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KUNZ, Everson Tartari. Controle genético da producédo do flavonoide rutina em
soja com caracteristica de resisténcia a insetos desfolhadores. 2008. 61f.
Dissertacao (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

A soja é, atualmente, o principal produto da agricultura brasileira, colocando o Brasil
em segundo lugar no cenario mundial em produgdo e exportagdo de graos. No
entanto, altas populagdes de insetos, como a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis,
podem causar perdas significativas no rendimento dessa cultura. A maioria das
plantas, selvagens ou cultivadas, possui alguma resisténcia a pragas e que, em
geral, envolvem metabdlitos secundarios, como os flavondides. A rutina € um dos
flavondides identificados em folhas de gendtipos de soja resistentes a insetos, como
a Pl 227687 e ‘IAC 100°'. Esse composto pode causar efeitos negativos no
comportamento e biologia de lagartas desfolhadoras, como a A. gemmatalis. Diante
disso, o entendimento genético de como esse composto quimico é ativado e
herdado pode acelerar os programas de melhoramento para o desenvolvimento de
variedades resistentes. O objetivo principal desse trabalho foi estudar o controle
genético da produgao do flavonoide rutina em soja. Dois ensaios foram realizados
em casa-de-vegetacdo. No primeiro foram utilizados os parentais 'IAC 100’ e
‘Conquista’, respectivamente, resistente e suscetivel, apresentando nas folhas
concentragao relativamente alta e média de rutina. No segundo ensaio, utilizou-se o
mesmo parental resistente, IAC 100°, e ‘BR 16’°, considerado suscetivel e que nao
apresenta rutina nas folhas. Os parentais e a geragdo Fg dos cruzamentos foram
avaliados quanto a concentracdo de rutina nas folhas através de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC). A distribuicdo de freqliéncia nos dois ensaios
indicou distribuicdo continua n&do evidenciando a presenca de genes maiores.
Quanto aos modelos genéticos ajustados as médias nos dois ensaios, apenas 0s
efeitos aditivos [d] foram significativos. A variancia genética aditiva (D) e a variancia
devido a interacdo gendtipo x microambiente (E1 e E;) foram incluidas entre os
componentes do modelo de variancia ajustado para o primeiro ensaio. Ja no
segundo ensaio, verificou-se significancia apenas de E4 e E,. As estimativas de
herdabilidade no sentido restrito variaram de 23%, ao nivel de individuo, a 53% ao
nivel de média de familia. Portanto, conclui-se que o carater em questido é
poligénico, com presencga de efeitos genéticos aditivos. Assim sendo, a selegédo de
plantas superiores € mais efetiva quando baseado em médias de familias. O
cruzamento ‘IAC 100’ x ‘Conquista’ mostrou-se ser o mais promissor, tanto para o
estudo quanto para o desenvolvimento de gendtipos de soja com altas
concentragdes de rutina nas folhas e, consequentemente, resistentes a lagarta-da-
soja.

Palavras chave: Glycine Max. Anticarsia gemmatalis. Componente genético aditivo.
IAC 100.
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ABSTRACT

The soybean is, currently, the main Brazilian crop product, ranking Brazil in second
place in world-wide scenary of production and exportation of agricultural products.
However, high insect population, as velvetbean caterpillars Anticarsia gemmatalis,
can cause significant soybean crop yield losses. The majority of the plants, wild or
cultivated, possess some pest resistance that, in general, is caused by secondary
metabolites, as the flavonoids. Rutin is a constitutive flavonoid identified in leaves of
insect resistant soybean genotypes, as Pl 227687 and ‘IAC 100’. This compound can
cause negative effects on the behavior and biological aspects of the defoliator
caterpillars, as the A. gemmatalis. Consequently, the knowledge of the mechanism of
chemical activation and inheritance of such chemical compound can speed up
programs for development of insect resistant cultivars. The main objective of this
work was to study the genetic control of rutin production in soybean leaves. Two
assays were carried out in greenhouse. In the first assay, it was used the parentals
IAC 100 and Conquista, respectively considered insect resistance and susceptible,
containing in their leaves relatively high and medium rutin concentration. In the
second assay, the same resistance parental, IAC 100, and the susceptible parental
BR 16, without rutin in its leaves were used. The parental and Fg generation of the
crosses regarding rutin concentration were evaluated in leaves by using high
performance liquid chromatography (HPLC) analysis. The distribution of frequency in
both trials indicated continuous distribution, without evidence of the presence of
major genes. In regarding to genetic models fitted to the mean in the two assays,
only the additive effect [d] was significant. The additive genetic variance (D) and the
variance of genotype x microenvironment interaction (E1 and E;) were included
among the components of variance model fitted to the first assay. In the second
assay, only E1 and E; were significant. The estimative of narrow sense heritability
varied from 23%, at individual level to 53% at family level Thus, it is possible to
conclude that rutin concentration is a polygenic character, with the presence of
genetic additive effects, and the selection of superior lines in leaves is more effective
when based on family averages. The cross of IAC 100 x Conquista showed more
promising either for studies or for the development of soybean genotypes containing,
in their leaves, high rutin concentration, and consequently soybean caterpillar
resistant.

Key words: Glycine max. Anticarsia gemmatalis. Additive genetic component. IAC
100.



SUMARIO

L INTRODUGAO ...t eeenens 10
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 12
2.1 ALSOUA e e e e e et e e e e e e e e ———aaaaaaeaaannaans 12
2.2 SOJA NA ECONOMIA IMUNDIAL .....coeeieiiiiieee e e e e e e eeeettee s e e e e e e e eeeeaan e e e e e e e e eeeesnnnneeeeeees 13
2.3 SOJANA ECONOMIA BRASILEIRA ....coiiiiiiiieeieeeeee ettt ettt ettt ettt e e e e e e 13
2.4 ANTICARSIA GEMMATALIS HUBNER, 1818 (LEP.: NOCTUIDAE)......ccooeeieeeieeieiiiicenn. 14
2.4.1 Historico, Distribuigdo Geografica e Plantas Hospedeiras ..........cccccvvviieeee.e. 14
2.4.2 ASPECEOS BIOIOQICOS ...ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 15
2.5 RESISTENCIA VEGETAL ...uuittitiiieeeeeeeeeasistieeeeeaaeaesesasssseeeeeeaaeeesaaannnssaeeeeeaaeessaannseens 17
2.6 RESISTENCIA DE SOUA A INSETOS.....ciiiciieiieiieeeeeeeeeseiitieeeeeeaeeeesssnssssaeeeeaaeesessnnnnsnees 19
2.7 FONTES DE RESISTENCIA A INSETOS EM SOUA ....ceiiiiiiaeeeeeeeeeeiieae e e e e e eeeeeenan e e e e 20
2 < L6 I R 22
2.9 GENETICA DA RESISTENCIA EM SOUJA .....coiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 24
S OBUIETIVOS ...ttt e e e e et e e 27
4 MATERIAL E METODOS ..ottt eae e aee e 28
4.1 GENOTIPOS UTILIZADOS ......iiiiiiieieeeeeeeeeeesteee et eeaeeeessssssseeeeeeaaeeesssnsnsssneeeeeaaeesaanns 28
4.2 MONTAGEM DO EXPERIMENTO ..ceiituuieaeeeeeeeeeiiinaaeeeeeeeeeeeannnaaaeeeeeeeenannnnnaaeaeeeeeeeenns 30
4.2.1 Hibridagdes € Avangos de GEeragies .........cuiiieeiiiieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiiiaaeeeeeeeeeeenns 30
A = =T 110 1 F PP 31
4.3 EXTRAGAO E QUANTIFICAGAO DE RUTINA......utiiiiiieeeeeeeeiciiiieeee e e e e e e e e e eeeea e e e e e 32
4.3.1 Preparo das @amOSIras .......cooeuuuiiiie e eeeees 32
4.3.2 Quantificagdo — Analise cromatografica ...........cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 32
4.4 ANALISES ESTATISTICO-GENETICAS ...cceeiiiiiieiiieieeeeeeeeeesiieeeeeeeeaeeeesssnnneaneeeeaaeeesannns 33
4.4.1 Componentes Genéticos de Média ............cccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiieeece e, 34
4.4.2 Componentes Genéticos e Ambientais de Variancia ...........ccccccvieiiiieieenenens 36
4.4.3 Coeficiente de Herdabilidade ...........coooeieimiiiiiiic e 39

S ARTIGO .. e e e 40



6 CONSIDERAGCOES FINAIS ...t

REFERENCIAS



10

1 INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) tem grande importancia
econdmica e social, ndo somente pela grande area na qual ela é cultivada, mas por
todo o complexo industrial que gira em torno do seu cultivo. O Brasil € o segundo
maior produtor e exportador mundial de farelo e graos de soja, sendo este o principal
produto cultivado e o de maior importanca econdmica no pais, com uma producao
de 60,07 milhdes de toneladas na safra 2007/08 em uma area de 21,32 milhbes de
hectares (CONAB, 2008).

Em termos percentuais, a cultura da soja foi a que mais cresceu, em
area plantada, nos ultimos 35 anos. Esse aumento da area cultivada se deve, entre
outros fatores, ao prego do produto estar em alta, ao surgimento de um sistema
cooperativista dinamico e eficiente, que apoiou fortemente a producdo, a
industrializagdo e a comercializagado das safras e ao estabelecimento de uma bem
articulada rede de pesquisa de soja envolvendo os poderes publicos, apoiada
financeiramente pela industria privada.

A expansao da soja dentro da fronteira agricola e, principalmente,
fora dela, com frequéncia envolve areas degradadas e até inaptas para a exploragéo
econdmica. Percebe-se que, ao longo dos anos, o uso restrito das tecnologias
disponiveis tem provocado o agravamento de problemas antigos. Além disso, novos
problemas surgem, exigindo investimentos na pesquisa para gerar novas
tecnologias.

Um grande problema sédo os insetos pragas. Dentre as principais
pragas que tem provocado quebras no rendimento da soja, a lagarta-da-soja
[Anticarsia gemmatalis Hubner 1818 (Lepidoptera: Noctuidae)], destaca-se como a
principal praga desfolhadora da soja, nas regides tropical e subtropical. A A.
gemmatalis provoca perdas quantitativas anuais estimadas em 11% da produgéo
mundial (BENTO, 1999).

Para o controle dessa espécie o controle quimico continua sendo a
técnica preferencialmente usada pelos sojicultores brasileiros, sendo que o uso
indiscriminado de agroquimicos pode trazer consequéncias graves ao meio
ambiente, além de onerar a cultura. No entanto, a preocupagao cada vez maior da

sociedade em relagdo as questdes ambientais e de saude, e o incremento
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significativo de mercados especificos, como o da soja organica, faz com que a
utilizacao de cultivares resistentes seja apontada como a solugdo mais racional para
o controle de insetos, sendo essa atividade mantida por alguns programas publicos
d melhoramento.

O uso de cultivares resistentes a insetos integra-se harmonicamente
aos programas de manejo integrado de insetos (MIP), uma vez que é seguro
atuando em qualquer nivel de infestacéo, além de apresentar vantagens também em
relagcdo ao custo, pois esse fator ja estda embutido nas sementes e, com isso, ndo
apresenta custos adicionais.

Para o desenvolvimento de gendtipos de soja resistentes a insetos é
fundamental o entendimento dos mecanismos de resisténcia, sendo que a maioria
das plantas, selvagens ou cultivadas, possui alguma resisténcia a pragas (KOGAN,
1986) e que, em geral, envolvem metabdlitos secundarios (KUBO & HANKE, 1986).

Sendo assim, se as plantas produzem substancias capazes de
afetar negativamente paréametros vitais e comportamentais de insetos e
microrganismos, entdo essas substancias poderao ser incorporadas a cultivares que
passarao a apresentar a caracteristica de resisténcia, culminando com a reducéo do

uso de agrotoxicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASOJA

A soja € um membro da familia das Leguminosas (Fabaceae) e é
umas das oleaginosas mais importantes do mundo.

A soja que hoje é cultivada é muito diferente dos seus ancestrais:
plantas rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia, principalmente ao
longo do Rio Yangtse, na China (TECNOLOGIAS, 2002). As plantas cultivadas s&o
anuais, tem caule ereto, com grande diversidade quanto ao ciclo de vida, variando
de 70 dias (plantas mais precoces) até 200 dias (plantas mais tardia). O ciclo da
planta pode ser dividido em duas fases: a fase vegetativa (VE, VC, V1, V2, V3, Vn)
que se caracteriza pela emergéncia da plantula até a abertura das primeiras flores e
a fase reprodutiva (R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8) que compreende o periodo do
inicio da floragao até a maturagao (FEHR et al., 1971).

A cultura da soja é exigente quanto a disponibilidade de agua
principalmente em dois periodos de desenvolvimento: na germinagdo-emergéncia,
guando tanto o excesso quanto o déficit de agua séo prejudiciais & obtengdo de uma
boa uniformidade de plantas; e na floragdo-enchimento de graos, quando ocorre o
maximo de exigéncia hidrica (TECNOLOGIAS, 2002).

A adaptacdo de diferentes cultivares a determinadas regides
depende das exigéncias hidricas, térmicas e fotoperiddicas. A soja melhor se adapta
a temperaturas entre 20°C e 30°C, sendo a floragdo induzida com temperatura
acima de 13°C. Cada cultivar possui seu fotoperiodo critico, acima do qual o
florescimento é atrasado e por isso a soja € considerada planta de dia curto. Entéo,
a soja precisa de uma duragao de noite maior que o dia para iniciar o processo de
floracao (TECNOLOGIAS, 2002).

Segundo Pascale (1969), existe uma relagdo inversa entre a
temperatura média e o numero de dias necessarios para a floragao. Dessa forma,
temperaturas mais baixas causam aumento do periodo vegetativo ou atraso no

florescimento.
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2.2 SOJA NA ECONOMIA MUNDIAL

A produgdo mundial de soja esta concentrada, principalmente, na
Argentina, no Brasil e nos Estados Unidos. Este ultimo ocupa o primeiro lugar na
producédo (36%) e nas vendas do grao para o exterior (25,7%). Na safra 2007/2008,
a producédo de soja norte-americana foi de 70,36 milhdes de toneladas (USDA,
2008).

A producdo mundial de soja, na safra 2007/08, segundo a USDA
(2008), situou-se em 218,80 milhdes de toneladas, 7,51% a menos em relagao a
anterior (236,56 milhdes), numa area com cerca de 90,53 milhdes de hectares. Isso
devido a redugédo na safra americana para 70,36 milhdes de toneladas (menos
19%), apesar do aumento de 2% na produgéo sul-americana, para 117,1 milhdes de
toneladas. As perspectivas sao que, na safra 2016/17, a produ¢cao mundial de soja
alcance 279,7 milhdes de toneladas (+23,3% sobre a safra 2006/2007). A produgéo
tornar-se-a mais concentrada, sendo que em 2016/17, os trés maiores produtores
(Argentina, Brasil e Estados Unidos) representardo 83% da produgcéo mundial (AGE,
2008).

2.3 SOJA NA ECONOMIA BRASILEIRA

A soja chegou ao Brasil via Estados Unidos, em 1882, trazida pelo
professor Gustavo D’utra da Escola Agricola da Bahia, que fez a primeira referencia
a planta no Brasil. Apenas em 1940, a soja comecgou a ser cultivada comercialmente.
Os pioneiros nesse processo foram os gauchos.

Somente na década de 70 a oleaginosa passou a ter
representatividade na agricultura brasileira, passando a figurar entre os principais
produtos capazes de gerar divisas ao pais, em termos de exportacao, e tornando-se,
a partir de entéo, fator decisivo ao equilibrio da balan¢a comercial (BOLETIM, 2007).

Nos anos 60, as lavouras comerciais estavam restritas em latitudes
entre 30°S e 20°S, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa

Catarina, Parana e Sao Paulo. Hoje, gracas ao melhoramento genético realizado por
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pesquisadores brasileiros, a soja pode ser cultivada em latitudes menores de 20°S,
na regiao equatorial, onde o fotoperiodo € menor que o das regides de latitudes mais
altas (KIIHL et al., 1989 apud MIRANDA, 2005).

A producdo nacional de soja, safra 2007/08, foi estimada em 60,07
milhdes de toneladas, superior a safra passada em 2,9% (1,68 milhdes de
toneladas). Isso representa 42,02% da safra nacional de graos. O referido aumento
foi motivado pelo incremento de 2,6% (539,5 mil hectares) na area cultivada,
impulsionado pelos bons pregos do produto e a expectativa do aumento da demanda
no mercado externo a época da implantagao da cultura, aliados as boas condicdes
climaticas durante todo ciclo da soja (CONAB, 2008).

Sendo atualmente o segundo maior produtor mundial de soja, atras
apenas dos Estados Unidos, as proje¢des apontam para que a producéo do grao no
pais deva atingir 75,3 milhdes nos proximos 10 anos, sendo que as exportacdes
serao 40% maiores. Como o Brasil € o unico produtor mundial com potencial de
expandir significativamente a sua area total de cultivo, existem perspectivas para
liderar o mercado mundial (CONGRESSO..., 2006). Assim, o Brasil vai acompanhar
a tendéncia de crescimento do mercado mundial, cujas exportagdes globais devem
saltar de 64,1 milhdes para 85 milhdes de toneladas no decorrer dos proximos 10
anos (ABIN, 2008).

No contexto das grandes culturas produtoras de gréos, a soja foi a
que mais cresceu em termos percentuais nos ultimos 35 anos, tanto no Brasil,
quanto no mundo. Os 6timos resultados do agronegécio de soja Brasileiro podem
ser atribuidos as sofisticadas técnicas de cultivo aplicadas para a soja no pais, que é
resultado dos esforgos realizados por varias instituicbes de pesquisa brasileiras. No
entanto, o destaque especial é dado aos programas de melhoramento genético de
soja do Brasil, que disponibilizam, atualmente, centenas de cultivares aos

produtores.

2.4 ANTICARSIA GEMMATALIS HUBNER, 1818 (LEP.: NOCTUIDAE)

2.4.1 Histérico, Distribuicdo Geografica e Plantas Hospedeiras
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As perdas médias causadas por insetos, segundo a Organizagao
das Nagdes Unidas para a Alimentagao (FAO), chegam a 14% da producao agricola
mundial. No Brasil, a perda de producgao devido ao ataque de insetos € de 7,1%, em
média, oscilando entre 2% e 30%. Estes dados de perdas representam algo em
torno de US$ 2,2 bilhdes de ddlares ao ano (BENTO, 1999).

No Brasil, a A. gemmatalis, conhecida popularmente no Brasil por
‘lagarta-da-soja”, € uma das principais pragas desfolhadoras da cultura da soja
(OLIVEIRA et al., 1993), acarretando grandes prejuizos para essa cultura
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

A origem de A. gemmatalis é referida como sendo das regides
tropical e subtropical devido a sua incapacidade de passar o inverno nas regidoes
temperadas mais frescas (TURNIPSEED; KOGAN, 1976).

Sua presenca se estende desde 40° N nos EUA até 39° S na
Argentina, sendo que, entre esses extremos, existe similaridade genética entre as
populagdes dessa praga, indicando migracdo (SOSA-GOMEZ, 2004). Essa praga
costuma atacar as lavouras a partir de novembro, nas regides setentrionais, e a
partir de dezembro no Sul do Pais, permanecendo até marco, podendo causar até
100% de desfolhamento (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Apesar de ser considerada primariamente uma praga de
leguminosas, foram registrados surtos em algodoeiro (HINDS; OSTERBERGER,
1931), alfafa (ELLISOR; GRAHAM, 1937), pastagens (WILLE, 1943), arroz
(TARRAGO et al., 1977) e trigo (MOSCARDI, 1979). Além disso, Herzog e Tod
(1980), conduziram estudos ecolégicos nos Estados Unidos, com o objetivo de gerar
as bases para o estabelecimento de programas de controle integrado, e sugeriram
varios hospedeiros vegetais, sendo 38 espécies de leguminosas e mais 5 espécies

pertencentes as familias Begoniaceae, Gramineae e Malvaceae.

2.4.2 Aspectos Bioldgicos

Em meados do século passado, os primeiros estudos buscando o
conhecimento sobre a biologia da A. gemmatalis, foram desenvolvidos por Watson

(1916), apud Fugi (2003) em folhas de mucuna-afa, Stizolobium deeringianum
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(Bart). Este autor, em condigdes de campo, observou que os ovos sao depositados
isolados, geralmente na face inferior das folhas e, menos freqiente, nas hastes e
peciolos.

A oviposi¢cdo e o acasalamento em A. gemmatalis ocorrem a noite,
comecgando a partir do terceiro dia apds a emergéncia da fémea, com um pico no
quinto dia, apés a emergéncia. Os ovos, cuja cor é verde-claro, assim que
depositados podem se tornar acinzentados com o passar do tempo e,
posteriormente, marrom-escuros. Proximo a eclosdo das larvas, sdo depositados
isoladamente, na parte inferior das folhas, no caule, nos ramos e nos peciolos, com
maior concentragao na parte inferior das plantas, sendo que a postura se estende
até o 13° dia, tendo capacidade para depositar até 1000 ovos (HOFFMANN-CAMPO
et al., 2005).

As lagartas dessa espécie podem apresentar coloragao totalmente
verdes, pardo-avermelhada ou preta, com estrias longitudinais brancas sobre o
dorso e sdo caracterizadas pela presenca de cinco pares de falsas pernas
abnominais. Ja a mariposa possui uma coloragdo cinza, marrom ou bege,
apresentando, na maioria das vezes, uma listra transversal escura ao longo das
asas, unindo as pontas do primeiro par de asas (HOFFMANN-CAMPO et al., 2005).

O ciclo de vida da A. gemmatalis tem duragdo média de 36 dias. A
duracao média de cada fase do desenvolvimento do inseto é: ovo 3 dias; periodo
larval 12 dias; pupa 10 dias; e adulto 11 dias, podendo variar muito de acordo com a
temperatura, variedade de soja, local e umidade (MAGRINI et al., 1999).

As lagartas locomovem-se medindo palmos e durante essa fase
(fase de “fio”) as lagartas raspam o parénquima foliar e s6 a partir do terceiro instar
conseguem perfurar a folha, reduzindo a area foliar e diminuindo a taxa
fotossintética, sendo que, quando a lagarta para de se alimentar, no ultimo instar,
ela entra na fase de pré-pupa. Quando a lagarta empupa no solo, sua coloragéo é
verde-clara, tornando-se, posteriormente, marrom escura e brilhante e, apds essa

fase emergem as mariposas (BOLETIM, 2007).
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2.5 RESISTENCIA VEGETAL

Segundo Painter (1951), a resisténcia € definida como sendo a soma
relativa de qualidades hereditarias que a planta possui, a qual influencia o resultado
do grau de dano causado pelo inseto, ou seja, representa a habilidade de uma
cultivar em alcancar uma maior produtividade, de boa qualidade, do que outros
cultivares sob mesmo nivel populacional do inseto.

A interacdo planta-inseto é dindmica e esta em continua variagao e
mudanga. As plantas encontram-se, na natureza, expostas em todos os estadios do
seu ciclo de vida a parasitas e predadores que estabelecem contato com seus
tecidos. A resposta da planta a herbivoria pode reduzir a preferéncia e a
performance de uma dada espécie de herbivoro, aumentando a capacidade de se
defender das folhas ainda ndao atacadas bem como de plantas vizinhas, deixando-as
aptas a se defenderem caso um ataque aconteca (AGRAWAL, 2000). Essa resposta
ao ataque de insetos ocorre através de diversos mecanismos que incluem barreiras
quimicas, pela inducao de proteinas defensivas (HARUTA et al., 2001); liberagao de
volateis que atraem predadores de insetos herbivoros (BIRKETT et al., 2000) e
metabolitos secundarios (BALDWIN, 2001), barreiras morfologicas e fisicas, pelo
aumento na densidade de tricomas (FORDYCE; AGRAWAL, 2001).

Os mecanismos de defesa estdo presentes em todas as plantas,
sendo que, segundo Kogan (1986), a maioria das plantas vivas, selvagens ou
cultivadas possuem algum grau de resisténcia a insetos. Para Kogan (1982), as
barreiras fisico/morfolégicas e quimicas, além de interferirem no processo de
selecdo do hospedeiro, ainda apresentam importante papel na interacido planta-
inseto, ja que os insetos filéfagos possuem um padrao de preferéncia consistente a
partir do momento em que podem fazer a escolha do alimento.

Considerando que existam barreiras fisicas, morfoldgicas entre
outras, que determinem a resisténcia de plantas a insetos, a resisténcia ao ataque
destes € devida principalmente aos quimicos presentes na planta hospedeira
(HOFFMANN-CAMPO et al. 1994; KUBO; HANKE, 1986).

Segundo Harborne (1993) os compostos quimicos das plantas
podem ser classificados em nitrogenados, aminoacidos nao-proteicos, glicosideos

cianogénicos, alcaloides glicosilados, peptideos e proteinas e toxinas nao
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nitrogenadas como os iridoides, lactonas sesquiterpénicas, glicosideos
cardiotdnicos, saponinas, furanocumarinas, quinonas, poliacetilenos, aflatoxinas e
flavonoides. Em concentragdes apropriadas, estas substancias podem repelir todos
os tipos de herbivoros.

Dentre as substéncias conhecidas de metabdlitos secundarios
(substancias aleloquimicas), flavonoides € o grupo mais vasto nas plantas e o mais
diversificado biolégica e quimicamente (TREUTTER, 2006), sendo que a fung&o dos
aleloquimicos ainda n&o foi bem definida (KOGAN, 1986). Entretanto, segundo
Hoffmann-Campo et al. (2001); Thoison et al. (2004) e Chen et al. (2004), eles
possuem diversos efeitos fisiologicos (pré-ingestivas) e comportamentais (pos-
ingestivas) sobre os insetos. Yan et al. (2008) relata que os metabdlicos secundarios
desempenham um papel essencial em muitas plantas como resposta ao ataque de
insetos, e que varios genes associados com a sintese desses quimicos, e que
podem ser usados contra predadores ou apenas como antioxidantes, foram
diferencialmente expressos na planta atacada por inseto.

A defesa relacionada a flavondides pode ser dividida em dois
grupos: compostos constitutivos ou pré-formados e compostos induzidos.
Compostos constitutivos sédo sintetizados durante o desenvolvimento normal da
planta e armazenados em sitios estratégicos na planta, mantendo um nivel
constante. Ja os induzidos, séo sintetizados em resposta a injurias fisicas, infecgdes,
ou stress, podendo ser produzimos constitutivamente, mas aumentados na presenca
de diversos tipos de stress (KOGAN, 1986; TREUTTER, 2006).

Os flavondides representam a classe mais comum e mais bem
estudada do reino vegetal, ocorrendo amplamente nas plantas (HARBORNE, 1993).
Nele se encontram diversos grupos com intensa atividade biolégica, sendo que, em
comparagao a outros metabdlitos secundarios os flavondides sdo aparentemente
nao muito toxicos. No entanto muitos flavondides podem atuar como deterrentes
alimentares para insetos fitéfagos em baixas concentragdes.

Estas sao substancias quimicas fendlicas de biossintese mista, que
desempenham as mais variadas fungbes, como: protecdo a radiagao UV, insetos,
doengas causadas por fungos, bactérias e virus, atraente para polinizagédo (cor das
pétalas), dispersante de sementes, controladores de horménios, estimulante a
producao de nddulos pelos rizdbios, inibidores enzimaticos, antioxidantes e agentes
alelopaticos (MARKHAM, 1989), resisténcia a frio (CHALKER-SCOTT; KRAHMER,
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1989) e seca (MOORE et al, 2005) e ajudam a planta a sobreviver em solos ricos em
metais pesados (BARCELO; POSCHENRIEDER, 2002).

Alguns Isoflavondides, um subgrupo dos Flavonoides, sé&o
importantes como fitoalexinas e compostos anti-herbivoria em legumes (SHARMA,;
NORRIS, 1991).

Em soja, flavondides foram identificados em diversas partes da
planta (HOFFMANN-CAMPO, 1995), sendo que, segundo Haukioja (2002), a idade
fisiologica das folhas pode interferir nos tipos de fendlicos presentes bem como seu
consumo por insetos. Folhas jovens de Bétula pubescens foram 40% menos
consumidas por lagartas de Epirrita autumnata que folhas normais.

A soja pode ser atacada por diversos insetos-pragas e algumas
podem causar severos danos econdmicos. Os mais freqlientes e capazes de causar
danos severos na soja sdao A. gemmatalis (HUBNER), Euschistus heros
(FABRICIUS), Nezara viridula (LINNAEUS) e Piezodorus gquildinii (WESTWOOQOD)
(PANIZZI; CORREA-FERREIRA, 1997).

2.6 RESISTENCIA DE SOJA A INSETOS

Trés tipos de resisténcia de plantas a insetos foram definidos por
Painter (1951), sendo (1) nao preferéncia ou antixenose: caracteristica da planta que
conduz o inseto a ndo utilizar uma planta para oviposigao, alimentagao ou abrigo, ou
a combinagao destes; (2) antibiose: que € o mecanismo de resisténcia que opera
depois do inseto ter colonizado e ter comecado o ataque a planta. O efeito
antibidtico pode resultar em um declinio no tamanho do inseto ou peso, reduz o
processo metabdlico, diminui seus movimentos e eleva a mortalidade larval ou pré-
adulto; e (3) tolerancia, capacidade da planta suportar determinados niveis de danos
provocados pelos insetos sem perder rendimento ou qualidade do produto, quando
comparado a outro cultivar.

O mesmo autor, Painter (1951), ainda lista as caracteristicas da
resisténcia de plantas a insetos como sendo: (a) hereditaria e controlada por um ou

mais genes; (b) relativa e somente pode ser medida por comparagao com outros
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gendtipos; (c) mensuravel; e (d) variavel, podendo ser modificada pelo ambiente
fisico e bioldgico.

Em geral, a planta responde a ataques de predadores de forma
espécie-especifica, produzindo compostos secundarios a partir de genes especificos
(quando presentes) e também pela produgao de proteinas inseticidas que diferem de
espécie para espécie, sendo que muitas espécies de plantas acumulam esses
compostos como defesa constitutiva (GATEHOUSE, 2002).

Os mecanismos de resisténcia em soja compreendem fatores
quimicos e fisicos, podendo ser constitutivos ou indutivos (KOGAN, 1986). Injurias
causadas por insetos em folhas induzem o aumento do nivel de resisténcia em
folhas ndo atacadas da mesma planta (REYNOLDS; SMITH, 1985).

Segundo Hoffmann-Campo, (1996), a concentragao suficiente e até
mesmo as substancias quimicas que estado ligadas a caracteristica de resisténcia a
insetos podem n&o ser detectaveis na planta, pois elas podem estar latentes. A partir
do momento que se provoca uma indugdo para sua manifestagcdo, por meio de um
inseto que ataca a planta desfolhando ou sugando a seiva, os metabdlitos
secundarios (fitoalexinas) tém sua sintese aumentada, interferindo negativamente a
fisiologia do inseto.

Algumas cultivares de soja resistentes a insetos apresentam, em
suas folhas, o flavondide rutina, um composto constitutivo associado a resisténcia da
soja a insetos (HOFFMANN-CAMPO, 2006).

A importancia dos compostos quimicos constitutivos na resisténcia
natural é conhecida desde a década de 50, embora seu uso tenha sido pouco
considerado (KOGAN, 1986). A identificacdo de compostos quimicos responsaveis
pela defesa da planta pode ajudar os melhoristas no desenvolvimento de cultivares
resistentes a insetos (HEDIN, 1986 apud HOFFMANN, 2006).

2.7 FONTES DE RESISTENCIA A INSETOS EM SOJA

A utilizagdo de fontes de resisténcia a insetos em programas de
melhoramento de soja ganhou grande impulso apdés a identificacdo de trés
introducdes (PI's) (Pl 171451, Pl 227687 e Pl 229358) como portadoras de
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resisténcia ao besouro mexicano Epilachna varivestis Mulsant, nos EUA (DUYN et
al., 1971). Essa resisténcia era caracterizada pela nao-preferéncia pelo besouro a
esses genotipos. Em estudos posteriores, verificou--se que essas introdugdes
possuiam resisténcia a outros insetos como Helicoverpa zea (Boddie), Cerotoma
trifurcata (Forster) (CLARK et al., 1972), Plathypena scabra (F.), Epicauta spp. e
Trichoplusia ni Hibner (LUEDDERS; DICKERSON, 1977).

Nos EUA pelo menos duas cultivares resistentes a insetos foram
liberadas: “Crockett”, em cuja genealogia encontra-se o acesso Pl 171451
(BOWERS, 1990) e “Lamar”, proveniente de cruzamentos envolvendo Pl 229358
(HARTWIG et al. 1990). No Brasil foi liberada a cultivar IAC 100 (ROSSETTO, 1989),
IAC 24 (MIRANDA et al., 2003a), IAC 17, IAC 23, (MIRANDA et al., 2003b),
resistentes a insetos, e IAC 18 e IAC 19, com moderada resistentes a insetos
(MIRANDA et al., 2003a).

As Pl 274453 e Pl 274454, e a IAC78-228 mostraram danos
irrisérios em areas com altas populacdes de lagarta enroladeira, Omiodes indicata,
que causou severos danos nos demais genétipos (LOURENCAO et al., 1985).

Machado et al. (1999) postulou que a cultivar IAC 100 apresenta
moderada resisténcia a A. gemmtalis, pois as larvas dessa espécie que se
alimentaram com folhas dessa cultivar, apresentaram aumento na fase larval. Essa
resisténcia também foi observada por Lourencdo e Miranda (1987).

Lima e Lara (2004), utilizando cinco gendtipos: BR-82 12547, IAC
100, IAC 78-2318, Pl 229358 e Pl 227687 realizaram um ensaio de antibiose a
mosca-branca (Bemisia tabaci) e concluiram que a cultivar IAC 100 destacou-se por
afetar negativamente B. tabaci bi6tipo B, prolongando o periodo ninfal (12,8 dias) e
reduzindo a emergéncia de adultos (80,0%).

Castiglioni e Vendramim (1997) avaliaram a preferéncia para
alimentagao e oviposicdo de A. gemmatalis em seis genoétipos de soja, sendo trés
deles (IAC 100, Pl 171451 e Pl 229358) considerados resistentes a insetos. Em
teste com livre chance de escolha, verificou-se nao-preferéncia para alimentagao
das lagartas pelas linhagens Pl 171451 e Pl 229358. Nao foram detectadas
diferencas na preferéncia para oviposicao.

Piubelli et al (2003) trabalhando com Pl 227687 verificaram que o
extrato desse genotipo foi deterrente para adultos de N. viridula afetando sua

biologia, e que a deterréncia foi maior apds esse gendtipo ser injuriado, pois o
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conteudo de isoflavondides aumentou. Hoffmann-Campo (1995) encontrou sete
flavondides glicosideos diferentes em folhas de Pl 227687, gendtipo muito usado em
programas de melhoramento como fonte de resisténcia a insetos. A mesma autora,
trabalhando com diferentes gendtipos de soja, encontrou rutina na cultivar IAC 100,
em uma linha melhorada (BR82-12547) e em dois gendtipos selvagens (Pl 227687 e
Pl 229358).

Dentre os 56 cultivares da Embrapa, disponiveis comercialmente
aos produtores, 22 gendtipos apresentaram rutina. No entanto, apenas 3 gendtipos
(Vicoja, BRS 134 e Embrapa 20 (‘Doko RC’)) apresentam teores considerados altos

o suficiente para causar algum efeito sobre a biologia dos insetos desfolhadores.

2.8 RUTINA

Rutina € um fendlico simples do grupo dos flavondis que ocorre em
plantas terrestres (SONDHEIMER, 1964; HARBORNE, 1977), incluindo variedades
cultivadas agronomicamente (GRIFFITH et al., 1955), sendo o fendlico mais
amplamente distribuido do reino vegetal (HARBORNE, 1977).

Ela é conhecida por cumprir papel importante na defesa de plantas
contra insetos sugadores (GILMAR et al. 1982; PIUBELLI et al. 2003) e
mastigadores (HOFFMANN-CAMPO et al. 2001; 2006; PIUBELLI et al. 2005;
SIMMONDS, 2001; STAMP; SKROBOLA 1993), sendo um dos compostos
identificados em extratos de folhas dos gendtipos Pl 227687 (SALVADOR, 2008) e
Pl 274454 (PIUBELLI, 2004, et al, 2005; HOFFMANN-CAMPO et al. 2001)
amplamente utilizados em programas de melhoramento de plantas como fonte de
resisténcia a insetos.

A Rutina pode agir de diversas formas sobre o comportamento dos
insetos. Pode reduzir o crescimento, prolongar o tempo de desenvolvimento e
interferir nos insetos herbivoros de primeiro e segundo instar. (ISMAN; DUFFEY,
1982; STAMP; HORWATH, 1992; STAMP; YANG, 1996). Segundo Hoffmann-
Campo (2006), a rutina foi responsavel por um prolongamento no ciclo biolégico de
A. gemmatalis. Efeito parecido foi encontrado por Hoffmann-Campo et al. (2001),

quando acrescentaram 2% de rutina na dieta de T. ni. Os insetos foram afetados
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negativamente na sobrevivéncia, no comportamento e na fisiologia. A rutina também
apresentou impacto negativo no crescimento e na iniciagdo de muda de Manduca
sexta (STAMP; HORWARTH, 1992).

No entanto, a resposta do inseto em relagdo a rutina pode variar de
acordo com a concentragédo e da espécie que se alimenta dela. Ela atua como fago
estimulante para Heliothis virescens (BLANEY; SIMMONDS, 1983), Schistocerca
americana (BERNAYS et al., 1991), S. albolineata (Thomas), e Melanoplus
diferentialis (Thomas) (BERNAYS; CHAPMAN, 2000). Entretanto, sua influéncia
sobre larvas de Helicoverpa zea, H. armigera, Spodoptera littoralis, S. exiqua e S.
exempta depende da concentracdo testada. Concentragdes maiores que 10 molar
atuam como inibidor da alimentagcdo no final do estadio larval para H. zea e H.
armigera. Ja concentragdes menores que 10* molar atuam como fagoestimulante
para essas mesmas espécies (BLANEY; SIMMONDS, 1983).

Segundo Gazzoni et al. (1997), o efeito da rutina na biologia da A.
gemmatalis também depende da dose ministrada nas dietas. Em seu trabalho esse
autor conclui que a rutina, em dose de 1% na dieta das lagartas tem maior efeito que
doses menores, pois causou maior aumento na duracdo da fase larval,
provavelmente por estes tentarem atingir o peso ideal para chegar a fase de pupa e
posterior reproducdo (PIUBELLI, 2004), e na mortalidade de A. gemmtalis, sendo
que a ingestdo pelos insetos desse flavondide causa o efeito de antibiose,
observado em gendtipos resistentes a insetos.

Uma associacao dessa resposta diferenciada causada por diferentes
doses de rutina pode ser feita com o mecanismo de defesa das plantas. Ortega
(1985) sugere uma variagao no teor de rutina nas folhas das plantas durante o ciclo
vegetativo, mesmo fenbmeno visto por Ermakov (1958), em folhas de Sophora
japonica. Segundo Edwards & Wratten (1980) este comportamento de acumulo
diferenciado em partes da planta e em épocas distintas € comum nos vegetais e
este fato pode estar atuando como um mecanismo de protecdo (dos vegetais),
preservando folhas jovens (altas concentragdes de rutina) da predagdo, pois, de
acordo com Shaver e Lukefahr (1969), a rutina tem acao repelente contra insetos.
Salvador (2008), observou influéncia negativa nos pesos secos iniciais, peso de
pupa, dieta consumida e ainda um prolongamento no ciclo larval dos insetos de A.

gemmatalis alimentados de dietas com adigao de rutina.
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Além da rutina, a genistina (genisteina 7-O-R-D-glicosidio) também
tem sido encontrada em gendtipos com caraceristica de resisténcia a insetos.
Considerando a concentragdo de rutina e genistina nos genotipos Pl 227687, PI
274454 e IAC 100 é razoavel sugerir que esses flavondides sao importantes fatores
em termos de resisténcia a A. gemmatalis (PIUBELLI, 2005).

Segundo Salvador (2008), tanto a rutina quanto a genistina estao
relacionadas a defesa da soja a insetos, ressaltando a importancia da manutengao
desses compostos em cultivares de soja. Rutina e genistina tém sido relatadas como
as substancias mais evidentes associadas a resisténcia de soja a desfolhadores
(PIUBELLLI, 2004).

2.9 GENETICA DA RESISTENCIA EM SOJA

A resisténcia a insetos de cada uma das PI's (Pl 171451, Pl 227687
e Pl 229358, portadoras de resisténcia multipla) € devida a diferentes fatores
(KILEN; LAMBERT, 1986). Fato ratificado por Valle e Lourencdo (2002), que,
trabalhando com as mesmas PlI’s, verificou comportamento diferenciado frente a B.
tabaci bidtipo B.

A presengca de um unico gene com dominancia incompleta
controlando a resisténcia da cultivar ‘Dowling’ a Spilosoma obliqua, foi sugerido por
Bhattacharya e Ram (1995).

Yan et al. (2008) usando microarrays de cDNA de soja, examinaram
a expressao de genes de plantas resistentes e suscetiveis, sem a presencga de Aphis
glycines, para identificar genes com diferengas constitutivas na expressao,
concluiram que todos os genes (5 genes apresentaram expressao constitutiva) que
mostraram uma expressao significativamente mais elevada nas plantas resistentes
do que nas suscetiveis, através de trés pontos no tempo, foram considerados
candidatos para o gene de resisténcia a A. glycines, Rag1 (resisténcia a A. glycines),
gene esse que foi determinado ser um unico gene dominante para resisténcia da
cultivar ‘Dowling’ a A. glycines. (HILL et al. 2006).

Segundo Meksem et al. (2001) a caracterizacdo do conteudo de

isoflavonodides entre linhas puras recombinantes de soja, mostrou que a distribuigao
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foi tipicamente de caracteristica poligénica com pouca evidéncia para genes de
efeito maior na caracteristica.

Cultivares diferentes podem possuir 0 mesmo nivel de resisténcia
com diferentes mecanismos para resisténcia.

A resisténcia a outros insetos em soja € quantitativa na expressao e
na heranga (KILEN; LAMBERT, 1998; NARVEL et al., 2001; ROWAN et al., 1991).

Pesquisa realizada com o gendtipo Pl 417061, considerada
resistente a diversas espécies de insetos, sugere que essa resisténcia € controlada
por multiplos genes, resultado similar ao encontrado com os acessos Pl 171451, PI
227687 e Pl 229358, e que cada fonte de resisténcia carrega pelo menos um gene
que é diferente das outras (KILEN; LAMBERT, 1998).

Sisson et al. (1976) estudando a heranga da resisténcia da soja a
Epilachna varivestis através das geragdes Fs de cruzamentos entre cultivares
comerciais (‘Ransom’, ‘Coker Hampton 226A’ e ‘Bragg’) e os acessos Pl 171451, PI
227687 e Pl 229358, ndo encontrou caracteristicas de frequéncias mendelianas
simples. No entanto, houve expressdao de resisténcia equivalente as médias das
linhagens parentais nas geragdes segregantes, sugerindo um pequeno numero de
genes, dois ou trés principais, envolvidos na resisténcia.

Plantas com resisténcia constitutiva resultam em um cultivar sendo
menos danificado que uma planta suscetivel deficiente dessa qualidade (PAINTER,
1951). A inducéo de resisténcia a insetos pode também ocorrer quando o sistema
defensivo da planta é estimulado por estimulos externos: fisicos ou quimicos
(KOGAN; PAXTON, 1983).

Em soja, dois genes que codificam isoflavonas sintetase (enzima
chave para a formagao das isoflavonas — metabdlitos secundarios) foram
identificados, usando estudo de expressdao em Arabidopsis e isolando seus genes
homologos de outras leguminosas (JUNG et al., 2000).

Diversos genes séo seletivamente ativados pelo ataque de insetos.
Os genes indol-3-glicerol fosfatase liase, que catalisa a formagao do indol livre, uma
importante peca na formacdo dos metabdlicos secundarios (FREY et al., 2000), e
aleno sintetase, que catalisa o primeiro passo na biossintese de acido jasménico
(REYMOND et al., 2000), sao induzidos pela herbivoria.

A grande maioria dos genes envolvidos no controle de caracteres

quantitativos ndo pode ter os seus efeitos isolados. No entanto, alguns genes podem
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apresentar efeito maior e, com isso, podem ser isolados e sequenciados em estudos
posteriores.

Esse conhecimento envolve estudos genéticos, avaliagdes
cromatograficas e prospeccdo de marcadores moleculares os quais permitem
decifrar o tipo de herancga envolvida na producado desses metabdlitos secundarios:
monogénica, oligogénica ou poligénica.

Informacgdes sobre a heranga da resisténcia sdo muito uUteis para o
melhorista decidir qual método de melhoramento e estratégia a ser adotada.
Diversos genes para resisténcia sao necessarios para combater o desenvolvimento
de novos bidtipos. Por essa razao, estudos genéticos sao conduzidos para
determinar a heranga, a resisténcia e para identificar diversos genes para
resisténcia.

Também, o conhecimento do controle genético da heranga da
resisténcia contribui para a escolha do método de melhoramento, previsédo da
duragcédo e eficiéncia da resisténcia, assim como para o planejamento de agdes
futuras.

Um dos objetivos dos programas de melhoramento, principalmente
em empresas publicas, € desenvolver variedades resistentes a insetos para os

agricultores, minimizando, assim, as perdas devido ao ataque dessas pragas.



27

3 OBJETIVOS

Os principais objetivos do presente estudo foram:

e Determinar o controle genético da produgao do flavondide rutina
responsavel pela resisténcia das plantas a insetos
desfolhadores em cultivares de soja

e Fornecer paréametros genéticos para apoiar e acelerar os
programas de melhoramento, aumentando, assim, a eficiéncia

na selecao de gendtipos resistentes.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no periodo de 2006 a 2008, no laboratério
de resisténcia de plantas a insetos e em casa-de-vegetagcdo, ambos nas instalagdes
do Centro Nacional de Pesquisa de Soja da EMBRAPA (Empresa Brasileira de
Pesquisas Agropecuaria), localizada nas proximidades do distrito Warta, em

Londrina, Parana.

4.1 GENOTIPOS UTILIZADOS

Para estudar os mecanismos genéticos responsaveis pela produgao
dos flavondides, que contribuem para o nivel de resisténcia aos insetos pragas,
foram realizados cruzamentos entre as cultivares com diferentes teores de rutina
(IAC 100, BR 16 e Conquista (MG/BR 46)).

“IAC 100”: considerada resistente a insetos, dentre os cultivares,
apresenta altos teores de rutina em seus extratos foliares.

“Conquista”. considerada suscetivel a insetos, mas com teores
intermediarios de rutina em suas folhas, quando em comparacao com a cultivar IAC
100 (HOFFMANN-CAMPO, dados nao publicados).

“‘BR 16”: suscetivel a insetos, ndo apresentando rutina em extratos
foliares (PIUBELLI, 2004; SALVADOR, 2008).

As genealogias das trés cultivares sdo mostradas na Figura 1.
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D49-2525

1-1AC 100
D632-15 D49-2525
Hill D52-810
Parana IAC-73-231
IAC-12 IAC-78-2318
Fonte de resistencia
Pl 229358
IAC 100
2 - MG/BR 46 (Conquista)
D632-15
([Roanoke x (Ogden x CNS)]
X
Ralsoy x Ogden) PI 240664 Hill
Davis IAC71-1113
Lo75-4484 Numbaira

Conquista
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3-BR 16

([Roanoke x (Ogden x CNS)] x Ralsoy x Ogden)

Davis D69-B 10-M 58

BR 16

... Continuagao Figura 1.

Figura 1 — Genealogia dos gendtipos de soja utilizados nos ensaios (MIRANDA, 2005).

4.2 MONTAGEM DO EXPERIMENTO

4.2.1 Hibridagdes e Avancgos de Geracoes

Na safra 99/00, foram realizadas as hibridacdes biparentais incluindo
as cultivares IAC 100, BR 16 e Conquista para producao das geragdes avancadas.
Para verificar possivel efeito materno ou citoplasmatico sobre o carater em estudo,
foram realizados cruzamentos reciprocos. Através de sucessivas semeaduras em
casa-de-vegetacgao pelo método SSD, as gerag¢des foram avangadas. As vagens dos
cruzamentos foram colhidas individualmente e cada provavel semente F4 foi
cultivada de maio a agosto de 2000, formando a geragcdo F,. Plantas F4 foram
colhidas em agosto de 2000 individualmente e as sementes F, semeadas em
novembro de 2000. Plantas F, foram colhidas individualmente em marco de 2001 e
cultivadas de maio a agosto de 2001 para originar as familias Fz3 (familia F3
originaria de planta F»). Plantas F3 foram colhidas e parte da semente foi mantida em
camara fria. Na safra 05/06, as sementes mantidas em camara fria (sementes de
plantas F3) foram plantadas, avangando para geracao F4. Em 2006 plantas F4 foram

colhidas, e na safra 06/07 foram plantadas, compondo a geragao Fs. Sementes de
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plantas Fs (geracdo Fg) e dos parentais, com mesma idade fisiolégica, foram

utilizadas para realizagao dos ensaios.

4.2.2 Ensaios

Cada cruzamento foi avaliado em ensaios independentes, possuindo
trés tratamentos cada (as duas geragbes parentais e a geragao F;), sob
delineamento completamente casualizado. O primeiro ensaio foi plantado entre os
dias 17 e 20 de agosto de 2007, sendo contido pelos parentais IAC 100 e Conquista,
junto com as 20 familias da geragdo Fs do cruzamento entre elas. Para verificar
possivel efeito materno ou citoplasmatico sobre o carater em estudo, cruzamentos
reciprocos também foram realizados. O segundo ensaio foi plantado entre os dias 10
e 13 de dezembro de 2007 e continha os parentais IAC 100 e BR 16, e a geracgéo Fs
do cruzamento. Nesse ensaio ndo foram incluidos os cruzamentos reciprocos. Em
ambos os ensaios, cada parental foi representado por quinze plantas e cada familia
por quatro plantas. A parcela experimental nos ensaios foi composta por uma planta
por vaso, dispostas em mesas contendo 2 fileiras paralelas distantes 40 cm. Cada
fileira continha 20 vasos, num total de 40 vasos por mesa.

O substrato utilizado foi constituido de uma mistura de terra e
esterco bovino, tratado com Brometo de Metila. A semeadura foi feita manualmente,
colocando 10 sementes por vaso e ap0s germinacdo, realizou-se o desbaste
aleatério para uma planta por vaso. A irrigacdo foi realizada por gotejamento,
seguindo freqliéncia adequada de acordo com o ambiente. O controle de doengas,
quando necessario, foi realizado utilizando os mesmos produtos quimicos
recomendados e os mesmos procedimentos de aplicagdo adotados para a soja

cultivada em areas comerciais.
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4.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE RUTINA

4.3.1 Preparo das amostras

A identificacdo e quantificacdo do composto rutina foi realizada
utilizando-se o 4° trifélio de cada planta de cada gendtipo, colhidos no estadio R1
(FEHR et al, 1977). Para o preparo das amostras, depois de retirados os peciolos,
aliquotas de cada amostra (300 a 600 mg de folha fresca) foram pesadas e
maceradas em cadinho de porcelana com nitrogénio liquido e transferidas para
tubos de vidro, adicionando-se uma solugédo de 80% MeOH em agua, no volume de
10 vezes a massa da amostra. Os tubos foram levados ao ultrasson por 20 min.
Posteriormente, as amostras foram filtradas e secas em nitrogénio gasoso. Apoés
secagem, houve ressolubilizacdo em 1,5 ml de 80% MeOH e colocadas em
ultrasson por 12 min. As amostras foram, entdo, filtradas com membrana 0,45u e
transferidas para tubos de amostrador automatico e analisadas em cromatdgrafo
Shimadzu, HPLC- Cromatografo Liquido de Alta Performance, (Prominience com
controlador CBM-20A; detetor SPD-20A; degaseificador DGU 20A5; Bomba LC-
20AT; auto sampler SIL-20A e forno CTO 20A).

4.3.2 Quantificacdo — Analise cromatografica

Aliquotas de 10uL do extrato foram injetadas no HPLC sendo as
analises realizadas em coluna de fase reversa (250 mm de comprimento e 4,6 mm
de didmetro interno), preenchida pelo suporte C18 (particulas de 5 micra). A fase
movel foi composta de 2% de acido acético (HoAc), solvente A, e uma mistura de
metanol, acido acético e agua (MeOH:HoAc:H,O; 18:1:1), solvente B. O sistema
inicial do gradiente linear foi 75% de A e 25% de B, atingindo aos 40 min., a situagéo
inversa, ou seja, 25% de A e 75% de B. Aos 45 minutos, voltou-se a situacdo inicial,
ai permanecendo por 5 min, antes da préxima injecdo. O fluxo do solvente foi de

1mL/ min. e a absor¢do pelo detector UV foi medida a 360nm. O padrdao de
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flavondide utilizado foi rutina (C27H30046) (quercitina 3-O-raminoglicosidio) da marca
Sigma. Para a obtencado das areas da substancia padrao, sete concentracbes de
rutina (0, 01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64 mg/ml) foram injetadas em
cromatégrafo, conforme descrito anteriormente. Com os valores das areas da
substancia padrdo e de suas respectivas concentragdes, foi construido um gréfico
de dispersédo e a obtencdo de uma equacao de regresséao linear. Apos injegao das
amostras, a area da substancia rutina foi obtida, aplicando este valor na equacao,
obteve-se a concentragdo da substdncia (mcg/mL) em cada gendtipo. A
concentragdo da substancia em mcg/g de folha fresca foi calculada através da
divisdo da concentragdao obtida (mcg/mL) pela massa da folha de cada gendtipo,
considerando o volume de ressolubilizagdo e a concentragdo de agua na folha

fresca.

4.4 ANALISES ESTATISTICO-GENETICAS

Os dados foram analisados através dos “softwares”, como o Sistema
de Genética Quantitativa (SGQ) e GENFIT (TOLEDO, 1991), disponiveis na
Embrapa. O primeiro determina, para os parentais e as gerag¢des Fs € RFg, 0s graus
de liberdade, as médias, as variancias totais e as variancias entre e dentro das
familias. O segundo, com os dados gerados pelo SGQ, ajusta o modelo genético
para os componentes de média e variancia, dos parentais (P4 e P,) e geragdes Fg e
RFs, permitindo entender a natureza dos efeitos genéticos envolvidos nos
cruzamentos.

Utilizou-se também o método do qui-quadrado (x?) para verificar a
adequacao dos modelos genéticos sugeridos.

Este tipo de estudo dara a melhor explicagao possivel a respeito dos

principais efeitos génicos envolvidos na determinacéo do carater.
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4.4.1 Componentes Genéticos de Média

Os paréametros genéticos dos componentes de média foram
estimados pelo teste de escala conjunto (CAVALLI, 1952, apud DIAS, 2003),
utilizando o programa GENFIT sendo que este teste permite avaliar se o modelo se
ajusta aos dados no sentido de oferecer uma estrutura adequada para a
compreensao das observagdes. A adequagao do modelo genético € obtida a partir
de um teste que possui um numero de graus de liberdade igual ao numero de
geracbes menos o0 numero de parametros estudados. Quando o numero de
geragbes € igual ao numero de parametros genéticos, ndo sobram graus de
liberdade para o teste de qualidade de ajuste do modelo genético.

Conjuntos de testes de escala podem ser elaborados para abranger
qualquer combinacao de tipos de familias que possa ser encontrada. Este combina
efetivamente todo o conjunto de testes de escala num unico, oferecendo uma
abordagem mais geral, mais adaptavel e mais informativa. O método consiste em
estimar os parametros do modelo, m, [d] e [h] a partir das médias de todos os tipos
de familias a disposicéo, seguindo por uma comparacao destas médias observadas
com os seus valores esperados usando as estimativas dos trés paradmetros.

Sendo assim, inicialmente foi adaptado um modelo genético simples
do tipo aditivo-dominante, envolvendo apenas componentes m, [d] e [h] (Tabela 1).
Nesse modelo, m representa a meédia da distribuigdo genotipica de todas as
linhagens puras extraidas, sem seleg&o, de um cruzamento, ou o valor médio entre
os parentais; [d] € a soma algébrica dos efeitos aditivos de todos os k locos para os
quais P e P, diferem; e [h] define a soma algébrica dos efeitos de dominancia dos
mesmos k locos.

O teste conjunto de escala utiliza o método dos quadrados minimos
ponderados (Weighted Least Squares — WLS) para estimar os parametros
genéticos. Nesse método, € necessario fornecer os dados de média e variancia
observados em cada geragao.

Os parametros estimados que forem nao significativos sao
eliminados do modelo e os componentes remanescentes sdo estimados novamente

com um novo X’ para testar a qualidade do modelo.
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Tabela 1 - Componentes genéticos de média: aditivos ([d]) e
dominantes ([h]), dos parentais e da geragado segregante

Fs.
Geracao m [d] [h]
P4 1 1 0
P, 1 -1 0
Fs 1 0 1/32

Fonte: Mather e Jinks (1982).

Para teste nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade, nao
rejeita-se 0 modelo, sendo considerado suficiente para explicar a variabilidade
genética encontrada. Essa sequéncia foi realizada para todos os conjuntos de
geracgoes.

Quando o modelo genético se mostrou insatisfatério para explicar os
mecanismos genéticos em controle desta caracteristica, ou seja, apresentou x?
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, foi testado um novo modelo, com a
presenca de interacdo ndo alélica entre os pares de locos, adicionando-se, ao
modelo genético, os componentes [i] e [I]. O componente [i] representa a interagao
dos locos em homozigose (epistasia do tipo aditivo x aditivo); e [l], sendo a interag&o
entre locos em heterozigose (epistasia do tipo dominante x dominante) (Tabela 2). O
componente [j], que representa a interagdo entre locos em homozigose e
heterozigose nao foi inserido no modelo, pois nado foram realizados

retrocruzamentos, ndo havendo, portanto, interagcao desse tipo.
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Tabela 2 - Componentes genéticos de média: aditivos ([d]), dominantes ([h]) e
epistaticos ([i], [/]) dos parentais e da geracdo segregante Fs.

Geracgao m [d] [h] [i] [1]
P, 1 1 0 1 0
P, 1 -1 0 -1 0
Fe 1 0 1/32 0 (1/2)'°

Fonte: Mather e Jinks (1982).

4.4.2 Componentes Genéticos e Ambientais de Variancia

Nos componentes de variancia, os procedimentos envolvem a
realizacdo de contrastes que permitem verificar a existéncia de divergéncia genética
entre os parentais e inferir se a heranga genética dos caracteres € do tipo aditiva ou
dominante. Em funcdo das geragdes utilizadas, com parentais e geragcdo Fg, 0
objetivo principal sera verificar a existéncia de varidncia genética aditiva em cada
cruzamento.

As variancias podem ser calculadas a partir das familias produzidas
nos experimentos de genética, pois a variagdo em cada uma das linhagens
parentais puras, Py e P, €& exclusivamente ambiental, ou seja, nao-herdavel
(MATHER; JINKS, 1971), ja que essas geragdes n&o tém estrutura de familia e s&o
linhas puras, ou seja, todos os individuos sdo geneticamente idénticos (OLIVEIRA,
1984).

A geracao Fg € composta por familias de progénies e a analise
realizada com ela e constituida por: a) uma variancia entre familias, que possui
como quadrado médio esperado (QME) a seguinte composigao 0°4 + ko, onde 0%
€ o componente de variancia dentro das familias, kK € a média harménica do numero
de individuos dentro das familias e 0% é o componente de variancia entre familias; e
b) uma varidncia dentro de familias, que possui como quadrado médio esperado

(QME) somente o componente 0%
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Da tabela da ANOVA (Tabela 3) para as geragdes Fgs, obtém-se os

quadrados médios e as respectivas esperangas dos quadrados médios.

Tabela 3 — ANOVA e esperanca dos quadrados médios para efeitos entre e dentro
de familias Fe.

F.V g.l SQ QM E(QM)
F6 entre 39 SQE QME 0% + Ko
F6 dentro 120 SQD QMD 0%
Total 159
Portanto,
1 1"
QMD =0} = V,F, =V,F, :[EJRDR +(§j H,

-

=0,03125D, +0,015625H,
1 2 3 4 10 9 8 7
QME:0§+k0::iD5+iH5+k 1 +1 +1 +l D |+ L +1 +E +1 H
32 64 2 2 2 2 2 2 2 2

=iD+iH +k ED+£H
32 64 16 1024

— i+% D+ i.}.ﬂ H
32 16 64 1024
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O método usado para estimar os componentes de variancia das
geracbes estudadas foi o dos quadrados minimos ponderados, de acordo com
Hayman (1960), apud Mather & Jinks (1982) (Tabela 3), utilizando o programa
GENFIT. Este método foi utilizado para todos os modelos ajustados. Quando nao
significativo algum parametro, esse foi eliminado e um novo modelo foi ajustado.

As trés geragbes foram usadas para ajustar os componentes de
variancia, sendo testado um modelo incorporando componentes genéticos aditivos
(D), de dominancia (H) e ambientais (E), das variancias destas geragdes (Tabela 4).
Com base no teste F para homogeneidade de variancias dos parentais foi verificada
a significancia do efeito da interagdo gendtipo x microambiente. Quando obtido um
valor de F significativo o componente ambiental E foi substituido por E1 e E; no
modelo. A interagdo gendtipo x microambiente indica a interagao diferenciada de
cada gendtipo com o ambiente ao qual foi submetido (MATHER & JINKS, 1982), nédo

se referindo a microambiente contrastantes (anos, locais e outros).

Tabela 4 - Componentes de variancia genética aditiva (D), de dominancia (H), de
interacdo genotipo x ambiente (E) e de interagdo gendtipo x micro-
ambiente (E4 e E)*, dos parentais e da geragéo segregante Fe.

Geragao D H E E4 E,
P1 0 0 1 1 0
P2 0 0 1 0 1

Fs entr (i-F%j (ijt%j 1 0,5 0,5

6N 132" 16 64 16 ! !
5 6
Fe dentro (lj [1] 1 0,5 0,5
2 2

* Na presenca de interagdo gendtipo x micro-ambiente serdo utilizados E1 e E2.
Fonte: Mather e Jinks (1982).
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4 .4 .3 Coeficiente de Herdabilidade

A herdabilidade pode ser apresentada no sentido restrito, referindo-
se a proporgdo da variancia total constituida pela variancia genética aditiva, ou
sentido amplo, referindo-se a contribuicdo de toda a variancia herdavel para a
variancia total. A herdabilidade no sentido restrito, que é aquela com maior interesse
para os programas de melhoramento de autégamas, pode ainda ser ao nivel de
planta individual ou de média de familias. Nesse trabalho, a herdabilidade foi
estimada no sentido restrito (h%), ao nivel de planta individual (th) e com base na
média da familia Fg (hzm), a partir dos componentes de variagdo do conjunto de

geragoes, utilizando as equagdes:

2 05D 2y 05D
p m
05D +0.25H + 1t E? 05D +0,25H + E12+ E2
n
Em que:

D : é a variancia aditiva;

H : é variancia de dominancia;

E : é a variancia ambiental;

n : € a meédia harmoénica do numero de individuos que compdem as

familias Fs.
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5 ARTIGO

Artigo a ser submetido a Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB

CONTROLE GENETICO DA PRODUCAO DO FLAVONOIDE RUTINA EM SOJA
COM CARACTERISTICA DE RESISTENCIA A INSETOS DESFOLHADORES.

Everson Tartari Kunz

Resumo

A rutina € um flavondide constitutivo encontrado em folhas de gendtipos de soja
resistentes a insetos. Esse composto afeta a biologia e o comportamento de lagartas
de Anticarsia gemmatalis. O objetivo desse trabalho foi estudar o controle genético
da producéao do flavondide rutina em folhas de soja. A cultivar IAC 100, resistente a
insetos e com alta concentracao de rutina, foi cruzada com as cultivares Conquista,
com meédia concentragao de rutina e BR 16, sem rutina, ambas consideradas
suscetiveis a insetos. Os parentais e a geragdo Fg foram avaliados quanto a
concentracado de rutina nas folhas em condi¢cdes de casa-de-vegetacdo. O carater
concentragado de rutina nas folhas tem heranga poligénica com presenga de efeitos
genéticos aditivos. Os efeitos ambientais sdo importantes na determinagdo do
carater, inclusive com interagdo gendétipo x microambiente significativa, tornando
necessario o uso de progénies avaliadas em diferentes ambientes para aumentar a
eficiéncia de selecao.

Termos para indexacao: Glycine Max. Anticarsia gemmatalis. Efeitos aditivos. |IAC
100

Abstract

Rutin is a constitutive flavonoid found in leaves of insect resistant soybean
genotypes. This compost affects the biology and the behavior of the Anticarsia
gemmatalis caterpillar. The purpose of this work was to study the genetic control of
the production of the rutin flavonoid in soybean leaves. The cultivar IAC 100, insect-
resistant and with high rutin concentration, was crossed with cultivar Conquista, with
intermediate rutin concentration, and with BR 16, without rutin in leaves, both
considered susceptible to insects. Rutin concentration in soybean leaves was
evaluated on parental and the Fg generation in greenhouse condition. The trait rutin
concentration in soybean leaves is polygenic with presence of additive genetic
effects. The environmental effects are important for the trait expression with
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significant genotype x microenvironment interaction effect, making necessary the use
of progenies evaluated in different environments to improve the selection efficiency.

Index terms: Glycine max. Anticarsia gemmatalis. Effect additive. IAC 100.

Introducéo

A resisténcia a insetos em soja € devida, principalmente, aos
compostos quimicos presentes na planta hospedeira (Hoffmann-Campo et al., 1994),
como os flavonoides. Os flavonoides sdo uma classe de metabdlitos secundarios
que possuem diversos efeitos fisioldgicos (pré-ingetivos) e comportamentais (pos-
ingestivos) sobre os insetos (Hoffmann-Campo et al., 2001; Thoison et al., 2004).

Um dos mecanismos de defesa da soja esta ligado a presencga de
compostos pré-formados nas plantas. O flavondide rutina € um composto
constitutivo associado a resisténcia da soja a insetos (Hoffmann-Campo, 2006). Sua
presenca ja foi relatada em folhas de gendtipos de soja considerados resistentes a
insetos como a Pl 227687, a Pl 274454 e a cultivar IAC 100 (Piubelli, 2005).

A rutina tem papel importante na defesa contra insetos mastigadores
(Hoffmann-Campo et al., 2001, 2006; Simmonds, 2001), como a Anticarsia
gemmatalis. Esse inseto, conhecido popularmente no Brasil por “lagarta-da-soja”, é
uma das principais pragas desfolhadoras da cultura da soja, acarretando grandes
prejuizos para essa cultura, podendo causar até 100% de desfolhamento (Hoffmann-
Campo et al., 2000). A rutina pode agir reduzindo o crescimento e prolongando o
ciclo bioldgico das lagartas desse inseto (Hoffmann-Campo, 2006).

A identificagcdo e compreensdo da forma de agado dos compostos
quimicos responsaveis pela defesa da planta a insetos, podem ajudar os melhoristas
no desenvolvimento de cultivares resistentes a insetos (Hoffmann-Campo, 2006).
Esse conhecimento envolve estudos genéticos e avaliagbes cromatograficas os
quais permitem decifrar o controle genético da heranga envolvida na producgao
desses metabdlitos secundarios. Com estas informacgdes, o melhorista pode tracar a
melhor estratégia de melhoramento a ser adotada, facilitando o desenvolvimento de

cultivares resistentes que necessitam menos agroquimicos.
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O objetivo desse trabalho foi definir o controle genético da produgao
do flavondide rutina em soja, com caracteristica de resisténcia a insetos

desfolhadores.

Material e Métodos

Dois parentais (Conquista e BR 16) foram cruzados com o parental
IAC 100, para obter 20 familias Fg e 20 familias RFg no cruzamento IAC 100 x
Conquista e 40 familias Fs no cruzamento IAC 100 x BR 16. A IAC 100 foi escolhida
por apresentar altas concentragdes de rutina nas folhas e é considerada resistente a
insetos. A cultivar Conquista tem concentracbes intermediarias de rutina e é
considerada suscetivel a insetos, enquanto a BR 16 ndo apresenta rutina nas folhas
e € também suscetivel a insetos.

Dois ensaios foram conduzidos com as geragdes parentais e Fg em
condigbes de casa-de-vegetagdo na safra 2007/08 no Centro de Pesquisa da
EMBRAPA soja em londrina, PR. Cada parental foi representado por 15 individuos e
a geracdo Fg por 40 familias com 4 individuos por familia distribuidos sob
delineamento completamente casualizado. No primeiro ensaio, realizado em agosto
de 2007, foram incluidos os parentais IAC 100 e Conquista e a geracédo Fs (20
familias do cruzamento mais 20 familias do reciproco, totalizando 40 familias). No
segundo ensaio, realizado em dezembro de 2007, foram incluidos os parentais IAC
100 e BR 16 e a geracdo Fg (40 familias do cruzamento sem reciprocos). Cada
ensaio foi composto por um total de 190 plantas individuais cultivadas em vasos de
5L, cujo substrato era um composto de terra e esterco bovino, tratado com Brometo
de Metila. A irrigagao foi realizada por gotejamento e o controle de pragas e doencgas
foi feito conforme as indicagdes técnicas para a cultura.

No estadio R1, o quarto trifélio de cada planta foi colhido e 300 a 600
mg de folha fresca, sem peciolo, foi pesado, macerado em nitrogénio liquido e uma
solugdo metandlica MeOH 80% em agua, 10 vezes o volume da amostra, foi
adionado junto ao macerado. Cada amostra foi filtrada e seca em nitrogenio gasoso,
sendo, posteriormente, resolubilizada em 1,5 ml de MeOH 80% em agua. As
amostras foram, entao, filtradas com membrana 0,45u e transferidas para tubos de

amostrador automatico. Aliquotas de 10uL do extrato foram injetadas
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automaticamente em cromatégrafo Shimadzu, HPLC - Cromatégrafo Liquido de Alta
Performance, sendo as analises realizadas em coluna de fase reversa e a absorgao,
pelo detector UV, foi medida a 360nm.

Com as médias e variancias da concentracdo de rutina nas folhas
dos parentais e da geracao Fg foi possivel ajustar modelos incluindo as estimativas
significativas dos componentes aditivos, dominantes, epistaticos e ambientais
(Mather & Jinks, 1982). Testes de qui-quadrado para verificar a qualidade de ajuste
dos modelos foram aplicados. Estimativas de herdabilidade foi realizado quando

possivel.

Resultados e Discusséao

Os graus de liberdade, médias e variancias dos parentais e da
geracgéo Fg de cada ensaio estao representados na Tabela 1.

As médias e varidncias da concentracdo de rutina nas folhas (em
mcg/g) da geracao Fs (11,99 e 191,14, respectivamente) e RFs (9,06 e 217,44,
respectivamente) indicaram auséncia de efeito de reciproco (teste t, P < 5%), para o
cruzamento IAC 100 x Conquista. Consequentemente, com os respectivos valores
da geragéao Fs e RFg, foi realizado um pool, obtendo 40 familias Fe.

Observando-se o comportamento do parental IAC 100, comum aos
dois ensaios, verifica-se que a média das concentragdes de rutina no cruzamento
IAC 100 X Conquista foi maior em relagcdo ao outro cruzamento. No entanto, a
comparagdo das meédias da IAC 100 nos dois ensaios indica diferenga né&o
significativa (P < 5%) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Graus de liberdade (g.l.), médias (mcg/g de folha) e variancias (var) para
a concentragao de rutina em diferentes gendtipos de soja e respectiva
geragao de seus cruzamentos.

Concentragao de Rutina

Geracoes

g.l. Média var

IAC 100 x Conquista
IAC 100 14 23,35 138,32
Conquista 13 4,04 35,58
Fs Total 156 11,32 356,93
Fe Entre (familias) 39 - 685,23
Fe Dentro (familias) 117 - 243,82

IAC 100 x BR 16

IAC 100 12 19,20 429,35
BR 16 14 0,00 0,00
Fe Total 147 4,27 119,76
Fe Entre (familias) 39 - 131,66
Fe Dentro (familias) 108 - 115,10

") Para os ajustes de modelos genéticos foi considerada média = 0,01 e variancia = 0,01.

A variancia da IAC 100 no segundo ensaio, referente ao cruzamento
IAC 100 x BR 16, foi significativamente maior que no outro cruzamento (P < 5%).
Naquele, 30% das repeticoes da IAC 100 ndo apresentaram rutina nas amostras
foliares, diferente das amostras da IAC 100 no outro cruzamento, onde todas as
repeticoes apresentaram rutina nas analises. Esse resultado pode ser atribuido aos
efeitos ambientais ao qual o segundo ensaio foi submetido. Uma hipdétese foi a de

que esse ensaio foi conduzido em dezembro, més em que as temperaturas na casa-
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de-vegetagao variaram de 20°C a 40°C, e isso pode ter afetado o desenvolvimento
normal das plantas.

Alguma diferenca entre os ensaios ja era esperada, uma vez que
foram realizadas em duas épocas distintas. No entanto, a diferenca significativa
entre as variancias do parental IAC 100, entre os ensaios, indica que houve maior
variancia ambiental atuando sobre esse carater no segundo ensaio. Este ensaio,
envolvendo o cruzamento IAC 100 x BR 16, com média menor e varidncia maior,
apresenta condigdes menos favoraveis para detecgcao de efeitos genéticos do que o
primeiro ensaio.

As médias da maior parte das familias Fg (22 familias no primeiro
ensaio e 28 familias no segundo ensaio) aproximaram-se mais das médias dos
parentais suscetiveis a insetos nos dois cruzamentos, sendo que no segundo ensaio
a frequéncia foi maior. Isso € um indicativo que a proporg¢ao de familias Fs com baixa
concentracdo de rutina nas folhas foi maior que a de familias com altas
concentracdes de rutina.

As distribuicdes de frequéncias da concentragcao de rutina nas folhas
dos pais e das familias Fs dos dois ensaios estao apresentadas na Figura 1. Nao foi
possivel a separagdo de classes fenotipicas bem definidas para os dois
cruzamentos, fazendo com que a segregacdo na Fg tenda para uma distribuicdo
continua, caracteristica de um carater quantitativo. A auséncia de classes
fenotipicas bem distintas € um indicativo de que a heranca do carater deve ser
complexa, envolvendo multiplos genes. Esse resultado confirma os de Narvel et al.
(2001), o qual postula que a resisténcia a insetos é quantitativa na expressao e na

heranga.
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Figura 1 - Distribuicdo de frequéncias da concentracdo de rutina nas folhas dos
individuos das familias Fs de dois cruzamentos. Os quadrados
representam os respectivos pais do cruzamento.

No primeiro ensaio, a variagao da concentracio de rutina, nas folhas
das familias Fg, foi de 0,00 mcg/g a 78,80 mcg/g. Cerca de 25% das familias (10/40)
apresentaram valores acima da média dos parentais e poderiam ser selecionadas
em programas de melhoramento. Nesse cruzamento foram observadas trés familias
Fe (f = 3/40) em classes superiores em relagdo ao padrdo IAC 100. No entanto,
quando realizado um teste t (P < 0,05) para cada uma dessas trés familias em
relacdo a IAC 100, elas nao diferem, estatisticamente, da média do padrao IAC 100.
O motivo da n&o significancia estatistica € devido as elevadas variancias dentro de
cada familia. Outras sete familias F¢ apresentaram médias para rutina pelo menos
trés vezes maior que o parental Conquista e préximos da média da IAC 100.

No segundo ensaio, duas familias apresentaram médias em classes

superiores a do parental IAC 100, mas n&o diferiram estatisticamente (P < 5%). Sete
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familias apresentaram médias superiores a média dos pais, estando mais proximos
ao parental IAC 100, representando 17,50% (7/40), das familias avaliadas. Esse
resultado pode ser importante no melhoramento vegetal, pois essas familias
poderiam ser selecionadas como portadoras de rutina. Novamente, essa proporcao
de familias com médias mais elevadas de rutina nas folhas demonstra a
possibilidade de sucesso em processos seletivos dentro dos programas de
melhoramento para este carater.

Embora seja possivel observar, para os dois ensaios, familias em
classes superiores ao do padrdao IAC 100, resistente a insetos, a hipotese de
segregacgao transgressiva resultante da presenca de genes distintos para rutina
também nos parentais suscetiveis foi descartada estatisticamente por ser né&o
significativo (P < 5%). Assim, uma proporg¢éao significativa dos genes envolvidos com
a producao de rutina nas folhas para esses cruzamentos estdo concentrados no
parental IAC 100. Os genes presentes no parental Conquista provavelmente
também estejam presentes em |IAC 100 ou ndo expressam efeito suficientemente
elevado para permitir a deteccao deste efeito neste experimento.

Foi observada diferenga significativa entre as variancias entre e
dentro de familias Fs apenas no primeiro ensaio, sendo a variancia entre maior que a
variancia dentro o que, de acordo com a esperanga do quadrado médio, € um
indicativo de que existe variabilidade genética entre familias Fs para essa
caracteristica no cruzamento IAC 100 x Conquista.

Os modelos genéticos ajustados as médias da concentracdo de

rutina nas folhas, incluindo as geragdes parentais e Fg, sGo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Ajuste dos parametros genéticos de médias e variancias para o carater
concentragéo de rutina (mcg/g de folha) nos ensaios com os parentais e
as plantas Fs de dois cruzamentos de soja.

IAC 100 x Conquista IAC 100 x BR 16

m 12,36 + 1,13 4,75 + 0,86

[d] 8,89 + 1,55 4,74 + 0,86
X%g.l. 1,08/1™* 3,14/1™*
Probablidade 0,30 0,07

D 127,44 + 43,33 _

E1 402,00 + 56,62 253,35 + 28,41

E2 38,14 + 14,90 0,1 E-03 + 0,38
X?(g.l. 3,50/1"* 3,37/2"*
Probabilidade 0,06 0,18

"®NZo significativo.

Para ajuste do modelo de médias foi utilizado o modelo reduzido,
modelo aditivo-dominante, nos dois ensaios. Os modelos genéticos ajustados as
médias revelaram a presenga de efeitos aditivos [d] significativos para os dois
ensaios realizados. A presencga desse efeito comprova a divergéncia genética entre
os pais. Quanto maior o valor de [d], maior € a associagao dos genes com efeito de
acréscimo a caracteristica em um dos parentais, e dos genes com decréscimo no
outro (Mather & Jinks, 1982).

A estimativa de m para a concentragao de rutina no primeiro ensaio
foi quase o triplo da estimativa obtida no segundo ensaio, apesar da diferenga entre
os parentais ser semelhante nos dois ensaios. A menor média para producido de
rutina nas folhas da IAC 100, no segundo ensaio, também ocorreu ainda com mais
intensidade na geragao Fg (4,27 mcg/g, contra 11,32 mcg/g) (Tabela 1), o que baixou

significativamente a estimativa de m (4,75 mcg/g, contra 12,36 mcg/g) (Tabela 2) e
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também de [d]. Fatores ambientais devem ter favorecido a expressao do carater no
primeiro ensaio, tanto nos parentais como nas familias Fg, ajudando na detec¢ao dos
feitos genéticos.

No caso dos efeitos de dominancia [h], eles foram nao significativos
(P < 5%), embora o conjunto de geragbes utilizadas (parentais e Fg) ndo sejam
adequados para estimar esses efeitos. Para estimar com maior precisdo a presenca
dos efeitos de dominancia [h], geragdes menos avangadas como F4 ou F, seriam
mais apropriadas. Efeitos epistaticos, que indicariam interacdes nao alélicas,
principalmente do tipo aditivo-aditivo [i], também foram n&o significativos permitindo
o ajuste de um modelo aditivo o qual nao foi rejeitado pelo teste de Qui-quadrado ao
nivel de 5% de significancia.

Os modelos genéticos ajustados as variancias da concentragdo de
rutina nas folhas, incluindo as geragdes parentais e Fs, sdo mostrados na Tabela 2.

A variancia genética aditiva (D) foi significativa no primeiro ensaio,
referente ao cruzamento IAC 100 x Conquista. Estes resultados estdo de acordo
com Chiari et al. (2006), que relata que o melhoramento para o acumulo de
isoflavondides, uma classe dos flavondides, deve ser explorada na variancia
genética aditiva.

A interacdo genodtipo x microambiente (presenca de Ei e E; nos
modelos de variancia) esteve presente nos modelos de variancia dos dois ensaios,
pois apenas E, nao foi suficiente para explicar a variancia ambiental. Essa interacao
ocorre quando os gendtipos respondem diferentemente as variagdes micro-
ambientais. No caso desses dois ensaios, a cultivar IAC 100 apresentou as maiores
variancias (Tabela 1) quando comparada aos outros dois parentais com menores
médias para concentragdo de rutina. A presenga de genes para rutina na cultivar
IAC 100 provavelmente permite que esse gendtipo responda com maior intensidade
aos estimulos ambientais o que ndo acontece para a cultivar BR 16, o qual
simplesmente ndo apresenta resposta (var = 0) ou acontece com menor intensidade
com a cultivar Conquista (var = 35,6).

O melhor material genético para ser explorado em programas de
melhoramento foi produzido no primeiro ensaio, com efeitos genéticos aditivos
significativos tanto no modelo de médias [d] como no de variancia (D), pois quanto
maior a variabilidade genética, maior € o pregresso com a selegéo. A presenga de D

para esse cruzamento indica a possibilidade de selegcdo de gendtipos superiores
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para concentracdo de rutina e a probabilidade de detecgcdo de QTL com efeitos
aditivos, através de marcadores moleculares. Ja no segundo ensaio, a menor
expressao do carater e a menor precisdo experimental ndo permitiu detectar efeitos
aditivos ao nivel de variancia, apenas ao nivel de médias.

A estimativa de herdabilidade no sentido restrito € um parametro
genético que foi utilizado para estimar a participagao do componente genético aditivo
no desempenho das plantas Fs. Nao foram estimadas as herdabilidades no sentido
amplo pelo fato de que, na geragao Fs, a participagdo dos efeitos de dominéncia é
praticamente nulo, pois com o aumento da homozigose, os efeitos aditivos vao
aumentando, enquanto os de dominancia diminuem, sendo que a herdabilidade no
sentido amplo envolve toda a variancia genética (aditiva e dominante), enquanto a
herdabilidade no sentido restrito considera apenas a varidncia genética aditiva,
aquela que é fixada pela selegdo (Ramalho et al., 1993).

As estimativas de herdabilidade no sentido restrito foram de 23% ao
nivel de individuo e 53% ao nivel de progénie, para o primeiro ensaio, indicando que
a selecao de plantas individuais nédo é tao efetiva na obtencédo de individuos com
altas concentracdes de rutina quanto a selegcao baseada em média de familias, pois
a variabilidade genética € maior entre familias. Niveis intermediarios e baixos de
herdabilidade indicam a presenga, provavelmente, de uma base genética
relativamente complexa com maior numero de genes envolvidos, indo de acordo
com Yan et al. (2008), que verificou a presengca de 5 genes sendo expressos
constitutivamente em plantas de soja resistentes a insetos, quando comparadas a
plantas de soja suscetiveis.

Para o segundo ensaio, a herdabilidade foi nula, pois nao foi
verificada, no modelo genético de variancia, a presenga de variancia aditiva nem
varidancia de dominancia, mas apenas interagdo genoétipo x micro-ambiente. Em
plantas autbgamas, como a soja, onde normalmente o produto comercial apresenta
elevado nivel de homozigosidade, a existéncia de variancia aditiva significativa tem
fundamental importancia nos processos de selecdo para o carater. Quando existe
uma diferenga grande entre a herdabilidade ao nivel de individuo e de progénie,
como aconteceu no primeiro ensaio, essa deve ser atribuida a grande contribuicéo
ambiental. Para que essa diferenca diminua e a herdabilidade aumente, pode-se
introduzir mais variagdo génica nas populag¢des, mas também estabilizar o ambiente

onde os individuos se desenvolvem (Mather & Jinks, 1982).
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Conclusdes

1. O carater concentragdo de rutina nas folhas tem heranca
poligénica com presenca de efeitos genéticos aditivos os quais
podem ser explorados nos programas de melhoramento.

2. Ha forte influéncia ambiental na expressao do carater indicando
a necessidade de maior controle ao longo das avaliagdes,
trabalhando-se com progénies ao invés de individuos e aumentando

0 numero de repeticoes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Para estudos futuros, os grupos de progénies que apresentaram
as maiores e as menores medias, para concentragao de rutina nas
folhas, podem ser avaliados fenotipicamente em ensaios com lagarta
a campo ou em bioensaios realizados em laboratorio, para verificar
se as familias com maior média se destacam quanto a resisténcia, e
isso indicaria se essas familias sdo aptas a serem selecionadas em
programas de melhoramento, tendo como base apenas o teor de
rutina nas folhas.

e Para detectar um QTL relacionado ao carater presenga de
rutina, estudos com marcadores moleculares poderao ser realizados
utilizando os parentais IAC 100 x Conquista, pois apresentaram
variancia genética aditiva significativa. No entanto, a populagao
segregante utilizada para estudos com marcadores devera ser maior
que a utilizada nesse estudo, a fim de viabilizar o mapeamento do(s)
QTL(s).

e Pelo fato da caracteristica concentracdo de rutina nas folhas ter
apresentado alta influéncia ambiental, com herdabilidades que
variaram de 23% ao nivel de planta a 53%, ao nivel de média de
familias, a selecdo sobre plantas individuais ndo é recomendada,
sendo indicado a selegédo sobre progénies com pelo menos quatro
repeticoes.

e A presenca de efeitos aditivos significativos e herdabilidade
intermediaria para média de familia permitem, ao melhorista, fazer
selecdo de progénies em geragdes mais precoces, como Fg4, por

exemplo.
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