas

Para avaliacdo fenotipica, foi utilizado o in6culo de Meloidogyne
javanica obtido de raizes de plantas da cultivar CD 206, segundo
metodologia de Bonetti e Ferraz (1981), sendo essa cultivar bastante
suscetivel e utilizada para manutencédo e multiplicacdo do mesmo inéculo em
casa de vegetacdo. Apos a lavagem das raizes, estas foram trituradas em
liquidificador por 30 seg com solucdo de 0,5% de hipoclorito de sodio. A
solugdo foi peneirada utilizando-se peneiras de 500, 260 e 60 mesh,
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dispostas uma sobre a outra. Os ovos foram coletados na peneira de 500
mesh e quantificados para preparo do in6culo (BONETTI; FERRAZ, 1981).

Para cada uma das cultivares, sete sementes foram semeadas
individualmente em tubetes plasticos, de 4 cm de diametro por 20 cm de
comprimento. Nos tubetes, foi utilizado o substrato composto por 1/3 de solo
e 2/3 de areia. Os tubetes foram colocados em baldes contendo areia (12
tubetes por balde), de forma a obter uma planta por tubete, com sete
repeticbes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. A
inoculacdo dos ovos do nematoide foi realizada a partir de perfuragbes no
solo ao redor da haste da planta, e em seguida foram injetados nesses
orificios 5.000 ovos por planta. Apos a inoculacdo, os orificios foram
cobertos com solo esterilizado.

As avaliacbes foram realizadas 30 dias apds a inoculagdo. Para
avaliagdo, as plantas foram retiradas dos tubetes e as raizes,
cuidadosamente lavadas. A avaliacdo foi realizada de acordo com a
observacdo do sistema radicular da planta, conforme Harris et al. (2003),

seguindo as escalas (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Escala de notas para avaliacdo de nematoides formadores de
galhas

Nota Descrigédo

1 < 10% do sistema radicular com pequenas galhas
10-25% do sistema radicular com galhas e a maioria sendo galhas pequenas
26-50% do sistema radicular com galhas tendo muitas galhas grandes

51-90% do sistema radicular com galhas e a maioria sendo galhas grandes

a A W DN

91-100% do sistema radicular com galhas grandes e algumas raizes apodrecidas
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Tabela 2 — Escala de caracterizacdo de gendtipos aos nematoides
formadores de galhas

Média de notas Reacdo
1,0-19 Resistente
20-29 Moderadamente Resistente
3,0-39 Moderadamente Suscetivel
4,0-49 Suscetivel
50 Altamente Suscetivel

2.3. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das sementes foi realizada conforme o protocolo
descrito por McDonald et al. (1994), com algumas modificagbes. Foram
moidos cerca de 50 mg de cada semente e colocados em microtubos com
capacidade para 1,5 mL. Em seguida, foram adicionados 500 pL de tampéao
de extragédo contendo 0,1 M Tris HCI (pH 7,5), 5 M EDTA, 5 M NaCl e SDS
10%. Para maceracdo mais precisa, uma esfera de vidro de 3 mm de
didmetro foi adicionada em cada tubo. Os microtubos fechados foram
colocados em um grinder para macerar o tecido vegetal. Apés 3 min no
grinder, adicionaram-se 500 pL do tampdo de extragdo, seguido de
centrifugacdo a 18.000 x g, por 10 min. Em seguida, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo previamente identificado, e 10 pL de
proteinase K (10 mg.mL™) foi adicionado para remocdo das proteinas. As
amostras foram colocadas em banho-maria a 37 °C por 30 min. Para
precipitar o DNA, adicionaram-se 500 uyL de isopropanol gelado e, apés 2
min de repouso, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 18.000 x g.
Descartou-se o0 sobrenadante, e o precipitado ficou na temperatura ambiente
por 15 min para secar. Para eliminacdo do RNA, o precipitado foi
ressuspendido com 300 puL de TE (Tris HCI pH 7,5 e 5 M EDTA) contendo
40 pg.uL* de RNAse A (10 mg.mL™). As amostras foram colocadas em
banho-maria a 37 °C por 30 min e o DNA, novamente precipitado pela

adicdo de 500 pL de isopropanol gelado, sendo as amostras, ap0s 2 min,
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centrifugadas por 15 min a 18.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado, deixado por 15 min na temperatura ambiente, para secar. Apds
esse periodo, 300 puL de TE foram adicionados para ressuspender o
precipitado.

A concentragcdo de DNA de cada amostra foi estimada em
espectrofotometro Nanodrop1000 por absorbéancia a 260 nm, sendo cada
unidade de absorbancia correspondente & concentracdo de 50 pg.mL™ de
DNA de fita dupla (SAMBROOK et al., 1989).

As amostras foram armazenadas em freezer para posterior diluigdo

e genotipagem com marcadores SNPs.

2.4. Genotipagem

A genotipagem com marcadores SNPs foi realizada na empresa
Deoxi Biotecnologia Ltda®, em Aracatuba, SP, utilizando-se a plataforma
lllumina iScan e o painel Infinium iSelect HD Custom Genotyping BeadChips
6k (lllumina, Inc., San Diego, CA, USA), customizado para soja, contendo 24
amostras cada Beadchip. Foram adquiridos oito BeadChips com 6.000 SNPs
por amostra. A genotipagem foi realizada conforme instrucées do fabricante
e estd disponivel em detalhes no endereco eletrénico www.illumina.com
(ILLUMINA, 2014). Em suma, o protocolo em questdo consistiu de seis
etapas principais distintas. Uma visdo geral dos processos esta

representado no fluxo de trabalho da Figura 1 e descrito a seguir.

Amplificacdo - As amostras de DNA foram diluidas a 75 ng/mL,
desnaturadas e neutralizadas com NaOH para posterior amplificagcdo, bem
como submetidas a um processo de amplificagdo isotérmico a 36 T e
incubadas no equipamento por aproximadamente 16 h. Essa etapa resultou
em aumento na concentragdo de DNA centenas de vezes, em comparacao
com a reacdo de PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction), melhorando,

assim, a qualidade dos resultados.

58



Day 1
Cuantitate DMNA

Flmn:nmter 5m

Rezgenis
Lambda DNA
PicoGrean dsDiA
1XTE

Outpurt
Sample ONT Plate with
Quzntitated DhA

i

{TT“%
Make MSAT
Hands-on; 4560 min
Reagents
BN NaDH
MAT

MAZ
MEM

Chutpan
M5AT Plate

}

rcubate MSAT
Incuibation: 20-24 howrs

MSA1 Plate with
Ampiifiad DNA

{l%a

Hyb Mufti BeadChip

Handson: -3
12

BaadChips
incubation: 16-24 hoars

butpan
BeadEhlp

Figura 1 — Fluxo de trabalho do lllumina

BeadChips.

59

1 mMi EDTA

Image BasdThip

BeadChip scan times vary
depending on which
BeadChip format is being
processed. See the Image
BeadChip section for
specific scan times

TL B Optonal
B FreaAm

. Post-Amp
§
Cold Storags
b Ciption
L Owemight
Incubation

Fill in the lab tracking
form and the sample
sheet as you perfomm

the assay

Infinium HD Assay para

24



Fragmentacdo - Apdés 16 h de incubacdo, prosseguiu-se com a
fragmentacao enzimética. Foi adicionado isopropanol no DNA e centrifugado
a 4 C; em seguida, descartou-se o isopropanol. O D NA foi ressuspendido
em tampdao de hibridizacdo. O produto de amplificacdo foi fragmentado por
um processo enzimatico do tipo end-point, isto €, os sitios de fragmentacao
sdo determinados por atributos especificos da sequéncia de DNA, o que

evita a ocorréncia de fragmentagéo excessiva.

Hibridizagdo — o DNA amplificado e fragmentado se anela (hibridiza) na
sequéncia de 50 bases que estad covalentemente ligada a nanoparticula
bead, em que cada bead corresponde a um l6cus especifico do DNA (Figura
2). O chip contendo as amostras foi incubado por 16 a 24 h em forno com

temperatura controlada de 47 .

\\ N

A

Figura 2 — Beads contendo SNPs onde as amostras de DNA séo aplicadas e
o local onde séo acomodadas para hibridizacao.

Extensdo de base-Unica - Apos a hibridizacéo, foi realizada a extenséo de
uma Unica base nucleotidica da sequéncia, para incorporar 0s corantes que

permitiram a determinacdo dos genaotipos.
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Coloracdo - Para a coloracdo, primeiramente o chip foi lavado. O DNA
hibridizado nao foi removido. Uma sequéncia de reagentes e corantes foi
aplicada aos chips, sendo responsaveis pela emisséo de fluorescéncia, para
a determinacdo dos diferentes genaotipos. Todo o procedimento ocorreu em
equipamento com umidade e temperatura controladas. Depois da coloracéao,

os chips foram acondicionados a vacuo até a completa secagem.

Visualizacdo das Imagens — Apoés a secagem, os chips foram levados para
0 equipamento lllumina iScan®. Um conjunto de laser foi utilizado para
excitar os fluoréforos que estavam ligados aos beads na lamina, permitindo
que o sinal de fluorescéncia fosse captado e analisado. De acordo com 0s
alelos encontrados, houve diferentes intensidades de coloragédo no chip,
obtendo-se, assim, os resultados da hibridizag&do entre o DNA e o chip.

A informacdo obtida do SNP para cada genétipo testado €
determinada pela intensidade de fluorescéncia emitida pela reacao fisico-
quimica que ocorre no sitio de hibridizacéo especifico para cada SNP, que é
captada por diferentes tipos de plataformas de deteccéo. As intensidades
determinaram a formacdo de trés possiveis grupos que representam o0s
genotipos hipotéticos AA, AB e BB (Figura 3).

Figura 3 — A: Equipamento lllumina iScan®, utilizado para leitura dos
genatipos. B: BeadChips com 6.000 SNPs cada.
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2.5. Analises dos dados

A analise dos dados fenotipicos foi realizada com o auxilio do
Programa Sasm-Agri (CANTERI et al., 2001). Foram realizados ANOVA e
teste de médias Scott-Knott (SCOTT-KNOTT, 1974), para agrupamento das
médias.

A analise de associacdo dos dados genotipicos com o fendtipo foi
realizada utilizando o Software SNP and Variation Suite — Golden Helix
(http://www.goldenhelix.com/SNP_Variation).

A associacao marcador/fenétipo foi avaliada pela correlacdo entre os
marcadores e os resultados de nota para a formacéo de galhas nas raizes

da soja, utilizando-se a expressao:
1
cov(x,y) 2 XY —52 xi XY
r = =
1 1
Jvar(x)var(y) \/(Z x? — - (xl,)z) (Z y2 — = (yl,)z)

O valor da correlacdo ao quadrado (r’) ponderado por n-1 tem
distribuicdo de qui-quadrado:

7 =m-Dr?

Com um grau de liberdade, o valor de probabilidade (P) da correlagéo
€ obtido a partir dessa distribuicdo de qui-quadrado. Uma vez que os valores
de probabilidade sdo muito baixos, eles sdo expressos através de —log(10)P.

Antes de submeter os dados a analise estatistica, foi necessaria a
avaliacdo da qualidade dos dados obtidos pela genotipagem. SNPs com
baixo call rate (<0,90) foram eliminados da analise, ou seja, marcadores que
nao apresentaram resultado em pelo menos 90% das amostras da
populacdo de variedades de soja foram removidos da analise. A qualidade
por amostras tambeém foi verificada, e aquelas que tinham menos de 90% de
genotipos determinados pelo painel de genotipagem foram desconsideradas
nas analises.

Um processo eficiente de controle de qualidade dos SNPs e limites de
significancia elevados séo alternativas normalmente utilizadas para diminuir
as associacgOes espurias (EASTON et al., 2007; SLADEK et al., 2007; CHAN
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et al., 2009; THE WELLCOME TRUST CASE CONTROL CONSORTIUM,
2007; BOLORMAA et al., 2010).

Através do controle de qualidade, determinaram-se quais individuos e
quais marcadores devem permanecer ou ndo no conjunto de dados a serem
analisados, removendo-se, assim, todos os dados considerados nao
informativos (TURNER et al., 2011).

Para testes com muitos marcadores, 0 uso de corre¢cdes no valor de P
€ necessario. Nesse tipo de andlise, correcdes de Bonferroni (ASTON;
CARREL, 2009) ou FDR (False Discovery Rate) (BENJAMIN; HOCHBERG,
1995) sao as mais comumente utilizadas.

Foi utilizada a correcédo de Bonferroni nas analises deste estudo. Essa
correcdo diminui os falsos positivos (erro do tipo 1), que sdo muito comuns
nesse tipo de estudo, devido ao nimero de marcadores analisados. Um dos
principais problemas dessa corre¢do é o aumento do erro do tipo I, tornando
esse teste excessivamente conservativo. A correcao de Bonferroni controla a
probabilidade global de qualquer falso positivo (i.e., um ou mais falsos
positivos) no experimento. Para aplicar a correcdo de Bonferroni,
simplesmente especifica-se o nivel de significancia geral desejado, o qual €&,
entdo, divido pelo nimero de testes a serem realizados. Esse nivel de
significancia corrigido (a* = a/m) €, entdo, utilizado como limite de
significancia para cada um dos testes efetuados (ROSA et al., 2007).

Marcadores com valores de P<0,0001 corrigidos para Bonferroni
foram considerados associados ao fenoétipo neste estudo. Devido ao grande
namero de marcadores testados, optou-se por ser bastante restritivo quanto
a associacao marcador/QTL.

A combinacgao de utilizacdo de um valor de significancia rigoroso com
outros critérios pode auxiliar na reprodutibilidade dos dados. Manly (2005)
propds o sistema Better Associations for Disease and Genes (BADGE) de
classificacdo (Tabela 3), de acordo com a confiabilidade da associac&o
representada no Manhattan Plot. Na primeira classe apresentada na Tabela
3 esta descrito o valor de significancia considerado mais rigoroso, enquanto

a ultima classe apresenta o valor de significancia menos exigente.
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Tabela 3 — Sistema Better
classificagdo da reprodutibilidade em estudos de associacao

Associations for Disease and Genes de

Sugere reprodutibilidade sob pressuposicdo
conservadora para associacdo sem evidéncias
prévias.

Sugere reprodutibilidade sob pressuposicdo
conservadora para caracteristicas previamente
mapeadas (~100 cM) ou outras fracas
evidéncias de associacéo. Sugere
reprodutibilidade sob  pressuposicdo néo
conservadora para associacdo sem evidéncias
prévias.

Sugere reprodutibilidade sob pressuposicdo
conservadora para caracteristicas previamente
mapeadas em pequenas regibes (~5 cM).
Sugere reprodutibilidade sob pressuposicdo
ndo conservadora para associacdo com
evidéncias prévias fracas.

Sugere reprodutibilidade sob pressuposicdo
conservadora para caracteristicas previamente
mapeadas em pequenas regides.

gendmica
1° Classe p < 2x107
2% Classe p < 5x10°
3% Classe p < 1x10*
42 Classe p < 2x107?
52 Classe p <5107

Confirma associagédo de primeira e de segunda
classe em amostras  de populacéo
independente.

Fonte: MANLY, 2005.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Fenotipagem

Os resultados para o screening das linhagens utilizadas neste estudo
apresentaram variabilidade genética quanto a resisténcia ao Meloidogyne
javanica. A caracteristica apresentou efeito significativo (P < 0,01) para a
fonte de variacao tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 — Analises de variancia em delineamento inteiramente casualizado
da resisténcia a Meloidogyne javanica, Cascavel, PR, Brasil

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 123 107,8956 0,8772 11,092**
Residuo 776 610,4016 0,7866
TOTAL 899 718,2972
C.V. (%) 8,68%

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

A variabilidade genética da caracteristica em estudo, demonstrada

pela analise de variancia, € necessaria para analise de associacdo entre
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marcadores e o fenotipo. As médias das cultivares avaliadas foram
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, cujos dados s&o

apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Namero de cultivares testadas agrupadas pelas médias de nota
para formacéo de galhas. Cultivares agrupadas pela mesma letra
nao diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott a 1% de
probabilidade.

Para os valores de média, foram formados trés grupos distintos,
segundo o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Apés a confirmacdo da variabilidade entre os materiais testados, a
associacao marcador com fendétipo foi realizada. Primeiramente, foi realizado
o controle de qualidade dos SNPs, em que marcadores com mais de 10% de
dados perdidos foram eliminados. Entre os 6.000 testados, 4.232 SNPs
foram utilizados para as analises, reduzindo em 30% o0 volume de testes

para analise.
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Foi realizado o controle de qualidade também das amostras, sendo
mantidas apenas aquelas com menos de 10% de dados perdidos. Devido ao
reduzido numero de cultivares fenotipadas, optou-se pela ndo exclusao de
amostras baseadas na heterozigosidade observada neste estudo. Essa
tomada de decisédo néo influenciou os resultados. Ziegler (2008) afirmou que
materiais com valores acima de 90% de dados validos ja seriam suficientes
para garantir a qualidade do estudo.

Através da analise de correlacdo, foram identificados 13 potenciais
marcadores associados com a caracteristica resisténcia ao Meloidogyne
javanica (Tabela 5). Devido ao fato de este estudo estar baseado em muitos
marcadores, o valor de P pode ser mais restritivo, como P<0,0001 (0,01%),

para que o valor de falsos positivos possa ser dentro do aceitavel.

Tabela 5 — Marcadores associados a resisténcia ao Meloidogyne javanica
analisados pelo Software SVS Golden Hélix, pela correcdo de

Bonferroni
Correlacdo
Marker Cr** Call Rate -log1l0 P Bonf. P
Gm13_29739984 13 96,3 16,74419 9,02E-14*
Gm13_30078140 13 97,2 14,63054 1,17E-11*
Gm13_29418256 13 99,1 14,46314 1,72E-11*
Gm13_29265240 13 96,3 14,35186 2,23E-11*
Gm13_29858691 13 97,2 13,5332 1,47E-10*
Gm13_31013252 13 92,7 13,30029 2,51E-10*
Gm13_29524129 13 96,3 12,98574 5,17E-10*
Gm13_29565413 13 93,6 12,68604 1,03E-09*
Gm13_30744043 13 93,6 9,957422 5,52E-07*
Gm13_31262161 13 91,7 9,700692 9,97E-07*
Gm13_28141969 13 98,2 8,19866 3,17E-05*
GmO05_31767626 5 98,2 8,179056 3,32E-05*
Gm13_32210915 13 97,2 8,023998 4,74E-05*

* Marcadores significativamente associados (P<0,0001) pela correcdo de Bonferroni.
*Cromossomo.
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Entre os marcadores avaliados, considerando a correcdo de
Bonferroni, 13 marcadores foram identificados como associados a
resisténcia ao Meloidogyne javanica em soja. Entre esses, 12 estdo
localizados no cromossomo 13 (grupo de ligacdo F) (SONG et al., 2004). Foi
ainda identificado um marcador associado presente no cromossomo 5 (Al).

O marcador mais fortemente associado a caracteristica em estudo
esta localizado no cromossomo 13. O valor de P obtido nesta analise foi de
P 16,744E-12. Os dados deste trabalho indicam que na regido do
cromossomo ha um QTL com genes responsaveis pela resisténcia ao
nematoide de galha Meloidogyne javanica. Esse QTL esta posicionado
aproximadamente entre 28 e 33 cM dentro do grupo de ligacao (Figura 5).

Conforme o sistema proposto por Manly (2005) (Tabela 3), o uso de
P<4,74E-05 como ponto de corte para indicar marcadores associados é
bastante restritivo, e o0s dados apresentam reprodutibilidade sob
pressuposicao conservadora para associacdo sem evidéncias prévias. Na
analise grafica delog(10)P esta indicada a distribuicdo dos marcadores nos
cromossomos da soja (Figura 4).

N&o ha publicacbes recentes sobre o descobrimento de novas regides
do genoma na soja envolvidas com resisténcia genética ao Meloidogyne
javanica. As informacg@es disponiveis estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Resumo das informacdes disponiveis sobre resisténcia ao
Meloidogyne javanica em soja

Referéncia Grupo de ligagao Fonte de resisténcia
Tamulonis et al. F PI1230977
(1997)
Silva et al. (2001) F P1595099
Fuganti et al. (2004) F P1595099
Silva et al. (2001) A2 e D1b CD201
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Esses estudos foram baseados em mapas de ligacdo por
recombinagcdo, em que uma populagdo segregante para a resisténcia ao
nematoide foi criada e estudada. Nesta pesquisa, envolvendo um grupo de
cultivares de soja, a associacdo marcador/QTL confirmou a presenca de
genes de resisténcia no genoma da soja localizado no grupo de ligacéao F.

Entre os dados obtidos, foi observado um Unico marcador fortemente
associado (P = 3,32E-05) no cromossomo 5 para a resisténcia ao nematoide
de galhas, indicando essa regido do genoma como candidata a ter
genes/QTLs de resisténcia. Esta nao foi citada em trabalhos de mapeamento
de QTLs para nematoide de galhas anteriormente publicados.

Os dados gerados sao de grande importancia para estudos de
resisténcia ao nematoide de galhas, pois, utilizando a estratégia de estudos
de associacdo por desequilibrio de ligacdo e com diferentes fontes de
resisténcia, novas regides do genoma associadas a caracteristica de
interesse foram observadas. Além disso, ap0s a validacdo desses
marcadores, podera ser realizada selecao indireta para a caracteristica em
estudo e predicédo de fendtipos esperados.

Segundo Ferreira e Grattaplagia (1995), a existéncia de desequilibrio
de ligacdo entre alelos no loco marcador e alelos do QTL é fundamental. O
desequilibrio de ligacdo gera efeitos quantitativos associados ao marcador,
0s quais podem ser detectados e estimados por meio de analises
estatisticas apropriadas. O desequilibrio de ligacdo € decorrente de efeitos
de ligacdo ou epistaticos entre os loci, resultando em desvios das
frequéncias gaméticas em relacéo as frequéncias de equilibrio de ligagéo.

Entre os marcadores associados a resisténcia identificados no
cromossomo 13, a maior parte esta localizada proxima a regidao 30 cM. Na
Figura 5, estdo plotados os marcadores identificados no cromossomo, com

0s respectivos valores de P.
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Figura 5 — Distribuicéo gréafica dos valores de —log(10)P com distribuicdo dos
marcadores nos cromossomos da soja: (A) Visualizagdo geral
com ponto de corte para marcadores associados, com destaque
em vermelho, baseado no -logP. (B) Zoom da regido mais
fortemente associada para resisténcia ao Meloidogyne javanica
em soja.
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As informagBes obtidas indicam que no cromossomo 13 ha uma
regido saturada de SNPs associados com gene(s)/QTL(s) para resisténcia
ao Meloidogyne javanica. Entre os marcadores associados, o marcador
Gm13_ 29418256 esta associado a um gene que codifica para a proteina
DNA-directed RNA polymerase | subunit RPA2. Essa proteina € uma
polimerase que catalisa a transcricdo de DNA em RNA, usando os quatro
trifosfatos de ribonucledsido como substrato, responsavel pela sintese de
precursores de RNA ribossdomico (OTA et al.,, 2004). O marcador
Gm13 29524129 esta posicionado no gene que codifica para a Ribossome
Recycling Factor, que € uma proteina que recicla os ribossomos apos a
sintese das proteinas (JANOSI et al, 1994). Ja o marcador
Gm13_ 29565413 esta posicionado no gene que codifica para a proteina
RGAS. Essa proteina € de resisténcia a doencgas, que protege a planta
contra patdgenos que contém uma proteina de aviruléncia apropriada
através de uma interacéo direta ou indireta. Isso desencadeia um sistema de
defesa que restringe o crescimento do patdégeno (SONG et al., 2003).
Também, foi observado que o marcador associado Gm13 31262161 esta
posicionado no gene que codifica a proteina ABCI12, proteina responsavel
por transporte de moléculas no cloroplasto (SATO et al., 2000). A sequéncia
dos marcadores SNPs identificados como associados estdo apresentados
na Tabela 7.

O uso dos marcadores SNPs indicados como associados a
resisténcia ao nematoide de galhas permitird que a frequéncia alélica dos
alelos favoraveis seja aumentada durante a selecdo de novos genotipos em
Programas de Melhoramento de Soja no pais. A utilizacdo dessa nova
abordagem permitiu a identificagdo de novas regides candidatas com a
presenca de genes/QTLs para resisténcia ao nematoide de galhas.

Os marcadores moleculares tém despontado como potente
ferramenta no melhoramento de plantas, através da identificacdo direta dos
genotipos, superando, muitas vezes, as limitagdes na obtencdo de dados
fenotipicos. Além disso, o tempo de desenvolvimento de variedades nos
programas de melhoramento pode ser reduzido, resultando, assim, na
obtencdo de materiais com caracteristicas de interesse mais rapidamente e

retorno mais rapido do investimento aplicado (FERREIRA, 2003).
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Tabela 7 — Dados sobre sequéncia de base dos marcadores associados e

alelo associado a caracteristica de interesse (NCBI, 2014)

Marcador Sequéncia de bases Alelo/Trait
Gm13_29739984 CTTGAGTTGACTCCTCCCTGATCAT[A/CICAGGCATTTAGCATCTCCTTGCCGG A
Gm13_30078140 TTTATACCCGTTGGATGAACCGTGT[A/G]TAAGCACATTAACCAGATTAATTTT G
Gm13_29418256 CCCCTGGAAGAGCTCCGAAAAAGGTI[C/TIACTTGTCATGCTTGCCAAACGAGTA C
Gm13_29265240 N&o disponivel
Gm13_29858691 GTGTTTTTTTTTTTATAAAAAAAAA[A/CICCTGAGAAGTTAAAAAATCTCGTTT A
Gm13_31013252 N&o disponivel
Gm13_29524129 GCTGCCGTGCATTGTGGTTGATCAA[A/CIATCTTGTGCTTAATGTAACTCCGTT C
Gm13_29565413 TTTTATGCCAACAAGTGGGAGAGTG[A/G]TTTTTCTTAGTGATTGGCATTGTAA G
Gm13_30744043 TCTATTATTGTTCTGCTGAGACATG[A/G]TCTGCGGCATTATAATTATATTCCC G
Gm13_31262161 TAATTTCAGTTTCAACTAATGTTAT[A/G]TTTTTGTATATTTTCAGCCACAAGG A
Gm13_28141969 GTTTCACCTAACTCTGATTGTCTAC[G/TIGAGTCATGACACTGACCTGCCCTGC G
GmO05_31767626 CTTTAACATAAAATAATATAAAAAAIA/GICGGTTAATTGTTTTATGACTATATA G

Gm13_32210915
Gm13_31602992
Gm13_31934756

N&o disponivel
TACCTTTCAAATCTCTTTTACAAGA[A/G]TCCCACCAATATGAGTTCATAATTT
ATTGTTCTAACTTCTGACATAGTCA[A/GJATGTCATATATTCTCTCAACAATAA

Estudos sobre técnicas de marcadores moleculares na associagcao de
genaotipos com fendtipos de interesse vém sendo realizados intensivamente,
sendo alguns resultados consistentes. Mais de uma década de pesquisas
sobre a possibilidade de associacdo de marcadores e caracteres
quantitativos (QTLS) ja foi realizada, porém a aplicacdo dessas informacdes
nao tem sido efetivamente utilizada pelos pesquisadores, principalmente
pela dificuldade de validagcédo das informacfes publicadas e de plataformas
de genotipagem robustas. Muito ja se avancou em relacdo a esses estudos.
Atualmente, novas plataformas ja foram desenvolvidas, tornando os estudos
de associacdo mais reprodutiveis, além de novas técnicas e softwares para
andlises estatisticas. E importante ainda observar que caracteristicas com
baixas herdabilidades sdo altamente influenciadas pelo ambiente. Dessa
forma, a generalizacdo dos resultados € mais dificil ou, ainda, o uso de
marcadores moleculares em ambientes muito distintos daqueles onde foram
realizados o0s experimentos possivelmente ndo serd detectado como

associado.
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Outro ponto importante a ser avaliado em estudos de associagéo
fendtipo/gendtipo € a consisténcia da associacdo entre marcadores
moleculares e QTLs. Valores de recombinacdo muito altos permitem que a
associacdo ou ligacdo seja desfeita/quebrada apds algumas geracoes.
Nesse caso, um marcador ndo sera mais associado a caracteristica de
interesse, podendo gerar falsos positivos ou negativos e comprometer a
eficiéncia da selecéo assistida por marcadores.

A validacédo de marcadores associados na populagcédo que esta sendo
utilizada pelos melhoristas como fonte de germoplasma é fundamental para
que a selecado por marcadores seja eficiente para o desenvolvimento de
materiais comerciais resistentes ao nematoide de galhas Meloidogyne

javanica.
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4. CONCLUSOES

- Foram identificados 12 marcadores presentes no cromossomo 13 (grupo
de ligacdo F) e associados a resisténcia genética ao Meloidogyne javanica.

- Nova regido no cromossomo 5 (grupo de ligacdo Al) também foi
identificada como potencial candidata no genoma da soja com QTL para

resisténcia ao nematoide de galhas.
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CAPITULO 3

ANALISE DE ASSOCIACAO DE MARCADORES SNPS PARA
RESISTENCIA A Macrophomina phaseolina EM SOJA

RESUMO

A soja é uma das commodities mais importantes do mundo, sendo, no Brasil,
um dos principais produtos de exportacdo. Devido a importancia dessa
cultura, ha grande incentivo para as pesquisas, com o0 objetivo de obter
materiais com caracteristicas agrondmicas desejadas, entre elas a
resisténcia a podriddo de carvdo, causada pelo fungo Macrophomina
phaseolina. Recentemente, tem ocorrido aumento mundial na incidéncia
de relatos desse patdégeno em diversas culturas, indicando a importancia
dessa doenca para a produgdo agricola em regides propensas a seca. O
fungo Macrophomina phaseolina é considerado um dos mais prevalecentes
em infec¢des radiculares de soja no Brasil, e nenhuma fonte de resisténcia
genética foi ainda encontrada. Além disso, nenhuma informacao foi obtida
quanto a variabilidade genética desse patdégeno em regides tropicais. O
objetivo deste estudo foi identificar marcadores moleculares do tipo SNPs
para resisténcia a Macrophomina phaseolina em soja, para uso em SAM em
Programas de Melhoramento de Soja no Brasil. Este experimento foi

realizado no Citrus Research Center — Agricultural Experiment Station
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(CRCAES), na Universidade da Califérnia, em Riverside, USA, em um
campo com histérico de infestacdo por M. phaseolina. Para os experimentos
de campo, 320 sementes de 169 variedades de soja foram distribuidas em
duas parcelas e quatro repeticbes. A infeccdo foi avaliada apos trés
semanas do plantio, quando os sintomas surgiram. A cada sete dias, 0
namero de plantas mortas foi avaliado e o percentual de mortalidade por
genotipo, determinado. Para a genotipagem, foi utilizada a plataforma iScan,
na empresa Deoxi, em Aracatuba, SP, onde os gendtipos foram testados
para 6.000 SNPs, distribuidos no genoma da soja. As analises associativas
foram realizadas utilizando o software SVS — Golden Hélix. Entre os dados
estudados, foi possivel identificar 12 marcadores SNPs associados a
caracteristica em estudo, sendo oito deles localizados no cromossomo 19, o
que indica essa regido como forte candidata a presenca de genes/QTLs e de
resisténcia a Macrophomina phaseolina. Os dados séo relevantes, pois ndo
ha informacdes disponiveis na literatura sobre o assunto. Esses marcadores,
depois de validados, poderdo ser utilizados para selecdo assistida por
marcadores, de forma a aumentar a frequéncia de alelos favoraveis a
resisténcia a essa doenca, que, a cada ano, tem aumentado sua importancia

no Brasil.

Palavras-chave: Podriddo-negra da raiz; Glicine max; Fungo de solo.
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ABSTRACT

Soybeans are one of the most important commodities in the world. In Brazil it
is one of the main export products. Due to it is importance, there are
investments in research to develop materials with desired agronomic traits,
such as resistance to charcoal rot caused by the fungus Macrophomina
phaseolina. Recently, there has been a worldwide increase of this patogen’s
incidence reports in many cultures, indicating the importance of this disease
for agricultural production in drought regions. The fungus Macrophomina
phaseolina is considered one of the most prevalent infections in soybean
roots in Brazil. No genetic resistance has been found yet, so there is no
information concerning the genetic variability of this pathogen in tropical
regions. The goal of this study was to identify molecular markers (SNP's) for
resistance to Macrophomina phaseolina in soybean to be used in Marker
Assisted Selection (MAS) for soybean breeding programs in Brazil. This
experiment was conducted at the Citrus Research Center - Agricultural
Experiment Station (CRCAES) at the University of California, Riverside, USA,
in a field with a history of Macrophomina infestation. To the field experiment,
320 seeds of 169 soybean varieties were distributed in two plots and 4
replicates. The infection was assessed after three weeks after planting, when
the first symptoms of infection appeared. Every seven days, the number of
dead plants was evaluated to get the percentage of mortality by genotype.

The iScan platform was used for material genotyping. Each material was
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tested for 6,000 SNPs distributed in the soybean genome at Deoxy
Biotechnology, in Aracatuba, SP. The association analysis were performed
by the SVS software — Golden Helix. Among the data, it was possible to
identify 12 SNPs markers associated with the trait under study. Eight of those
are located on chromosome 19, that this region is a strong candidate for the
presence of genes/QTL resistant to Macrophomina phaseolina. The data is
relevant because there is no information in the literature on the subject.
These markers, when validated, could be used for marker assisted selection,
to increase the frequency of favorable resistance alleles to this disease and

that each year has increased it is importance in Brazil.

Keywords: Charcoal rot; Glycine max; Soil fungus.

84



1. INTRODUCAO

A soja € o principal produto do agronegécio do Brasil, e um de seus
principais produtos de exportacdo. Atualmente, o pais € o segundo maior
produtor mundial dessa leguminosa. Anualmente, sdo cultivados no Brasil
cerca de 22 milhdes de hectares de soja. Na safra 2011/12, a producao foi
estimada em 66,4 milhGes de toneladas (CONAB, 2012; USDA, 2012).

Devido a grande importancia da cultura, ha grande incentivo para a
pesquisa e desenvolvimento de materiais de soja com maiores tetos
produtivos e com caracteristicas agronémicas desejadas. Uma das mais
importantes contribuicdes das pesquisas cientificas, foi a obtencdo de
cultivares melhoradas, que expressam alta produtividade, adaptacdo e boa
resisténcia ou tolerancia a fatores bidticos ou abidticos adversos.

Entre os fatores bidticos que interferem na obtencdo de altas
produtividades, Macrophomina phaseolina € considerado um dos fungos
mais prevalecentes em infec¢des radiculares de soja no Brasil. Até o
momento, nenhuma fonte de resisténcia genética foi ainda encontrada
(GUPTA et al.,, 2012). Almeida et al. (2003) observaram a existéncia de
variabilidade genética entre os isolados brasileiros de M. phaseolina. Em
uma unica raiz de soja foi observado mais de um haplotipo desse fungo. E
os dados comprovam a alta variabilidade desse patdgeno, que pode estar
contribuindo para a baixa presenca de resisténcia a infeccdo radicular das

cultivares comerciais de soja no Brasil. O fungo de solo Macrophomina
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phaseolina € o agente causal de doencas em mais de 500 espécies de
plantas, sendo a soja um dos seus principais hospedeiros. O fungo causa a
doenca conhecida no Brasil como podriddo de carvao, podendo causar
perdas de 30-50% (GUPTA et al., 2012).

As estruturas de reproducdo desse fungo, chamadas de
microesclerédios, sobrevivem no solo em condi¢cbes adversas por dois a 15
anos como fonte de indculo (MEYER et al., 1974) e, em condicdes
adequadas, podem rapidamente germinar e infectar as raizes das plantas no
periodo de desenvolvimento da cultura. A germinagédo da microesclerodina é
favorecida por solos secos, com altas temperaturas, altos indices de
nitrogénio e concentracdes de oxigénio superiores a 16% (TODD et al.,
1987). Altos niveis de infeccdo dessa doenca ocorrem anteriormente ao
desenvolvimento reprodutivo das plantas, se houver predominancia de altas
temperaturas e baixas umidades relativas do ar (OLAYA; ABAWI, 1993).
Esse organismo pode infectar a soja em qualquer estagio, principalmente
apos o florescimento.

O fungo M. phaseolina é polifago, sem evidéncias de um hospedeiro
especifico (MAIA et al.,, 2004). Outras culturas importantes sao suas
hospedeiras, como feijdo, sorgo, milho, algodao, feijdo-caupi, Pinus, Citrus,
café, plantas medicinais e, ainda, plantas daninhas (GUPTA et al., 2012),
ocorrendo de forma generalizada no mundo (GUPTA; CHAUHAN, 2005). Em
média, sdo encontrados de 0 a 1.000 microesclerédios por grama de solos
infestados naturalmente.

Os microesclerodios geminam a partir de algumas células no solo,
proximo as raizes. Os exsudatos radiculares induzem a germinacéo, em que
numerosos tubos germinativos sdo formados e se aderem até as células
epidérmicas das raizes por pressdo mecanica e digestdo enzimatica, ou
atraves de feridas e aberturas naturais (HARTMAN et al., 1999).

Os sintomas da doenca comecam a ocorrer em condicdes de solos
secos e solos com altas temperaturas. Em plantulas, os sintomas sao mais
evidentes em cotilédones com marcas marrons ou no hipocétilo com marcas
circulares/oblongas marrons avermelhadas, que se tornam mais escuras e
pretas ao passar dos dias. Sintomas foliares progridem do topo das plantas

para baixo (WYLLIE, 1988). As folhas de plantas infectadas permanecem
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menores do que o normal e, posteriormente, transformam-se em amarelo
antes de murchar. Plantas com esses sintomas poderdo morrer se as
condicbes de seca persistirem, pois o sistema de absorcdo de agua e
nutrientes estara danificado, ndo havendo trocas com o solo (GUPTA et al.,
2005).

A doenca resulta em plantulas sem vigor e faz que a vagem reduza o
tamanho da semente, levando a perdas de rendimento. Apés a morte da
planta, a colonizacdo por micélio e a formacdo de microesclerodios em
tecido hospedeiro continuam até que os tecidos figuem secos; assim, 0S
microesclerddios séo liberados no solo e o ciclo da doenga continua.

Essa enfermidade pode ser manejada através de controles cultural,
quimico ou métodos bioldgicos. O controle da doenca pode ser através da
reducdo do numero de microesclerédios em solos, que pode ocorrer se a
umidade do solo for mantida acima de 60% por trés a quatro semanas
(DHINGRA; SINCLAIR, 1974). A irrigacdo combinada com tratamento de
sementes pode reduzir a intensidade da doenca em até 50% (ANSARI,
2010). O uso de rotagdo de culturas ndo hospedeiras por 2-3 anos também
ajuda na reducéo da capacidade de infeccao em solos altamente infectados
(NDIAYE, 2007).

Até o momento nao ha variedades de soja resistentes disponiveis no
mercado (GUPTA et al., 2012). No entanto, diferentes variacées na infecgéo
por M. phaseolina em diferentes genoétipos de soja foram reportados
(BRISTOW; WYLLIE, 1984; PEARSON et al., 1984; SMITH; CARVIL, 1997;
KENDIG et al, 2000; PARIS et al, 2006; MENGISTU et al., 2007,
WRATHER et al., 2008; TALUKDAR et al., 2009). O insucesso das
pesquisas para resisténcia a essa doenca tem sido atribuido, principalmente,
a variabilidade do patégeno. As cultivares Bay, Essex, Forrest e Sprite
apresentaram menores infec¢des pelo fungo (PEARSON et al., 1984). Delta,
Pineland 3478, Hamilton, Jackson Il, Davis e Asgrow 3715 também foram
identificadas como moderadamente tolerantes sob condi¢cdes de campo em
outras pesquisas (SMITH; CARVIL, 1997; SMITH; WYLLIE, 1999).

A identificacdo de marcadores associados com caracteristicas
fenotipicas de interesse podera tornar viavel a utilizacdo da SAM pelos

Programas de Melhoramento Genético de Soja do Brasil, acelerando a
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selecdo e desenvolvimento de materiais com genes de resisténcia genética
a diferentes doencas, inclusive para Macrophomina phaseolina (HAYWARD
et al., 1994).

Apesar dos grandes avancos em tecnologias, o uso de ferramentas
como os marcadores moleculares nos programas de melhoramento para a
selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM), em larga escala, €
baixa nos Programas de Melhoramento de Soja no pais. Muitos sdo os
motivos para a baixa adesdo das empresas na utilizacdo dessa importante
ferramenta, entre eles a principal seria a auséncia de infraestrutura
adequada para genotipagem de plantas em larga escala, além de pouca
informacé&o consistente obtida nos mapeamentos genéticos ja realizados.

Para identificar marcadores associados a genes/QTLSs, o desequilibrio
de ligacéo entre os alelos no loco marcador e alelos do QTL é fundamental.
Na construcdo de mapas genéticos com base em desequilibrio de ligacao,
utilizam-se cole¢des de germoplasma de base genética ampla e ndo apenas
populacdes biparentais. O grande potencial de uso desse tipo de
mapeamento € que todos o0s genes identificados e associados a
determinados marcadores poderédo ser utilizados para qualquer populagéo
de soja e ndo apenas para populacbes especificas, em que o gene de
resisténcia identificado deve estar presente na populacao estudada para que
0 marcador seja eficiente na selegcéo (FLINT-GARCIA et al., 2003).

Um dos maiores desafios da associacao por desequilibrio de ligacao é
o grande numero de marcadores necessarios a ser testado, isso porque,
para plantas autdgamas, os bloci de desequilibrio de ligacdo s&o pequenos e
0 genoma precisa estar bastante saturado para que seja possivel identificar
esses bloci de desequilibrio de ligacdo contendo genes ou QTLs de
interesse (GUPTA et al., 2005).

Os SNPs recentemente tém sido estudados por meio dos painéis de
genotipagem de alta densidade, consistindo em importante ferramenta de
identificacdo de variagBes genéticas ligadas a caracteristicas fenotipicas de
interesse comercial (CORNELIS et al.,, 2010). Considerando o grande
potencial dos marcadores SNPs para variados estudos de andlises
genéticas, multiplos esforcos vém sendo aplicados para o desenvolvimento

de protocolos e procedimentos que facilitem a identificacdo de tais
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marcadores. Por exemplo, a identificacdo de SNPs utilizando a técnica
lllumina® iScan através de BeadChips tem-se mostrado promissora para
genotipagem em larga escala, pois esse ensaio € capaz de analisar muitas
amostras de SNPs em uma Unica reacdo. Analise de associacdo é um
poderoso método para mapear a localizagédo de loci causadores de doengas,
identificando marcadores genéticos que sdo co-herdados com um fendtipo
de interesse. Estudos de validagdo prévios demonstraram que a plataforma
em questdo apresenta call rate médio de 99,6% e reprodutibilidade de 100%
(ILLUMINA, 2013). Contudo, para identificacao eficiente de QTLs associados
a caracteristicas quantitativas € fundamental uma avaliacéo fenotipica com
boa precisdo experimental.

Este projeto foi desenvolvido com o objetivo de identificar materiais
resistentes a Macrophomina phaseolina e marcadores moleculares do tipo
SNPs ligados a genes/QTLs responsaveis por essa caracteristica, para uso
futuro em Programas de Melhoramento Genético de Soja, além de

estabelecer uma rotina de SAM.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético e delineamento estatistico

A primeira etapa deste trabalho consistiu na escolha das cultivares a
serem avaliadas. Para realizacdo do mapeamento por desequilibrio de
ligacdo, foi escolhido um grupo de cultivares antigas e um grupo de
cultivares em uso pelos agricultores no Brasil, totalizando 169 cultivares —
procurou-se representar a Regido Sul e o Cerrado brasileiro (Tabela 1).

As cultivares antigas foram provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma da Coodetec. Como nao havia nimero de sementes suficiente
para o0 plantio do experimento no campo, essas cultivares foram
multiplicadas em casa de vegetacao, no periodo de maio a outubro de 2011.

ApoOs a colheita das sementes multiplicadas em casa de vegetacao,
foram preparados o0s experimentos para as avaliacfes fenotipicas, em
condi¢cbes de campo.
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Tabela 1 — Linhagens utilizadas no experimento para

Macrophomina phaseolina

resisténcia a

Linhagens Linhagens Linhagens Linhagens

1. ANTA 45. BRS 184 89. BRS 283 133. BMX FORCA RR
2. AB0OL RR 46.IGRA RA 518 RR 90. FUNDACEP 57 RR 134.CD 250 RR STS

3. 8000 47. M9144 RR 91. BRS 257 135. BMX ENERGIA RR
4. CD 202 48. CONQUISTA 92. EMBRAPA 48 136. BMX TURBO RR
5.CD 244 RR 49. BMX APOLO RR 93. BRS 185 137. DOM MARIO 5.8 | RR
6. PINTADO 50. TMG 115 RR 94. BRS 232 138. FUNDACEP 39

7. TABARANA 51. IGRA RA 628 RR 95. CD 226 RR 139. MSOY 6101

8.CD 247 RR 52. BRS 268 96. CD 235 RR 140. EMBRAPA 48
9.CD 231 RR 53. BRS 262 97. CD 252 141. MERCEDES 70 A
10. MSOY 7201 54. BRS 245 RR 98. 5G 830 RR 142. EMGOPA 304

11. LIDERANGCA 55. BRS 258 99. CD 239 RR 143. OCEPAR 3 - PRIMAVERA
12. MATRINCHA 56. M7908 RR 100. CD 236 RR 144. CELESTE

13. CRIXAS 57. BRS 213 101. USP 1 145. MSOY 8001

14. LAMBARI 58. IGRA RA 516 RR 102. CD 237 RR 146. TMG 1066 RR

15. MSOY 2001 59. BRS 246 RR 103. RENASCENGCA 147. NA 5909

16. OCEPAR 14 60. M8849 RR 104. CD 242 RR 148.5G 770 RR

17. FT-GUAIRA 61. FUNDACEP 58 RR 105. FUNDACEP 33 149. NK 7059

18. R7 62. NIDERA NA5909 RG  106. TMG 1161 RR 150. CD 245 RR

19. 6001 63. P98Y51 107. CD 232 151. CD 251 RR

20. VENCEDORA 64. M7211 RR 108. TMG 4001 RR 152. CD 254 RR

21. EMBRAPA 59 65. BRS 282 109. TMG 7161 RR 153. CD 237 RR

22.CD 243 RR 66. CD 206 RR 110. TMG 1067 RR 154. 5D 688 RR

23.CD 213 RR 67.CD 248 RR 111. SPRING 5.3 155. CD 250 RR STS
24.CD 214 RR 68. BMX TITAN RR 112. TUCANO 156. 5D 660 RR

25.CD 216 69. P98Y70 113. CAC-1 157. CD 238 RR

26. CD 230 RR 70. BMX MAGNA RR 114. ABYARA 158. TROPICAL

27.CD 205 71. BMX ATIVARR 115. TUCUNARE 159. NIDERA A 4725 RG
28.CD 224 72. NIDERA A 6411 RR 116. CAPINOPOLIS 160. IGRA RA 626 RR
29.CD 225 RR 73. BRS 256 RR 117. BRAGG 161. BRS 259

30. CD 204 74. BRS 243 RR 118. CD 201 162. M7578 RR

31.CD 233 RR 75. P98Y11 119. CD 208 163. BRS 284

32.CD 217 76. NK3358 120. CD 206 164. FUNDACEP 61 RR
33.CD 246 77.CD 253 121.CD 218 165. FUNDACEP 63 RR
34. FUNDACEP 56 RR 78.CD 240 RR 122. CD 214 RR 166. P99RO1

35. M8527 RR 79. NIDERA A 6411 RG 123. CD FAPA 167. FUNDACEP 59 RR
36. FUNDACEP 55 RR 80. CD 215 124. MSOY 7901 168. M6009

37.CD 229 RR 81. NA 4990 125. FUNDACEP 38 169. M6707

38.CD 228 82.CD 234 RR 126.1AS 5

39.CD 221 83.5D 711 RR 127. ENGOPA 302

40. NIDERA A 7321 RG 84. CD 249 RR STS 128. GARIMPO

41. TMG 123 RR 85.CD 219 RR 129. FT-ESTRELA

42. BRS 133 86. 5D 690RR 130. DOM MARIO 7.0 I RR

43. BRS 230 87. TMG 103 RR 131. NS 4823

44. M7639 RR 88. FUNDACEP 53 RR 132. BMX POTENCIA RR
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2.2. Desempenho das cultivares quanto ao carater re sisténcia a
Macrophomina phaseolina

Este experimento foi realizado no Citrus Research Center -
Agricultural Experiment Station (CRCAES), na Universidade da Califérnia,
em Riverside (3357'54”N; 11720°08"W), USA (Figu ra 1). O experimento foi
feito de julho a outubro de 2012 em duas areas, em campos adjacentes com
um histoérico de infestacdo por Macrophomina e em longo prazo com cultivo
de feijao-caupi. O solo é classificado como arenoso, podendo simular
um estresse hidrico moderado e gradual, ideal a infeccdo por M. phaseolina.
Nos experimentos de campo, 320 sementes de cada gendtipo foram
distribuidas em quatro repeticbes, em 5 m de comprimento e parcelas
espacadas em 0,75 m de distancia. Foram utilizados como controles os
genotipos de feijdo-caupi da cole¢cdo de Germoplasma da Universidade da
Califérnia, Riverside, IT98K-499-39, Suvita 2, Mouride, Bambey 21, UCR24,
IT98K-556-6, UCR232 (IT82E-18), CB27, CB46, IT93K- 503-1, UCR779, 24-
125B-1, 524B e 1T84S-2049. Esses germoplasmas foram anteriormente
estudados por Muchero et al. (2011).

Para garantir a infeccdo por M. phaseolina, a area foi irrigada sete
dias antes da semeadura e sete dias depois. Nao foram realizadas irrigacdes
adicionais e nem observadas chuvas durante todo o periodo do experimento.
Quatorze dias apos a semeadura, foi feita a contagem de germinacédo para o
estande final. Quatro semanas depois da semeadura, quando os
sintomas de infeccdo comecaram a ocorrer, contou-se 0 numero de plantas
mortas dentro de cada parcela. Essa avaliacdo ocorreu a cada sete dias,
durante 12 semanas. ApOs a avaliacdo, obteve-se o percentual de
mortalidade, determinado pela equacdo: %  mortalidade =
(mortalidade total/emergéncia total) x 100. O desenho experimental foi em

bloci casualizados com quatro repeticdes.
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Figura 1 — Vista geral da area experimental com o ensaio para resisténcia a
Macrophomina phaseolina.

2.3. Extracdo de DNA, Genotipagem e Andlise de Dado s

A extracdo de DNA e a genotipagem foram realizadas conforme os
subitens 4.2.3. e 4.2.4, respectivamente. A andlise de dados fenotipicos foi
feita com o auxilio do Programa Sasm-Agri (CANTERI et al.,, 2001).
Realizaram-se a ANOVA e o teste de médias de Scott-Knott (SCOTT-
KNOTT, 1974), para agrupamento das médias. Os dados de mortalidade de

plantas foram transformados, utilizando-se a formula:

vx + k comk=0,5.

Os dados genotipicos foram analisados conforme o subitem 4.2.5.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As 169 linhagens selecionadas para uso neste estudo apresentaram
variabilidade genética quanto a resisténcia a Macrophomina phaseolina
(Figura 2), o que € importante para viabilizar os estudos de mapeamento
associativo de QTLs. A mortalidade de plantas apresentou efeito significativo
(P < 0,01) sobre a fonte de variacdo tratamentos pelo teste F (Tabela 2),
indicando que o grupo de cultivares escolhido tem variabilidade necessaria
para estudos de mapeamento.

Para a adequada associacdo de um fenétipo com o genotipo e a
potencial constru¢cdo de mapas, € importante selecionar adequadamente os
genatipos, de forma que o maximo da variabilidade genética seja explorado.

As médias das cultivares avaliadas foram agrupadas pelo teste de
Scott- Knott (1974) a 5% de probabilidade (Figura 3), formando quatro
grupos distintos.

A cultivar TMG 103 RR apresentou um percentual de mortalidade de
plantas acima de 50%, formando um grupo Unico no teste de médias. Nove
materiais formaram o segundo grupo, em que o percentual de mortalidade
variou de 18,04 a 26,02%; 52 materiais formaram o terceiro grupo, com
médias variando entre 8,05 e 17,89%; e o ultimo grupo, com média entre
1,25 e 7,79% de mortalidade, teve 107 variedades.
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Figura 2 — Plantas de soja mortas,
phaseolina.

com tipico sintoma de Macrophomina

Tabela 2 — Resultado da anélise de variancia em bloci casualizados para
resisténcia a Macrophomina phaseolina em Riverside, CA/USA

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Bloci 3 5,7286 1,9095 3,8174**
Tratamentos 179 645,6906 3,6072 1,3172**
Residuo 537 426,3001 0,7938
C.V. (%) 33,95% 1.071,9910

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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nao diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott a 1% de
probabilidade.

Foram utilizados 11 materiais de feijdo-caupi como controles. Esses
materiais foram utilizados como referéncia de suscetibilidade e resisténcia,
devido a falta de informacéo sobre os materiais de soja testados. Os dados
obtidos nos controles estdo de acordo com os obtidos por Muchero et al.
(2011), indicando reprodutibilidade do teste. Em feijao-caupi, materiais com
menos de 5% de mortalidade podem ser considerados resistentes. Para
Soja, esse parametro ndo esta definido.

Com a confirmagdo da variabilidade entre os materiais através dos
dados fenotipicos, foram realizados estudos de associacdo gendmica que
permitem a identificacdo de associacdes estatisticas entre centenas de loci
gendmicos e caracteristicas complexas, aumentando o entendimento sobre

importantes vias moleculares e bioldgicas (SCOTT et al., 2007).
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Apos o controle de qualidade dos SNPs, em que marcadores com call
rate menor que 90% foram eliminados, 4.232 SNPs foram utilizados nas
analises. Com relacdo as amostras, de 169 materiais, 154 foram usados, por
apresentarem call rate acima de 90%. Nao foram empregados critérios para
exclusdo de SNPs baseados na heterozigosidade observada neste estudo.
Anderson et al. (2010) indicaram que limites de call rate acima de 97% séao
normalmente utilizados para exclusdo de amostras, entretanto Ziegler (2008)
afirmou que valores acima de 90% ja seriam suficientes para garantir a
gualidade do estudo. Devido ao tamanho reduzido de amostras, foi adotado
O critério menos rigoroso para a remocao delas.

Diferentes critérios de qualidade das analises genotipicas visam a
remocao de SNPs e, ou, amostras que introduziriam erros nos resultados.
Um exemplo das possibilidades de erros de falsos positivos (erros do tipo 1),
se for considerada uma analise com 1% de erro, em um universo de 6.000
marcadores, seis destes estariam erradamente associados ao fenétipo.

Entre os dados analisados, foram identificados 12 potenciais
marcadores associados com a caracteristica resisténcia a Macrophomina
phaseolina em soja (Tabela 3).

Para estratégias de associacOes, realiza-se a comparacdo entre
centenas de milhares de SNPs, um a um, o que aumenta as taxas de falsos
positivos ou erro do tipo | (CHAN et al., 2009). Nesse caso, 0 uso da
Correcao por Bonferroni impde niveis de significancia excessivamente altos,
0 que dificulta a identificacdo de associacdo em estudos nos quais 0s SNPs
tém efeito moderado sobre a caracteristica.

Entre os marcadores associados, foram identificados marcadores
potenciais em cinco cromossomos distintos, sendo oito desses no
cromossomo 19 e pelo menos um marcador associado presente nos
cromossomos 18, 2, 12 e 6 (Tabela 3). O marcador mais fortemente
associado esta localizado no cromossomo 18, com o valor de P associado a

correlacao de 9,61E-12.
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Tabela 3 — Marcadores SNPs associados a resisténcia da soja a
Macrophomina phaseolina

Correlacdo
Marcador Chr. Call Rate -log(10) P Bonf. P
Gm18_60278667 18 95,5 11,01731311 4,07E-08
Gm19_6476616 19 96,2 10,3204824 2,02E-07
Gm19_3162877 19 94,2 9,043622606 3,83E-06
GmO02_6418567 2 96,2 8,488733772 1,37E-05
Gm12_34380492 12 98,7 8,313684258 2,06E-05
Gm19_34156474 19 90,4 8,114415571 3,25E-05
Gm19_34687566 19 94,9 7,96868076 4,55E-05
Gm19_30103637 19 96,2 7,923778799 5,04E-05
GmO06_6488212 6 98,1 7,868576724 5,73E-05
Gm19_3458700 19 94,9 7,803870849 6,65E-05
Gm19_34243974 19 97,4 7,742240109 7,66E-05
Gm19_34320762 19 96,2 7,650491696 9,46E-05

O marcador mais fortemente associado Gm18 60278667, com a
sequéncia TGTGTTTAGCTTTCTATTCTTTT[A/GITTGTTAATTTGTCATCTTCC
TCCTT, tem o alelo A como associado a caracteristica de interesse neste
estudo, estando o SNP na posicéo 60.278.667 cM, no cromossomo 18. N&o
foi descrito até 0 momento nenhuma associacdo fenotipica com esse SNP
ou identificacdo na presenca de algum gene, no banco de dados do Nacional
Center for Biotechnology Information (NCBI) (NCBI, 2014).

Na Tabela 4 sdo apresentados a sequéncia de bases dos
marcadores associados e o0 alelo de resisténcia a M. phaseolina,
identificados neste estudo.

Para analises de associacdo, a reprodutibilidade de um estudo é
extremamente importante. Dessa forma, o marcador pode ser efetivamente
utilizado na selecdo de materiais com o fenoétipo de interesse. Conforme o
sistema BADGE, o uso de P<2,24E-08 como ponto de corte para indicar
marcadores associados indica que a tomada de decisdo foi bastante
restritiva, sugerindo que os dados apresentam reprodutibilidade sob a

pressuposicao conservadora para associacao sem evidéncias prévias.
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Tabela 4 — Dados sobre sequéncia de base dos marcadores associados e
alelos dos SNPs associados a resisténcia a Macrophomina
phaseolina

Marcador Sequéncia Alelo/Trait
Gm18_60278667 CTGTGTTTAGCTTTCTATTCTTTT[A/G]TTGTTAATTTGTCATCTTCCTCCTT A
Gm19_6476616 N&o disponivel
Gm19_3162877 CGATTGATCTGCCAAACCCCGAAGA[A/G]GATGGGTAGGATGAAGGGGTGGCTA G
Gm02_6418567 GGTATGGGGAGCCGTAGGAGAATCG[A/GJGACACGATGACCTACTCTACCGCGT A
Gm12_34380492 CCTGACCTAGCCTATTGTCTGACCT[A/G]GCCTATTCCCACCCCTAGTTGGAGC A
Gm19_34156474 AATTCATGTATTTTATTCAACCATCIA/CIGAATTATTGTGGCTGCTGTTCTCTA A
Gm19_34687566 N&o disponivel
Gm19_30103637 N&o disponivel
GmO06_6488212 TTTTGCAAATGTCATGTACATATGT[A/CJACTCCACCAGAGGAACATTACACTG C
Gm19_3458700 ATGGGTGCTGTTAGCTTTTGCTAAA[A/GJACACCTACAGTAGATATTCAGTACA G
Gm19_34243974 CGGGGACGGGGATAAATATTTCACCIA/G]TAGGCATAACAAGGACGAAGATCAT A
Gm19 34320762 AGTAATTTTATTTGCAGAACTCGAA[A/CITCAGATATCTGATTAAATTAAAACA A

Entre os dados obtidos, o segundo marcador mais fortemente
associado com resisténcia a Macrophomina phaseolina esta posicionado no
cromossomo 19. Entre os marcadores identificados como associados, outros
sete também estéo posicionados no cromossomo 19, indicando essa regiao
do genoma da soja como candidata a ter um QTL associado a resisténcia a
essa doenca, com —log(10)P variando de 2,24E-08 a 4,78E-11 (Tabela 3).

Esses dados sao de grande importancia para o estudo dessa doenca,
pois ndo foi observado até o momento materiais de soja extremante
resistentes (GUPTA et al., 2012). Esses potenciais marcadores associados
ao fendtipo de interesse poderdo ser utilizados nos Programas de
Melhoramento Genético de Soja, de forma a aumentar a frequéncia desses
alelos de resisténcia nas populacdes e materiais comerciais. A identificacdo
de marcadores associados sera extremamente importante para a selecao de
materiais resistentes, considerando que a fenotipagem para essa
caracteristica € dificil e auxilia ainda na reducdo de tempo para o

desenvolvimento de cultivares resistentes.
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Outras regides do genoma da soja séo candidatas a apresentar genes
que contribuem para a resisténcia a Macrophomina phaseolina. Foram
observados marcadores associados aos cromossomos 2, 12 e 6. A
distribuicdo dos marcadores ao longo dos cromossomos da soja baseada no
valor de —log(10)P esta representada na Figura 4. A linha em vermelho

destaca os marcadores considerados associados neste estudo.
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Figura 4 - log(10)P com distribuicdo dos marcadores nos cromossomos da
soja: (A) Visualizagdo geral com ponto de corte (linha em
vermelho) para marcadores associados com base no valor de —
log(10) P. (B) Zoom da regido mais fortemente associada para
resisténcia a Macrophomina phaseolina em soja.

100



Entre os marcadores associados distribuidos no grupo de ligacdo L
(cromossomo 19), foram observadas associagbes em duas regides,
proximas a 30 cM e 60 cM, nesse grupo de ligacdo. Conforme informacdes
do banco de dados do NCBI (2014), ndo ha marcadores indicados proximos
a regido de 60 cM, nesse grupo de ligacdo. Proximo a regido 30 cM, foi
encontrado o maior numero de marcadores associados, distribuidos no
cromossomo. Na Figura 5 estdo plotados os marcadores do loco no
cromossomo 19, com os respectivos valores de —log(10)P. Pode-se observar
que a maioria dos marcadores associados esta proxima da regiao de 34 cM.
Pelas informacdes de associagdo, essa € uma regido no genoma da soja
candidata a ter QTLs/genes que possam influenciar na resisténcia genética a
Macrophomina phaseolina. O marcador Gm19 3458700 esta associado a
um gene que codifica para a proteina ClpB3 (Casein lytic Preoteinase B3)
(NCBI, 2014), proteina essa importante para a regulagdo do direcionamento
de organelas como mitocondrias e cloroplastos (SPOLADORE, 2011). Nao
foram identificados outras proteinas ou genes associados aos demais
marcadores determinados como associados a podriddo da raiz.

Essa caracteristica ndo € de facil screening e identificacdo de
marcadores/QTLs associados. A natureza quantitativa da resisténcia a M.
phaseolina (MIHAIL; ALCORN, 1992), como o numero de QTLs identificados
no estudo realizado com feijao-caupi por Muchero et al. (2011) e também a
baixa contribuicdo dos loci identificados, faz o melhoramento genético para a
caracteristica dificil. Nao foram encontrados na literatura estudos citando
genes resistentes a podriddo de carvdao em soja. Um conjunto de 100
diferentes genotipos de soja foi submetido a avaliagdo de resisténcia a
podriddo-de- carvdo por Talukdar et al. (2009), na india. Neste estudo,
nenhum dos genatipos foi imume ao fungo, e sete dos materiais avaliados
(DS 9712, DS 9814, JS 335, PK 564, CE 439618, 439619 CE e DS61)
apresentaram certa resisténcia. Foi observada expressdo continua da
doenca entre os materiais testados, sugerindo que a caracteristica possa ser
controlada por mais de um loco. Uma populacdo de mapeamento foi gerada
pelo grupo para estudos de mapeamento, porém os dados nao foram

publicados até o momento.
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mortalidade por Macrophomina phaseolina, distribuidos no
cromossomo 19, com os valores de —log P indicados. NUumeros a
esquerda identificam a posi¢cdo, em cM.
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Mayek-Pérez et al. (2009), estudando a heranca da resisténcia de
Macrophomina phaseolina em feijdo, através de uma populacdo de
cruzamento utilizando duas fontes de resisténcia diferentes a podriddo da
raiz presentes no México (BAT 477 e TLP 19), sugeriram com os dados de
segregacao observada que a resisténcia a essa doenca € determinada por
dois genes epistaticos, de efeitos variaveis, a qual pode ser
quantitativamente controlada por dois genes de efeitos maiores. Foi
determinado que o material BAT 477 tem em seu genotipo dois genes
complementares dominantes com duplo efeito epistatico. Em testes com
feijdo, foi observado por Mayek-Pérez et al. (2009) que a severidade dessa
doenca pode levar a perdas de até 50%.

Outro fator que limita os estudos de associacdo para essa
caracteristica € a presenca de diferentes isolados. Almeida et al. (2001)
utilizaram 22 marcadores RAPD em 55 isolados distribuidos no Brasil de
Macrophomina phaseolina. O cluster formado revelou trés grupos distintos.
Neste estudo, também foram observados diferentes haplotipos do fungo em
uma mesma planta.

Um estudo sobre podridao foi realizado por Muchero et al. (2011) com
feijdo-caupi, no qual fontes de resisténcia foram identificadas e o
mapeamento de QTLs foi realizado por sintenia com soja e alfafa (Medicago
truncatula). Nove QTLs foram identificados como responsaveis por 6,1 a
40,0% da variancia fenotipica. Entre os QTLSs, trés previamente identificados
associados a seca também foram associados a M. phaseolina, sugerindo
que, em grande parte, diferentes mecanismos genéticos podem mediar
resposta ao estresse hidrico e infec¢cdo por Macrophomina. Um dos SNPs
identificados esta presente em um gene responsavel pela codificacdo de um
inibidor de pectina esterase. Através da andlise de sintenia, genes
homologos de floracdo ELF4 e FLK em soja apresentaram SNPs associados
a caracteristica de interesse em feijao-caupi.

Neste estudo, fontes importantes de resisténcia a Macrophomina
phaseolina em germoplasma brasileiro de soja foram identificadas e regides
candidatas com a presenca de genes/QTLs associados, observadas. No
entanto, a avaliacgdo com isolados brasileiros para validacdo desses

marcadores e analise funcional é necesséria, para que esses marcadores
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possam efetivamente ser utilizados, visando a incorporagdo da resisténcia
em cultivares economicamente importantes.
Um mapa genético por desequilibrio de ligacdo podera ser criado com

os dados de gendtipo e fendtipo obtidos neste estudo.
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4. CONCLUSOES

- Foram caracterizadas fenotipicamente 169 cultivares de soja para
resisténcia a Macrophomina phaseolina, sendo observada variacdo genética
entre os materiais testados.

- Foi identificado um conjunto de marcadores SNPs Uteis para uso em
Selecédo Assistida por Marcadores Moleculares (SAM), no melhoramento
genético da soja para resisténcia a Macrophomina phaseolina.

- A regido proximo a 34 cM do cromossomo 19 (grupo de ligacdo L) é

candidata a ter genes/QTL de resisténcia a Macrophomina phaseolina.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados observados neste trabalho envolveram o estudo da
heranca, validacdo e identificacdo de marcadores moleculares para o
nematoide de galhas Meloidogyne javanica e identificagdo de marcadores
SNPs para resisténcia ao Macrophomina phaseolina em soja.

Foram caracterizadas fenotipicamente 124 cultivares de soja quanto a
resisténcia ao nematoide Meloidogyne javanica e 169 cultivares para
resisténcia ao fungo Macrophomina phaseolina, para uso futuro como
progenitoras em Programas de Melhoramento Genético de Soja. A gendmica
e seus avancos estdo permitindo a melhor compreensdo das doencas
causadas pelos patogenos de solo como fungos e nematoides.

No primeiro artigo foi estudada a resisténcia genética ao Meloidogyne
javanica da cultivar MG/BRS Conquista, importante cultivar no mercado
brasileiro, em que muitas outras variedades foram desenvolvidas baseadas
nesse germoplasma. No segundo artigo, foi utilizada uma abordagem
diferente com uma populacdo nado estruturada. Observou-se que a
abordagem foi eficiente na identificacdo de novas fontes de resisténcia para
o Meloidogyne javanica. Por entender a fundamental importancia dessa nova
abordagem, na Introducdo Geral foram apresentadas as principais
vantagens e desvantagens dessa abordagem para estudos associativos.
Neste estudo, foi possivel identificar marcadores no grupo de ligacdo F e no

Al como associados para a resisténcia a esse patdgeno e com potencial uso
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em selecdo assistida por marcadores nos Programas de Melhoramento de
Soja.

No terceiro artigo apresentado nesta tese, foi discutida a resisténcia
para o Macrophomina phaseolina em soja. Os problemas gerados por esse
patdgeno estdo crescendo a cada ano agricola. O desenvolvimento dessa
doenca estqd intimamente ligado com déficit hidrico no periodo de
desenvolvimento da cultura. Os dados obtidos sobre esse patégeno sédo de
grande importancia, pois ndo ha na literatura disponivel informacfes sobre
regibes do genoma da soja com QTLs/genes de resisténcia para esse
patdgeno.

E importante observar ainda que os marcadores associados poderéo
ser efetivamente utilizados pelos Programas de Melhoramento de Soja para
identificar linhagens/cultivares com genes de resisténcia de interesse para
as caracteristicas estudadas nesta tese, e, de forma bem pratica, as
informacdes geradas neste estudo poderao ser aplicadas.

A escolha do uso da selecdo assistida ou convencional em um
programa de melhoramento de plantas nao é tarefa trivial. Entre os critérios
a serem considerados estdo a relacdo custo-beneficio de cada estratégia
adotada e a disponibilidade de recursos técnico-financeiros para a execucao
de cada uma delas, bem como a qualificacdo da equipe para utilizacdo das
novas ferramentas. A selegcdo assistida por marcadores e a selegéo
fenotipica tradicional ndo sdo estratégias excludentes. E maior eficiéncia é
obtida mediante a combinac&o das duas estratégias.

A medida que os métodos de genotipagem e estatisticos vdo sendo
desenvolvidos, a tecnologia vai-se tornando mais rapida e demandando
menos recursos financeiros e pessoal, aumentando o acesso para 0s mais
variados programas de melhoramento de plantas de diferentes culturas.

Os resultados apresentados nesta tese serdo utilizados no
mapeamento de genes e QTLs por meio de desequilibrio de ligacdo com os
marcadores SNPs analisados. Com os mesmos dados de genotipagem, sera
identificado um conjunto de marcadores SNPs Uteis para uso em Selecao
Assistida por Marcadores Moleculares (SAM), no melhoramento genético da
soja para outras caracteristicas agronémicas de interesse, como ciclo

vegetativo, ciclo total, altura da planta, acamamento, peso de 100 sementes
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e produtividade de graos, além de estudos para resisténcia genética a outras
doencas, como para Meloidogyne incognita, Necrose da Haste (NHS),
Cancro da Haste (CHS) e Fitéftora. No final deste grande projeto, sera
possivel selecionar ou aumentar a frequéncia de alelos de interesse dentro
de populacdes utilizadas no desenvolvimento de novos materiais comerciais

dos Programas de Melhoramento de Soja.
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