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SANTOS, Joao Vitor Maldonado dos. Mapeamento de Qtls de caracteristicas sob
influéncia da ferrugem asiatica da soja. 2010. 107 f. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2010.

RESUMO

Em nivel mundial, a soja (Glycine max (L) Merrill) € a principal leguminosa cultivada,
devido a sua grande importancia na saude e alimentagcdo humana, na alimentacéo
animal e sua utilizacdo para producdo de biocombustiveis. O Brasil esta entre os
maiores produtores de soja do mundo, sendo uma das principais fontes econémicas
que movimentam o agronegocio brasileiro. Por isso, estudos sobre os principais
fatores, sejam bidticos ou abidticos, que podem afetar negativamente a produgéo,
sdo necessarios. Entre estes, a ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi (Sydow; P.Sydow), apresenta um grande potencial de
reducao severa da produtividade de soja. Hoje, sabe-se que a forma mais eficaz de
controle da doencga € através da resisténcia genética. Devido a baixa durabilidade de
genes de resisténcia vertical, estudos para o desenvolvimento de linhagens com
genes de resisténcia horizontal sdo de extrema importéancia. Neste trabalho
objetivou-se estudar a influéncia da ferrugem asiatica sobre caracteristicas de
importancia agronémica, que foram avaliadas em uma populagcdo de linhagens
endogamicas recombinantes (RILs). Foram realizadas analises fenotipicas e
estatisticas para cada caracteristica sob influéncia da ferrugem asatica, em campo
experimental e no fitotron. Essas analises permitiram estudar a correlagao existente
entre as caracteristicas e a selegdo de 16 linhagens de soja que apresentaram as
melhores caracteristicas sob acado da ferrugem. Além disto, foi construido um mapa
genético da soja com marcadores microssatélites, em que foram formados 19 grupos
de ligagcao. Em oito destes grupos foram detectados 17 QTLs que contribuem para a
resisténcia horizontal a doenca. Os resultados alcancados sdo muito importantes
pois abrem a possibilidade para a utilizacdo de marcadores ligados aos QTLs em
programas de melhoramento contra a doenca.

Palavras-chave: Glycine max. Phakopsora pachyrhizi. Resisténcia poligénica.
Correlagdo. Scott-Knott. Mapa genetic. Microssatélites. Grupos de
ligacao.



SANTOS, Joéo Vitor Maldonado dos. mapping of QTL traits under Asian soybean
rust influence. 2010. 107 f. Dissertation (Master’s degree in Genetics and Molecular
Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is the main legume crop worldwide due to its high
importance to health, human and animal feed and its use for biofuel production.
Brazil is among the largest soybean producers in the world, which is one of the main
economic resources that stimulates Brazilian agribusiness. Therefore, studies on the
main factors, whether biotic or abiotic, which can negatively affect the production, are
necessary. Among these factors, the Asian Soybean Rust caused by Phakopsora
pachyrhizi (Sydow; P. Sydow), can severely reduce the soybean yield potential. It is
currently known that the most effective control practice involves genetic resistance.
However, due to the low durability of vertical resistance, studies to develop lines with
horizontal resistance are extremely important. In this study, the main objetctive was
to evaluate important agronomic traits under influence of soybean asian rust in a
population of recombinant inbred lines (RILs). For each trait, phenotypic and
statistical analysis were performed in the population under asian rust infection grown
in field and grow chamber. These analyses allowed the identification of correlation
between the traits and the selection of 16 soybean lines that showed the best traits
under asian rust influence. Also, a molecular genetic map with 19 chromosomes was
built using microssatellite markers. Seventeen QTLs contributing to horizontal
resistance rust were detected in eight of these chromossomes. The results will allow
the use of molecular markers associated to these QTLs in the soybean breeding
program against this disease.

Keywords: Glycine max. Phakopsora pachyrhizi. Polygenic resistance. Pearson
correlation. Scott-Knott. Molecular map.
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1 INTRODUGAO

A importéncia da agricultura para o desenvolvimento econémico e
social de um pais torna-se assunto de grande estudo. Tecnologias e produtos
desenvolvidos em busca de um aumento significativo na produgdo agricola
brasileira, portanto, sdo de grande interesse. Dentro deste aspecto, a soja [Glycine
max (L) Merrill] € considerada a leguminosa mais importante do mundo, devido a sua
ampla utilizagdo na alimentacido e na producdo de oOleos e biocombustiveis. Em
ambito nacional, encontra-se como o principal produto de exportacdo do
agronegocio brasileiro, impulsionando a economia brasileira. Devido a estas
caracteristicas, portanto, estudos relacionados a esta cultura sdo de extrema
importancia.

Embora o Brasil encontra-se em segundo lugar em producgéo
mundial desta leguminosa, existem inumeros fatores que necessitam de cuidados
especiais para que a qualidade e produtividade brasileira da soja n&o decaiam.
Estes fatores podem ser abidticos, causados por agentes naturais, e bidticos,
causados por patégenos, cujos agentes variam de fungos, virus, bactérias, insetos e
nematdides.

Entre os inumeros causadores de prejuizos da soja, o principal fator
biotico responsavel por perdas significativas € o fungo Phakopsora pachyrhizi
(Sydow; Sydow), causador da ferrugem asiatica da soja. Este fungo possui origem
asiatica e seus primeiros relatos em continente americano datam de 2001,
especificamente no Paraguai, Brasil e Argentina. Estima-se que este fungo possui
um potencial de redugéo de produtividade maior que 75%, o que o torna uma grande
ameaca para a producio nacional.

Existem varias praticas de manejo que visam o controle da doenga,
porém a que apresenta melhores resultados em ambito socioecondmico e ambiental
€ a de utilizacdo de gendtipos resistentes. Alguns gendtipos ja foram detectados
como resistentes a doenga, porém devido a alta variabilidade genética existente
dentro dos isolados de fungos, existe a grande necessidade de obtengdo de um
maior numero de gendtipos superiores que apresentem caracteristicas que

contribuem com uma alta produgdo, mesmo sob a atuagéo do patdgeno.
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Com isto estudos em busca de materiais que possam suportar a
acao do patdégeno sao de extrema importancia. Uma importante ferramenta que
auxilia nos programas de melhoramento visando resisténcia a ferrugem asiatica da
soja sdo os marcadores moleculares, que podem ser amplamente utilizados em
programas de melhoramento que visam a identificacdo de gendtipos superiores a
acao da doencga, pois, diferentemente dos marcadores morfolégicos, estes séo
independentes dos efeitos ambientais e estadios fisioldgicos da planta, além de
apresentarem um alto nivel de polimorfismo distribuido ao longo de todo genoma.
Dentre estes, marcadores microssatélites sao amplamente utilizados por
apresentarem alta reprodutibilidade, simplicidade de uso e serem codominantes, o
que ¢é extremamente importante para distinguir genétipos homozigotos de
heterozigotos.

Através do uso dos marcadores moleculares, € possivel identificar
gendtipos superiores a agricultura e identificar caracteristicas que possam ser
trabalhadas em futuros programas de melhoramento visando resisténcia a doenca.
Além disto, abre-se a possibilidade de estudos mais direcionados em busca de um

maior conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na interagédo planta-patégeno.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho possui o seguinte objetivo:

- Construir um mapa genético de ligacdo originado de uma
populagdo RILs (Recombinant Inbred Lines ou Linhagens
Endogamicas Recombinantes), através do uso de marcadores
moleculares de microssatélites.

- Identificar QTLs atuantes sob a agado da ferrugem asiatica da soja.

- Avaliar em fitotron e campo experimental caracteres de grande
interesse agronémico relacionados ou ndo a ferrugem asiatica, a

fim de selecionar gendtipos superiores para a agricultura.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SouA

A soja pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida,
subclasse Rosidae, ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, género
Glycine L., subgénero Glycine subg. soja (Moench) e espécie Glycine max (L.)
Merril.

Esta é considerada a leguminosa mais importante no mundo devido
ao fato de a mesma possuir alto teor de proteinas, acidos graxos poli-insaturados, e
uma quantidade apreciavel de vitaminas, minerais e fibras, sendo bem utilizada na
alimentagdo mundial. Vale ressaltar que a mesma ainda apresenta como vantagem,
em relagao as fontes de proteina animal, o fato de n&o possuir colesterol. Segundo
estudos desenvolvidos por Barnes et al. (1990) e dados elaborados pela Food and
Drug Administration (1991), muitas substéncias encontradas nas sementes da soja
foram identificadas como muito importantes para a saude humana, reduzindo o
numero de doengas cardiacas, cancer intestinal, diabetes, calculos biliares e
doengas renais. Outro fato importante relacionado a utilizagdo da soja em ambito
mundial € de esta possuir alta capacidade de producdo de dleos, além de ser um
material promissor para a produc¢ao de biodiesel. Hoje, a mesma possui um lugar de
muito destaque na economia brasileira, sendo o maior produto nacional de
exportacao (EMBRAPA, 2007).

Foi no Rio Grande do Sul que a soja comegou a ser cultivada em
larga escala, sendo dois fatores decisivos para sua consolidagéo. O primeiro foi a
existéncia de uma forte atividade de criacdo de suinos, razao pela qual se costuma
dizer que a soja encontrou no porco o seu grande aliado. Foi também de grande
importancia na década de 50 a 59, a expansdo da triticultura, incentivada pelo
Governo Federal. Depois de ser usada como adubacéo verde, a soja foi considerada
como cultura ideal para a rotagdo com o trigo, diante da preocupagao em evitar a
monocultura (CARUSO, 1997).
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Por volta de 1940, a soja comegou a ser conhecida em Minas
Gerais. No Mato Grosso do Sul e em Goias, o cultivo da soja foi introduzido na
década de 50. No Distrito Federal seu cultivo comegou a partir de 1973, ocupando
pequena area, mas vindo a se expandir mais tarde (SANTOS, 1988). No Parana, a
cultura da soja foi introduzida comercialmente na década de 50, passado a ter
representatividade econdmica somente no final da década de 60 (DOMIT et al,
2007).

A explosdo do prego da soja no mercado mundial, em meados de
1970, desperta ainda mais os agricultores e o préprio governo brasileiro. O Pais se
beneficia de uma vantagem competitiva em relagédo aos outros paises produtores: o
escoamento da safra brasileira ocorre na entressafra americana, quando os pregos
atingem as maiores cotagdes. Desde entdo, o pais passou a investir em tecnologia
para adaptacdo da cultura as condicdes brasileiras. Os investimentos em pesquisa
levaram a "tropicalizagdo" da soja, permitindo, pela primeira vez na histéria, que o
grao fosse plantado com sucesso, em regides de baixas latitudes. Essa conquista
dos cientistas brasileiros revolucionou a histéria mundial da soja e seu impacto
comegou a ser notado pelo mercado a partir do final da década de 80 e mais
notoriamente na década de 90, quando os pregos do grdo comegaram a cair
(EMBRAPA SOJA, 2010).

Atualmente, os lideres mundiais na producdo de soja sdo, nesta
ordem, os Estados Unidos, Brasil, Argentina, China, india e Paraguai (EMBRAPA
SOJA, 2010). Na ultima safra (2009/10), o total de area plantada de soja no Brasil
correspondeu a cerca de 23.048.300 hectares, com uma média de produtividade em
torno de 2.800 kg/ha e producao total 64.560.900 toneladas (CONAB, 2010). O
Estado com maior area plantada (6.139.400 hectares), maior produtividade (3,038
kg/ha) e produgéo

(18.651.500 toneladas) € Mato Grosso, seguido do Estado do
Parana (CONAB, 2010). A China tem sido nos ultimos anos o maior importador da
soja brasileira em grao, seguida dos paises baixos. O Brasil também exporta o farelo

e o Oleo de soja, porém em quantidades menores que o grédo (CONAB, 2010).



20

3.2 FERRUGEM ASIATICA DA SOJA

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi (Sydow; P. Sydow), é atualmente a doenga mais importante no cultivo da
soja, causando elevadas perdas de produc¢ao no Brasil.

Historicamente, a ferrugem asiatica da soja foi primariamente
descrita no Japao em 1902 e posteriormente, por volta de 1914, surgiu de forma
epidémica por outros paises asiaticos (REIS; BRESOLIN, 2004). No continente
africano, foi detectada inicialmente em 1990 e hoje é possivel ser observada em
paises como Zimbabue, Uganda, Zéambia e Africa do Sul. No continente americano,
o primeiro foco de ferrugem asiatica foi detectado no Paraguai, em 2001 e no
mesmo ano no Brasil. Apds sua detecgédo, a ferrugem asiatica se espalhou por todo
o Brasil, Paraguai, Bolivia e parte da Argentina (YORINORI, 2004). Nos Estados
Unidos, esta doenca foi primeiramente detectada em 2004, em parcelas
experimentais de soja da Universidade Estadual da Louisiana (SCHNEIDER et AL.,
2005), sendo posteriormente detectada em alguns Estados americanos, como a
Florida, Alabama, Arkansas, Mississippi, Missouri e Carolina do Sul, os quais
enfrentam problemas para o seu controle (YORINORI, 2005).

O prejuizo na produgédo de graos, causado pela ferrugem na safra
brasileira de 2007/2008, foi de aproximadamente 418,5 mil toneladas ou U$ 204,5
milhdes, considerando o pregco médio de U$ 488,72 por tonelada de soja. Ja o custo
total da ferrugem asiatica nesta safra foi de U$ 2,38 bilhdes, pois a média nacional
do custo da operagao de controle da doenca foi de US$ 43 por aplicagdo, sendo que
a média nacional de aplicagdo foi de 2,2 aplicacdes por hectares (CONSORCIO,
2010).

Na safra 2008/09, esta doenga causou perdas em graos para o
Brasil de aproximadamente a 571,8 mil toneladas de graos ou U$ 71,7 milhdes,
considerando o pregco médio de U$ 230,65 a tonelada de soja. Somando-se o custo
da operacao de controle, cuja média nacional ficou em 2,4 aplicagdes por hectare, o
que representa US$ 1,67 bilhdo, o custo total da ferrugem asiatica nesta safra foi de
U$ 1,74 bilhdo (CONSORCIO, 2010). O Estado com maior incidéncia da doenca foi

a Bahia.
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3.3 BIOLOGIA E SINTOMATOLOGIA DO PATOGENO

As condigdes abidticas influenciam demasiadamente no
desenvolvimento da ferrugem em plantas de soja. Basicamente, a intensidade da
doenca é determinada pelo efeito da temperatura ambiente e da duragao diaria do
molhamento foliar. Segundo Alves et al. (2005), a faixa de temperatura 6tima de
germinagdo do patdégeno é de 15 a 25 °C. Temperaturas acima de 30° C sé&o
desfavoraveis a infeccdo. Além disto, estudos realizados por Alves et al. (2004)
evidenciaram que as cultivares, quando submetidas a um molhamento foliar entre 6
a 12 horas, obtiveram acentuado aumento na frequéncia de infeccdo e severidade
da doenca. Em condigcbes de campo, as chances de infeccdo geralmente s&o
maiores durante a noite e no inicio da manha, pois a umidade relativa e a duracao
do periodo de molhamento foliar sdo maiores nessas ocasides (PIVONIA; YANG,
2006).

A infecgao originada por esta doenga causa uma série de lesdes na
parte abaxial da folha. Inicialmente, surgem como minusculos pontos em tecidos
sadios de folhas. Apds alguns dias, € possivel observar saliéncias que
correspondem a urédias, estruturas de frutificacdo fungica. Os sintomas causados
pela ferrugem da soja sdo denominados de lesbes e ndo de pustulas como nas
demais ferrugens. Isto porque ocorre a necrose do tecido foliar e em cada leséo
podem existir varias pustulas. Portanto, uma lesdo da ferrugem da soja é composta
por varias pustulas salientes e por um poro central. A manifestacdo mais comum da
doenca é observada como areas foliares cloréticas, de forma poligonal e coloragao
bronzeada ou parda, podendo escurecer a medida que envelhecem.

Individualmente, com o passar do tempo, as lesées aumentam de area alcangando

até 1,2 mm2 (REIS; BRESOLIN, 2004).

A acao da doencga sobre uma lavoura de soja esta relacionada com
o desenvolvimento das urédias, que apos certo tempo liberam ureddsporos através
de um poro central. O poro, através do qual os ureddsporos sao liberados, localiza-
se na elevacao do tecido epidérmico. Os ureddsporos, inicialmente de coloragao

hialina, tornam-se bege e acumulam-se ao redor dos poros ou sao carregados pelo
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vento. O numero de urédias, por ponto, pode variar de uma a seis. Os ureddsporos
sao facilmente disseminados para lavouras proximas ou a longas distancias através
do vento, porém, ndo sao transmitidos pela semente, restos culturais ou por material
processado como a torta e o farelo da soja (REIS; BRESOLIN, 2004).

A presenca de urédias é determinante para se distinguir a ferrugem
asiatica da soja de outras doencas que a afetam. Outra caracteristica importante
observada através das urédias esta correlacionada a planta ser resistente ou
susceptivel. Se a coloracido da urédia for castanho claro, a lesdo observada na folha
sera denominada de tan (do inglés “bronze”) e a planta sera susceptivel. Caso a
coloracédo seja castanho-escuro, a lesdo observada na planta sera RB (do inglés
Reddish-Brown), e a planta sera resistente a ferrugem asiatica. O fato de a planta
possuir lesdes tan ndo implicara numa susceptibilidade imediata, sendo que algumas
plantas, por mecanismos ainda ndo conhecidos, podem possuir algum tipo de
tolerancia a doenca, que culminaria numa planta que possuiria a doenca, porém nao
perderia sua produtividade. Além disto, atualmente existem estudos que visam
identificar plantas com fenotipo de imunidade a esta doengca (HENNING; GODOQY,
2006). Imunidade ja foi relatada em algumas fontes de resisténcia contra alguns
isolados do fungo, como o alelo Rppl, proveniente da Pl 200492, contra o isolado
India 73-1 (HARTWIG; BROMFIELD, 1983)

A infeccdo causa rapida clorose e queda prematura das folhas,
impedindo a plena formagéo dos graos. Quanto mais cedo ocorrer a desfolha, menor
sera o tamanho dos graos e, consequentemente, maior o dano no rendimento e na
qualidade. Dependendo da severidade, em alguns casos, quando a doenga atinge a
fase de formacédo das vagens ou no inicio da granagao, pode causar o aborto e
queda das vagens (HENNING; GODOQY, 2006).

3.4 PRATICAS DE MANEJO

Para o controle da doenga, existem algumas estratégias que devem
ser levadas em consideragdo. A estratégia mais tradicional € a utilizacdo de

defensivos agricolas. Existem inumeros tipos de fungicidas que podem ser
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utilizados. Dentre eles existem os fungicidas do grupo dos inibidores da biossintese
de ergosterol (trizois, como o tebuconazole e o difenoconazole) usados em
formulagbes simples ou em misturas com as estrobilurinas (como o epoxiconazole +
pyraclostrobin), que inibem a respiragdo mitocondrial dos fungos, impedindo a
transferéncia de elétrons entre o citocromo b e o citocromo ¢ (BARLETT et al,
2002). Estes, segundo estudos realizados por Godoy e Canteri (2004) apresentam
uma melhor resposta aos efeitos causados pela ferrugem tanto na aplicagao
preventiva como na curativa. Trabalhos desenvolvidos por Soares et al. (2004)
demonstraram um melhor desempenho desses dois grupos de fungicidas no controle
da doenga. Existem ainda os fungicidas do grupo dos benzimidazéis, como o
carbendazin, que apresenta menor eficiéncia de controle da doenca, tanto na
aplicacdo preventiva como na curativa (GODOY; CANTERI, 2004) e menor
desempenho quanto a produgao de grdos nas plantas tratadas, quando comparadas
as plantas tratadas com outros grupos de fungicidas (SOARES et al., 2004).

A decisdo sobre o0 momento de aplicar o fungicida deve levar em
consideragao varios fatores técnicos, pois o atraso na aplicacdo pode causar
reducdo de produtividade muito elevada. O grande problema da utilizagdo de
fungicidas no controle da doencga esta relacionado ao aumento do custo de produgéo
e ao impacto ambiental que estes produtos quimicos podem causar (CONSORCIO,
2010).

Devido a isto, outras estratégias devem ser consideradas como
maneira de contornar os riscos e diminuir o custo de controle da doenca. Uma delas
consiste na adocdo do vazio sanitario, que € um periodo de 60 a 90 dias sem
plantas de soja no campo, como uma estratégia para reduzir a quantidade de
in6culo na entressafra. Todos os Estados brasileiros que cultivam a soja realizaram
0 vazio sanitario no ano de 2009, com multas elevadissimas para todos aqueles que
tentaram burlar a sua utilizagdo (CONSORCIO, 2010).

Outra estratégia de controle esta relacionada a utilizagao de plantas
precoces, pois o fato destas plantas apresentarem um baixo periodo de reprodutivo
possibilita que sejam colhidas do campo em um periodo mais cedo, o que pode
propiciar uma menor atuagdo do patégeno sobre a plantacdo (YORINORI,
LAZZAROTTO, 2004).
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Entretanto, dentre as estratégias utilizadas, a melhor forma para o
controle a doenga é a que envolve genes de resisténcia. Porém, existe um numero
pouco significativo de cultivares que apresentam esta caracteristica, o que torna de
grande utilidade estudos e trabalhos que visam o desenvolvimento de cultivares com
resisténcia a ferrugem (CONSORCIO, 2010). Nesse caso, dois tipos de resisténcia
podem ser considerados: vertical e horizontal.

Genes de resisténcia vertical sdo controlados por um ou alguns
genes de efeito maior, de caracteristica qualitativa, possuindo heran¢ga monogénica
e sendo uma forma de resisténcia raga-especifica. Estes genes atuam através de
uma reacao de hipersensibilidade, podendo ainda aparecer imunes ou inibir o
processo de reproducado do fungo ou afetando o inéculo inicial do fungo (AGRIOS,
2005).

Alguns genes de resisténcia vertical a ferrugem asiatica ja foram
identificados: Rppl (primeiramente encontrado na planta introduzida PI-200492),
Rpp2 (PI1-230970), Rpp3 (PI-462312), Rpp4 (P1-459025) e Rpp5 (PI1-200526)
(BROMFIELD; HARTWING, 1980; MCLEAN; BYRTH, 1980; HARTWIG, 1986;
GARCIA et al.,, 2008). Destes, Rppl e Rpp3 foram efetivos contra a ferrugem
somente nos dois primeiros anos apos o aparecimento da doenga no Brasil (ARIAS
et al., 2004).

Hoje, sabe-se que existem outras linhagens promissoras com genes
de resisténcia a serem mapeados que possam contribuir com a diminuicado dos
prejuizos causados por este patégeno (LAPERUTA, 2007).

Ja a resisténcia horizontal é geralmente conferida por genes de
caracteristica quantitativa, sendo comumente interpretada como uma heranca
poligénica. Este tipo de resisténcia trabalha com a somatéria de efeitos de cada
gene, que irdo contribuir para a resisténcia a uma determinada doenca.
Diferentemente da resisténcia vertical, esta ndo é considerada especifica para uma
raca do patdogeno. Em geral, este tipo de resisténcia n&do protege a planta da
infeccdo pela doenca, porém afeta o desenvolvimento do patdégeno. A maior
dificuldade para trabalhar com este tipo de caracteristica esta relacionada com as
dificuldades de contornar o efeito ambiental sobre estas caracteristicas (AGRIOS,
2005).
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Uma caracteristica importante que desfavorece a utilizacdo de
cultivares com genes de resisténcia vertical esta relacionada a sua baixa
durabilidade. A agao destes genes pode ser quebrada pelo surgimento de um
isolado mais efetivo. Este processo ocorreu com os genes Rppl e Rpp3, o que torna
a cultivar que o possui suscetivel a doenga (ARIAS et al.,, 2004a; ARIAS et al.,
2004b). A baixa durabilidade destes genes pode ser explicada pela teoria elaborada
por Flor (1971), que demonstrou que a coexisténcia entre planta e seu patdégeno
esta relacionado com um processo de evolu¢gado de ambos os lados (AGRIOS, 2005).

Este conceito evolutivo € conhecido como teoria gene-a-gene,
usualmente observado em genes de resisténcia vertical a varias doengas em
plantas. Esta teoria utiliza o conceito de que para cada gene de resisténcia da planta
hospedeira, existe um gene correspondente no patdgeno que ira conferir ou nao
viruléncia do patégeno. Desta maneira a expressédo do gene de resisténcia da planta
hospedeira € ndo s6 dependente de seus genes de resisténcia, mas também dos
genes de viruléncia do patégeno. Assim, a inducao da resposta de defesa da planta
hospedeira € iniciada através do reconhecimento de moléculas sinalizadoras
especificas (elicitoras) que séo codificadas pelo gene Avr do patégeno. Estas séo
reconhecidas por proteinas presentes nas células vegetais codificadas pelo gene R
da planta hospedeira. Este reconhecimento gera uma cascata de eventos de
transducdo de sinais que ativara o processo de defesa da planta. Quando o
patdbgeno ndo possui o correspondente gene Avr, este ndo sera reconhecido pelo
hospedeiro e desta maneira ndo ativara o mecanismo de defesa da planta, o que
possibilitara o crescimento e desenvolvimento do patégeno e quebra da agédo do
gene de resisténcia vertical (AGRIOS, 2005).

3.5 QTL (QUANTITATIVE TRAIT LOCI)

Um QTL (Quantitative Trait Loci, em portugués Locos de Caracteres
Quantitativos) corresponde a uma regiao do DNA a qual genes com heranga
poligénica, de efeito menor, estdo associados atuando sobre uma caracteristica

especifica. Estes genes contribuem com uma parcela no efeito sobre o fendtipo,
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causando uma variacdo continua sobre este. Existem QTLs associados a uma
grande variedade de caracteristicas dentro de um genoma, que podem estar
localizados em um mesmo cromossomo ou em cromossomos diferentes, e muitas
vezes a influéncia de um QTL sobre uma determinada caracteristica pode ser
influenciada por outro QTL. Se um pequeno numero de QTLs (1-3) explicar grande
parte da variacao fenotipica, a caracteristica pode ser trabalhada como se fosse
qualitativa, utilizando seleg¢ao assistida por marcadores (BROGIN, 2005).

Em soja, ja foram reportados a presenca de QTLs relacionados a
varias caracteristicas, como por exemplo relacionadas a forma e tamanho de
foliolos, e relacionados com a determinagdo da época de florescimento em soja,
estando proximo do gene que define a coloragao da pubescéncia e de um dos genes
de florescimento e maturacdo (YAMANAKA et al., 2001). Foram relatados também
QTLs associados a resisténcia a varios fungos causadores de prejuizos as lavouras
de soja, como Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco (ARAHANA et al.,
2001), Phialophora gregata, responsavel pela podridao parda da haste (LEWERS et
al., 1999), Fusarium solani f. sp. glycines, responsavel pela sindrome da morte
subita (FARIAS NETO et al.,, 2007; NJITI et al., 2002; PRABHU et al., 1999
HNETKOVSKY et al., 1996), Phytophthora sojae, causador da podriddao de semente
(BURNHAM et al., 2003) e Septoria glycines, responsavel pela septoriose ou
mancha-parda (BROGIN et al., 2005). Além destes, existem outros trabalhos que
identificaram a existéncia de QTLs de resisténcia a nematdides de galha (WANG et
al., 2006; TAMULONIS et al., 1997) e nematdide do cisto (SCHUSTER et al., 2001;
WEBB et al., 1995; PRABHU et al., 1999) e de resisténcia a insetos (KOMATSU et
al., 2005; TERRY et al., 2000).

Um ponto, porém, dificil de ser superado é a influéncia do ambiente
sobre a expresséao fenotipica dos genes relacionados ao QTL. Devido a estes genes
possuirem um efeito menos expressivo que um gene qualitativo, estes sdo mais
influenciados pelo ambiente ao qual estdo, o que dificulta ainda mais a selegcédo das
melhores cultivares (FALCONER; MACKAY, 1996). Para o estudo de caracteres
quantitativos, o ideal € avangar a geragdo originada até onde a homozigose
predominara (F7, Fs...), em geragbes mais distantes dos pais, pois com um alto
indice de homozigose, a possibilidade de segregacdo destes genes dentro da

populacdo diminua. Além disto, é importante também que as populagdes do
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mapeamento de QTLs sejam avaliadas em condi¢cbes ambientais variadas, como
locais de plantio, épocas de semeadura e anos diferentes. Assim, pode-se ter uma
estimativa da influéncia do ambiente sobre a caracteristica. Outra maneira
importante de diminuir a influencia ambiental sobre estes genes é através da
utilizacdo de marcadores moleculares, pois detectam o polimorfismo diretamente ao
nivel do DNA e nao sofrem qualquer tipo de influéncia ambiental (SOUZA, 2001).

O mapeamento de QTLs para resisténcia a doengas busca uma
alternativa ao controle da doenga, visto que permite a identificagdo de genes de
efeitos menores, mas importantes para a convivéncia da planta com o patégeno. No
caso da ferrugem asiatica da soja, o grande interesse para a utilizacdo de QTLs esta
relacionado ao seu efeito prolongado quando comparado a genes de resisténcia
vertical, visto que varios isolados do patégeno ndo conseguem quebra-lo, o que
dificulta o desenvolvimento da doenga (PIEROZZI, 2007), além de que gendtipos
com esses genes tornam-se mais estaveis para a convivéncia com o0s varios
isolados de ferrugem asiatica da soja (RIBEIRO, 2006).

Foram detectados genes de resisténcia horizontal em algumas
cultivares de soja, como a Mineira, Vila Rica FT-1, lvai, IAC-4, BR-4 e Uni&o
(ZAMBOLIM et al., 1983), SER-B15-A (HARTMAN et al., 2004) e estima-se que a
cultivar BRS 231 possua genes com esta caracteristica (RIBEIRO, 2006). O maior
problema enfrentado para detecgédo destes genes é a dificuldade na realizagcédo de
avaliagdes periddicas de severidade da doenca no material a ser estudado
(BROMFIELD, 1984), pois é necessario um esforco demasiado para realizar a
quantificacdo destes genes, o que limita e muito seu uso.

Atualmente, existem trés cultivares comerciais de soja desenvolvidas
gue possuem genes de resisténcia a ferrugem asiatica da soja: TMG 801, TMG 803
e BRSGO 7560. No entanto, todas possuem genes de resisténcia vertical a ferrugem

asiatica da soja.
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3.6 MARCADORES MOLECULARES

O sucesso do aumento da produgé&o agricola no mundo tem sido
influenciado de maneira decisiva pela atuagdo do melhoramento genético classico.
Entretanto, para a eficiente obtengdo de ganhos genéticos no melhoramento é
necessario um conhecimento da constituicio genética das espécies. Com a
introduc&o de técnicas de genética molecular no inicio da década de 80, os estudos
de identificacdo, caracterizagdo e mapeamento genético estdo sendo realizados com
maior seguranca rapidez e eficiéncia (BERED et al., 1997).

Marcadores genéticos sao caracteristicas que diferenciam dois ou
mais individuos e sdo herdados geneticamente. Via de regra, os marcadores
genéticos sao utilizados para a detecgao de polimorfismo, que consiste no fenémeno
em que, sequéncias pertencentes ao mesmo loco sdo representados em uma
espécie por duas ou mais formas alélicas diferentes entre si. Estes podem ser
classificados em morfolégicos (relacionados a caracteristicas fenotipicas) ou
moleculares (PIPOLO et al., 2006).

Antigamente, o processo de selecado de cultivares elites em
populacdes era realizado somente através de estudos de fendtipos de seus
individuos. Nesta abordagem, sdo utilizados marcadores que segregam
quantitativamente ou qualitativamente, de maneira mendeliana, para se estudar as
diferencas genéticas entre os individuos. Esta estratégia vem contribuindo tanto para
o conhecimento dos caracteres de alta herdabilidade quanto para estabelecer os
principios do mapeamento e das analises de ligagdo génica (PIPOLO et al, 2006).
Porém, a probabilidade de associagdo entre as marcas morfolégicas e
caracteristicas agronomicamente importantes era reduzida, devido ao baixo numero
destes marcadores em uma linhagem, o que limitava a sua utilizacdo (GUIMARAES;
MOREIRA, 1999).

Os marcadores moleculares ndo sofrem qualquer tipo de influéncia
ambiental, podendo ser utilizados em varios estagios de desenvolvimento da planta,
além de permitirem a analise a partir de amostras de células de tecidos vivos,

liofilizados ou até fossilizados, desde que uma quantidade suficiente de DNA possa
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ser obtida. Este processo € importante, ja que torna o processo de selegdo de
individuos através do gendtipo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Cada tipo de marcador molecular existente possui certas vantagens
e desvantagens (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A escolha de utilizagdo deve
levar em consideracdo os problemas a serem solucionados, assim como todo o
aspecto de capacitacdo técnica e instalacbes necessarias, custos e limitacbes

quanto ao acesso a reagentes especificos (PIPOLO et. al, 2006).

3.7 MICROSSATELITE

Microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR, do inglés
simple sequence repeats) sao blocos altamente conservados entre espécies com
blocos de sequencias simples, repetidas de um a seis nucleotideos, posicionados
em tandem e distribuidos ao longo do genoma (POWELL et al., 1996; MORGANTE;
OLIVIERI, 1993)

Cada microssatélite constitui um loco genético altamente variavel,
multialélico, de grande conteudo informativo, fazendo com essas regides fossem
utiizadas como marcadores moleculares. Essa natureza altamente informativa
combinada com a especificidade e rapidez da tecnologia do PCR, faz desses
marcadores uma eficiente ferramenta para estudos de genes eucarioticos (CAIXETA
et al. 2006).

Microssatélites constituem-se uma das classes mais polimérficas de
marcadores moleculares disponiveis atualmente. Existem relatos de microssatélites
com até 26 alelos em soja (RONGWEN et al., 1995). A escolha da populagéo para
mapeamento ndo mais precisa ser feita com base na maximizacdo da distancia
genética, mas sim visando a populagdo mais informativa do ponto de vista das
caracteristicas  biologicas ou econbmicas de interesse (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os microssatélites apresentam vantagens sobre outros demais
marcadores, como RAPD e AFLP, porque s&do co-dominantes, possibilitando a

distingdo entre homozigotos e heretozigotos, e facilmente reproduziveis. Além
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dessas caracteristicas, permitem uma cobertura ampla do genoma, além de ser
altamente polimoérficos, possuirem alta reprodutibilidade e uma simplicidade de
execucgao da técnica (CAIXETA et al. 2006; CARNEIRO; VIEIRA, 2002).

Todas essas caracteristicas fazem desses marcadores importantes
ferramentas para o mapeamento de genes que determinam caracteristicas
especificas, como resisténcia a doengcas (HYTEN et al., 2009; SILVA et. al, 2008;
GARCIA et al., 2008; CATELLI et al., 2007b; BROGIN, 2005), mas também para
estudos e identificacdo de QTLs de grande interesse econbmico também
relacionados a resisténcia genética a pragas e doengas (BROGIN, 2005;
SCHUSTER et al., 2001; ARAHANA et al., 2001; NJITI et al., 1997; MANSUR et al.,
1996; WEBB et al., 1995).

3.8 MAaPAS GENETICOS

Os mapas genéticos sdo baseados na hipotese de que a co-
transmiss&do de dois marcadores reflete a proximidade entre eles (PiPOLO, 2006).
Sao importantes por constituirem uma informagcdo basica, necessaria para a
realizacdo de estudos mais avangados, como 0 mapeamento de genes de interesse
associados as caracteristicas qualitativas ou quantitativas, bem como os estudos
comparativos de sintenia gend6mica. A construgcdo de mapas merece destaque
especial quanto ao mapeamento de genes, pois constitui uma acao de pré-
melhoramento, que agregara qualidade ao trabalho de estabelecimento, bem como
na condugao do futuro programa de melhoramento (PEREIRA; PEREIRA, 2006).

Para se construir um mapa molecular, primeiramente necessita-se
combinar genitores através do cruzamento genético, que sejam fenotipicamente
contrastantes. As populacbes provenientes desses cruzamentos podem ser
avaliadas ja na geragédo F», mas quanto mais avangada estiver a populagdo, mais
homozigota esta se encontrarda e com maior facilidade sera possivel estudar os
caracteres de interesse. Neste momento, apés o avango das geragbes, sao

utilizados marcadores moleculares como maneira de encontrar as regides onde
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estdo os genes de interesse. A selegcédo de primers € uma etapa muito importante no
processo de construgdo do mapa de ligagao (PEREIRA; PEREIRA, 2006).

Dispondo-se do conjunto de marcadores, € necessario se construir o
mapa com o auxilio do computador, e o programa mais observado na literatura como
utilizado em construgbes de mapas de ligagdo em programas de melhoramento
visando resisténcia a ferrugem asiatica da soja € o mapmaker (HYTEN et al., 2009;
SILVA et. al, 2008; GARCIA et al., 2008; CATELLI et al., 2007b; BROGIN, 2005),
sendo este desenvolvido por Lander et al.,, 1987. Basicamente estes calculam as
distancias, frequéncias de recombinacdo, entre as centenas de marcadores que se
obtém e assim, mapeiam as caracteristicas de interesse (PEREIRA; PEREIRA,
2006).

Os primeiros mapas genéticos da soja foram baseados em
marcadores RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), RAPD (random
amplified polymorphic DNA), isoenzimas e marcadores morfolégicos (SHOEMAKER,
SPECHT, 1995; LARK et al.,, 1993; KEIM et al., 1990). Cregan et al. (1999)
desenvolveram um conjunto de 606 marcadores microssatélites e utilizaram esses
marcadores para construir mapas genéticos em duas populagbes F,, uma do
cruzamento entre a Pl 468916 (G. soja) e a linhagem A81-356022 (G. max) e a outra
do cruzamento entre os cultivares Clark x Harosoy. E também uma populacédo de
RILs (Minsoy x Noir 1). A partir dai, os mapas originados foram alinhados e geraram
um mapa consenso com 20 grupos de ligagdo, correspondendo aos 20 pares de
cromossomos homélogos da soja. Posteriormente 420 novos marcadores SSR,
dentre os quais 24 derivados de sequéncias ESTs, foram incorporados aos
desenvolvidos por Cregan et al. (1999), resultando em um novo mapa com 1.026
marcadores SSR (SONG et al., 2004).

Mais recentemente, Choi et al. (2007) desenvolveram marcadores
baseados em polimorfismos de base unica (single-nucleotide polymorphisms —
SNPs), a partir de sequiéncias ESTs, possibilitando inclusao de 1.141 SNPs no mapa
genético da soja. Atualmente, estima-se que o mapa genético da soja possua um
tamanho de aproximadamente 2.523,6 cM (distancia de mapa de Kosambi), com 20
grupos de ligacdo contendo 1.015 marcadores microssatélites, 709 RFLPs, 73
RAPDs, 6 AFLPs, 10 isoenzimas, 24 marcadores morfolégicos e 1.141 SNPs (SONG
et al., 2004; CHOI et al., 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DA POPULACAO RILS.

Para este trabalho, foi desenvolvida uma populagdo de RILs
(Recombinant Inbred Lines ou Linhagens Endogamicas Recombinantes) a partir do
cruzamento entre as cultivares BRS 231 (originada do cruzamento entre Sharkey e
(Hartwig x BR92-318114)) e BRS 184 (originada do cruzamento entre FT Guaira e
IAC 13).

Do cruzamento entre estas cultivares, obteve-se trés sementes F4,
que foram semeadas e geraram uma populagdo de 197 sementes F,. A partir dai,
estas foram avangadas seguindo o método de descendéncia de uma unica semente
(SSD - Single Seed Descent), em casa-de-vegetacdo da Embrapa Soja.

Dessa forma, apds o plantio das 197 sementes, somente uma unica
semente de cada planta foi selecionada e avangada, a fim de gerar uma populagéo
Fs. Este processo seguiu, alcangando a geracao F7.g, onde da populacéo originada
foram obtidas as linhagens, contendo 164 RILs (SANTOS et al., 2007), que foram
utiizados para extracdo de DNA populacional em casa-de-vegetagdo, para
realizagcao das analises moleculares deste trabalho. Posteriormente, esta populacao
foi avangada novamente a F8:9, a fim de produzir um numero elevado de sementes

para avaliagdes fenotipicas realizadas em campo e em casa-de-vegetacao.

4.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

Amostras de tecido foliar jovem da populagdo de RILs e de seus
parentais foram coletadas durante o estadio V3, armazenadas em microtubos de 2,0
mL juntamente com trés esferas metalicas de 4mm e mantidas em ultrafreezer (-

80°C) até o momento da extracdo de DNA.
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O DNA gendmico dos parentais e de cada linhagem da populagao
RILs foi purificado, seguindo o protocolo desenvolvido por Keim et al. (1998), com
modificagdes. As amostras coletadas foram agitadas em vortex para reduzir as
amostras em finas particulas. Adicionou-se em cada amostra 900 uL de tampéao de
extracado [Tris-HCI a 100 mM e pH 8,0; NaCl a 5M; EDTA a 20 mM; brometo de
trimetil N-cetil aménio (CTAB) a 1% (ml/v); 2-mercaptoetanol a 0,1% (v/v)]. A
suspensao foi incubada a 65 °C por uma hora, posteriormente centrifugada a 2940 g
por 10 minutos e o sobrenadante retirado e colocado em outro microtubo de mesmo
volume. Em seguida, prosseguiu-se a extragao utilizando 900 uL cloroférmio — alcool
isoamilico (24:1 v/v), sofrendo uma nova centrifugagao a 13.800 g por 10 minutos,
sendo este processo repetido uma vez. O sobrenadante do material centrifugado
pela segunda vez foi transferido para microtubos de 1,5 mL e seu DNA precipitado
com 600 pL de isopropanol gelado. Apds a precipitagdo, o DNA foi centrifugado
novamente a 13800 g por 10 minutos, purificado com 400 uL NaCl 1M, colocado em
incubadora a 65 °C por 10 minutos e purificado com 40 ug/mL de RNAse por uma
hora, para eliminagéo de residuos de RNA. O DNA entao foi centrifugado novamente
a 13800 g por 10 minutos e lavado primeiramente com 800 pL de etanol 99,5% e
posteriormente com 500 uL de etanol 70%. Por fim, adicionou-se tampao TE (Tris a
10 mM e EDTA a 1 mM, pH 8,0) ao DNA como maneira de conservagao.

A concentragdo de cada amostra de DNA foi estimada por analise
espectrofotométrica (SAMBROOK et al., 1989), e a integridade verificada por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio. Apds a
determinacao da concentracio e qualidade do DNA, as amostras foram diluidas para

uma concentragcao de 10ng/uL.

4.3 LoCcOos DE MICROSSATELITES

Os marcadores microssatélites utilizados neste trabalho foram
desenvolvidos e publicados por Cregan et al. (1999) e as sequéncias do primers e
posicionamento no mapa genético encontra-se disponivel no site do Soybase

(http://soybase.agron.iastate.edu/). Inicialmente foram escolhidos marcadores
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localizados a uma distancia limite entre marcas de 40 cM, para cada grupo de
ligacdo, que foram testados primeiramente nos parentais, para identificacdo de
polimorfismos. Posteriormente, os marcadores polimoérficos foram amplificados em

todos os individuos da populacéo de RILs, para a constru¢do do mapa genético.

4.4 AMPLIFICACAO DOS LOCOS DE MICROSSATELITES

As reacgoes de PCR foram preparadas em um volume final de 10uL
contendo 30ng de DNA molde; 10mM de Tris-HCI; 50mM de KCI; 1,5mM de MgCly;
1,3mM de desoxinucleosideotrifosfato-dNTP’s; 1 unidade de Taqg-DNA polimerase e
2uM de cada primer Forward e Reverse. As reagdes de amplificacdo foram
realizadas conforme Akkaya et al. (1995). Os produtos amplificados foram separados

por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e corados com brometo de etidio.

4.5 AVALIACAO FENOTIPICA

4.5.1 Delineamento Experimental de Campo

Além das avaliagdes a nivel molecular, experimentos em campo e
casa-de-vegetagao foram realizados a fim de auxiliar o processo de mapeamento de
QTLs e selegao de progénies que apresentem caracteres agronémicos de interesse.

O experimento foi conduzido na fazenda experimental do Centro
Nacional de Pesquisa sobre Soja (Embrapa Soja), em Londrina, Parana, localizada a
23° 22’ de latitude sul, em latossolo roxo eutréfico, com clima temperado sub quente
e sub umido, com temperaturas anuais variando de 11-29°C, no ano agricola
2007/2008.

Para os experimentos de campo, as parcelas foram dispostas

obedecendo ao modelo estatistico de delineamento inteiramente casualizado (DIC),
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com o mesmo numero de plantas e condicbes ambientais (temperatura,
luminosidade, disponibilidade de recursos). Para a casualizagdo das parcelas do
experimento, utilizou-se o programa de computador SGQ (Sistema de Genética
Quantitativa), desenvolvido pela Embrapa Soja. Foi gerada uma caderneta para
anotacao dos dados de interesse e para melhor compreenséao e analise dos dados.

Foram utilizados 5 repeticbes para cada uma das 163 RILs F8:9 a
serem avaliadas, e, ainda 50 repeticbes para cada parental, totalizando 915 plantas.
O modelo utilizado para plantio foi o0 de semeadura em covas (onde 1 planta = 1
cova = 1 parcela). A semeadura do experimento foi feita no més de novembro de
2007.

A distancia padrao utilizada para plantio das sementes nas covas foi
de 20 cm e a distancia entre as linhas uteis de 1,5 m. Entre duas linhas uteis do
ensaio, foram semeadas duas linhas de bordadura para garantir a presenga do
in6culo de ferrugem no experimento, além de simular condigées de competicdo que
seriam encontradas em lavouras, como maneira de garantir uma populagdo de
aproximadamente 250.000-300.000 plantas/ha, semelhante ao observado no
trabalho desenvolvido por Ribeiro (2006). A bordadura utilizada continha a cultivar
BRSMS Bacuri, susceptivel a doenga. Para garantir a totalidade das parcelas, foram
plantadas trés sementes de uma mesma planta em uma mesma cova, e apos a
emergéncia, foi realizado o desbaste aleatdrio, deixando somente uma planta por
cova.

Outros cuidados ainda foram tomados a fim de controlar as
condicbes ambientais. Para conter a acdo de roedores, telas de arame foram
instaladas ao redor da area experimental. Ja para combater a agcdo de algumas
pragas como lagartas, percevejos e acaros, foram realizadas pulverizagbes de
inseticidas na area experimental e implantadas bordaduras adicionais ao redor da

area experimental.
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4.5.2 Inoculagéo do Patégeno

O bulk contendo os isolados do patégeno usado para este
experimento foi obtido de folhas infectadas com abundante esporulacdo da cultivar
BRSMS Bacuri, cultivadas em casa-de-vegetagdo. Apos a obtencdo dos esporos,

estes foram suspensos em agua destilada e contados em camara de Neubauer. A

solucgdo foi diluida em agua destilada para uma concentragéo de 1x104 esporos/mL,
e adicionou-se o espalhante adesivo Tween 20 na propor¢cdo de 0,5 mL/L de
solugdo, conforme descrito por Brogin (2005).

Com o auxilio de pulverizador manual, o in6culo de ferrugem foi
aplicado somente nas bordaduras entrelinhas e ao redor da area experimental, a fim
de simular uma infeccéo natural do experimento. Este processo ocorreu no momento
em que as plantas alcangaram o estadio Ry (FEHR; CAVINESS, 1981). Duas
irrigacdes semanais foram realizadas, ja que de acordo com Del Ponte et al. (2006),

a umidade esta relacionada a uma maior eficiéncia de infeccdo do patdégeno.

4.5.3 Coleta de Dados

Vinte dias apdés a observacdo das primeiras infecgoes em plantas
das linhas uteis do experimento, foi realizada uma avaliagcdo para verificar a
severidade (SEV) da doenga de acordo com o percentual de area foliar infectada,
com base em uma escala diagramatica proposta por Canteri e Godoy (2003) (Figura
1). Nesta avaliagdo, foi levada em consideragcdo a folha que possuisse o maior
numero de lesdes causadas pela doenga, sendo estas captadas por camera digital e

posteriormente analisadas.
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Figura 1 — Escala diagramatica elaborada por Canteri e Godoy (2003) para analise de
severidade da ferrugem asiatica da soja.

Realizada a avaliacdo, as plantas foram colhidas, quando se
encontravam no estadio R7, sendo individualmente identificadas, com etiquetas,
coletadas e submetidas a secagem natural em galpdo coberto, para posterior
trilhagem individual. Duas caracteristicas quantitativas, peso total de sementes (PT)
e peso de 100 sementes (P100), foram avaliadas. Estas caracteristicas informam o
quanto a ferrugem compromete a producéo de graos das RILs avaliadas.

Outras caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento da planta
também foram avaliadas, como data de abertura da primeira flor, coloragao da flor,
altura da planta na floragdo, data de maturacdo, altura da planta na colheita e

numero total de nos.
4.5 4 Coleta de Dados em Fitotron

Algumas caracteristicas foram avaliadas em fitotron, que foi utilizado
por permitir um maior controle sobre o ambiente, quando comparado com casa-de-
vegetacdo e campo experimental. Este experimento foi realizado em junho de 2008,
no Japan International Research Center for Agricultural Sciences (Jircas), em

Tsukuba, no Japao
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Para este experimento, foram utilizados bulks de varios isolados
brasileiros, denominados de Brazilian Bulk Isolates 1 (BBI-1) e Brazilian Bulk Isolates
2 (BBI-2), e japoneses, chamado de Japanese Bulk Isolates (JBI) do fungo. Os
isolados brasileiros foram coletados em casa-de-vegetagdo no Brasil, na Embrapa
Soja, em Janeiro de 2008. Possuem a mesma origem, porém o isolado BBI-1 foi
coletado em casa-de-vegetagao diretamente da cultivar BRSMS-Bacuri e o isolado
BBI-2 coletado de outras cultivares. Ja o isolado JBI foi obtido em campo
experimental no Jap&o, sendo propagado pela cultivar Tachinagaha. Os esporos
foram coletados e colocados em microtubos e armazenados para posterior
aplicagao. O processo de preparagao dos isolados para inoculacido foi 0 mesmo
utilizado no experimento em campo experimental no Brasil.

Para este experimento foram escolhidas aleatoriamente 85 RILs,
que foram distribuidas dentro de vaso no fitotron, sendo que cada vaso contava com
3 plantas, correspondentes a uma RIL. O experimento foi delineado como
inteiramente casualizado, visto que se leva em consideragcao que neste tipo de local,
o0 ambiente & mais homogéneo. O fitotron estava programado para uma temperatura
ambiente de 24 °C e um periodo de fotoperiodismo de 14 horas.

O processo de inoculacdo dos isolados ocorreu quando as plantas
estavam no estadio V; (FEHR; CAVINESS, 1981). Com auxilio de pincéis, o inéculo
contendo os isolados foi aplicado no trifolio superior da planta, na parte abaxial das
folhas (aproximadamente 0,1 mL por folha). Esta metodologia foi utilizada como uma
maneira de se obter uma maior homogeneizagéo dos esporos sobre as folhas. Apos
a inoculagao, as RILs foram colocadas no fitotron e mantidas |a por um periodo de
13 dias para posteriormente serem avaliadas.

Os dados escolhidos para serem avaliados foram numero de lesdes
por folha e porcentagem de lesbes com urédias, cor das lesdes, numero de urédias,
frequéncias de urédias abertas e nivel de esporulagdo. Estes dados foram
verificados em microscopio Optico. Para a caracteristica cor da lesdao foram
consideradas seis classes, conforme descrito por Kato e Yorinori (2008), conforme
visualizados na Figura 2.A. O Nivel de esporulagdo também foi avaliado por uma
escala de quatro classes, que variavam de pouca esporulagao (nivel 1) a abundante

esporulacao (nivel 3) (Figura 2.B).
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A presenca de lesdes contendo urédias e a porcentagem de urédias
abertas foram avaliadas a partir de um numero minimo de 30 lesdes por gendtipo,
enquanto que os valores observados para o nivel de esporulagdo e coloragdo da
lesdo foram obtidos através da média observada em cada uma das trés plantas por

vaso.

A Classes

Tipos de coloracao
delesdo

e LT
correspondente a cada -
S 1111

-
Classes 0 | - 3
Henhum Baixo Moderade  Abundanie

Exemplos de lesdes
correspondente a cada
classe

Figura 2 — A) Classificagdo da coloragao das lesdes, distribuida continuamente da mais
clara (6) a mais escura (1) e B) Nivel de esporulagdo das lesbes, variando de
nenhuma (0) a abundante esporulagao (3). Escalas adaptadas de Kato e Yorinori
(2008).

4.5.5 Analises Estatisticas

Para verificar se as diferencas existentes entre os dados coletados
nas amostras eram estatisticamente significativas foram realizadas analises de

variancia (ANAVA) entre tratamentos, compreendendo os parentais e a populagéo
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RILs, e entre familias, englobando somente as RILs, para cada caracteristica
estudada. Para a realizagcdo da ANAVA, foi utilizado o programa SAS (SAS
INSTITUTE, 1990). Além destas analises, com auxilio do programa SAS, uma
analise de correlagdo simples de Pearson entre as caracteristicas avaliadas em
campo e em casa-de-vegetacgao foi realizada para verificar a existéncia ligacéo entre
elas.

Para comparagao entre as médias, foi utilizado o teste de Scott-
Knott (SCOTT; KNOTT, 1974), realizado através do programa estatistico GENES
(CRUZ, 2001).

4.6 CONSTRUCAO DO MAPA GENETICO E IDENTIFICACAO DE QTLS

Apos as analises realizadas foi construido um mapa genético de
ligagdo com os marcadores polimorficos de microssatélites. Este processo foi
realizado por meio do programa MAPMAKER/EXP versdo 3.0 (LANDER et al.,
1987). Os critérios adotados para a formagao dos grupos de ligagao consistiram em
um LOD de 3,0, uma distancia entre marcas adjacentes de 50 cM e a fungao de
mapeamento de Kosambi (1944) foi empregada para a conversao das unidades de
recombinacdo em distancias genéticas.

Apo6s a construcdo do mapa, foi realizado a busca por QTLs que
estejam contribuindo com a resisténcia horizontal a ferrugem asiatica da soja. Para
isto, foi utilizado o conjunto de ferramentas de mapeamento QTL Cartographer
versao 1.17 (BASTEN; WEIR; ZENG, 2003). Os dados foram preparados atraves
dos programas Rmap e Rcross e posteriormente levados para andlises através dos
programas Qstat, LRmapqtl, SRmapqtl, Zmapqtl, Eqtl e JZmapqtl. O programa
JZmapqtl foi escolhido para alguns tratamentos por ser um modulo que trabalha com
mapeamento de QTLs em intervalos compostos multiplos (mCIM), além de ser
altamente recomendado quando existe correlacdo entre os dados analisados. Para
os resultados que n&o possuiam alta correlagdo genética, utilizou-se somente o
Zmapaqtl, pois € um modulo que trabalha com mapeamento de QTLs em intervalos

compostos (CIM) proposto por Jiang e Zeng (1995) e resulta em uma boa preciséo
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dos testes estatisticos, e em melhor entendimento do controle genético. Foi utilizado
o0 modelo 6 do mdédulo Zmapqtl e JZmapqtl para realizar estas analises de QTLs,
com um teste de razdo de verossimilhanca (LR) a cada 1 cM de ligagao (walking
speed) e com uma janela (Windows size) de 5 cM.

Trabalhos que mapeiam QTLs em soja normalmente aceitam valores
de LOD Score entre 2 e 3 como maneira para determinar uma associacao
significativa (KASSEM et al., 2006; GUZMAN et al., 2007 GUTIERREZ-GONZALEZ
et al. 2009; ZHANG et al., 2009). Neste trabalho, o valor utilizado de LOD Score foi
de 2,0, ja que se trata de estudos iniciais de identificagdo de QTLs sob acédo da
ferrugem asiatica da soja, além de tratar de algumas caracteristicas que possuem
um controle genético complexo, sendo necessario posteriormente, um maior
aprofundamento sobre estes a fim de determinar sua significAncia sobre a

caracteristica analisada.
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MAPEAMENTO DE QTLS DE CARACTERISTICAS SOB INFLUENCIA DA FERRUGEM ASIATICA DA
SoJA

Joao Vitor Maldonado dos Santos

Resumo

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow &
P.Sydow), é o principal fator biético causador de prejuizos de reducéo do potencial
sobre a cultura da soja, causando queda de produtividade superiores a 75%. Hoje,
sabe-se que a forma mais eficaz de controle da doenca é através da resisténcia
genética. Devido a baixa durabilidade de genes de resisténcia vertical, estudos para
o desenvolvimento de linhagens com genes de resisténcia horizontal sdo de extrema
importancia. Neste trabalho foi construido um mapa genético de uma populagao de
linhagens endogamicas recombinantes (RILs) a fim de buscar QTLs que estejam
relacionados a resisténcia horizontal ao patéogeno. Além disto, foram feitas analises
fenotipicas para varias caracteristicas em linhagens endogamicas recombinantes
(RILs) que estao sob acao do patégeno em campo experimental da Embrapa Soja e
fitotron no Japdo, a fim de verificar a existéncia de linhagens que possuam maior
resisténcia horizontal a esta. Com auxilio das analises fenotipicas, foram construidos
através de marcadores microssatélites 19 grupos de ligacdo, sendo que em oito
grupos foram detectados 19 QTLs que possam estar contribuindo para a resisténcia
horizontal a doencga. Os dados gerados abrem a possibilidade para sua utilizagdo em
programas de melhoramento contra a doenca.

Palavras-chave: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, resisténcia poligénica,
correlagao, Scott-Knott, mapa genético, microssatélites, grupos
de ligagao.

INTRODUGAO

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi (Sydow & P. Sydow), € atualmente a doenga mais importante no cultivo
da soja, ocasionando elevadas perdas de produc¢ao no Brasil. Este fungo, de origem
asiatica, possui um potencial de reducdo de produtividade maior que 75%
(YORINORI, 2005), o que o torna uma grande ameaga para a produgdo nacional.
Estima-se que a doenga ja causou prejuizos na produgdao nacional desde seu
surgimento até a ultima safra em torno de U$ 11 bilhdes (CONSORCIO, 2010).
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Basicamente, a intensidade da doenca é determinada pelo efeito da
temperatura ambiente e da duracéo diaria do molhamento foliar. Segundo Alves et
al. (2005), a faixa de temperatura 6tima de germinacéo do patégeno é de 15 a 25 °C.
Além disto, estudos anteriores realizados por Alves et al. (2004) evidenciaram que
as cultivares, quando submetidas a um molhamento foliar entre 6 a 12 horas,
obtiveram acentuado aumento na frequéncia de infeccdo e severidade da doencga. A
infeccao originada por esta doenga causa uma série de lesbes na parte abaxial da
folha que surgem inicialmente minusculos pontos em tecidos sadios de folhas. Apos
alguns dias, € possivel observar saliéncias que correspondem a urédias, estruturas
de frutificagédo fungica. (REIS; BRESOLIN, 2004). A infecgdo causa rapida clorose e
queda prematura das folhas, impedindo a plena formagao dos graos. Dependendo
da severidade, em alguns casos, quando a doenga atinge a fase de formagéo das
vagens ou no inicio da granagao, pode causar o aborto e queda das vagens
(HENNING; GODQY, 2006).

Para o controle da doencga, existem algumas estratégias que devem
ser levadas em consideracdo. A estratégia mais tradicional € a utilizagdo de
defensivos agricolas. O grande problema da utilizacdo de fungicidas no controle da
doenca esta relacionado ao aumento do custo de produgao e ao impacto ambiental
que estes produtos quimicos podem causar (CONSORCIO, 2010).

Com isto, a estratégia que apresenta melhores resultados em ambito
socioeconémico e ambiental € a de utilizacdo de gendtipos resistentes. Contudo,
existe um numero pouco significativo de cultivares que apresentam esta
caracteristica, o que torna de grande utilidade estudos e trabalhos que visam o
desenvolvimento de novos cultivares com resisténcia a ferrugem (CONSORCIO,
2010). Nesse caso, dois tipos de resisténcia podem ser considerados: vertical, com
heranga monogénica, e horizontal, com heranga poligénica (AGRIOS, 2005).

Uma caracteristica importante que desfavorece a utilizacdo de
cultivares com genes de resisténcia vertical esta relacionada a sua baixa
durabilidade. A acdo destes genes pode ser quebrada pelo surgimento de um
isolado mais efetivo. Este processo ocorreu com os genes Rppl e Rpp3, o que torna
a cultivar que o possui suscetivel a doenga (ARIAS et al.,, 2004a; ARIAS et al.,
2004b). A baixa durabilidade destes genes pode ser explicada pela teoria elaborada

por Flor (1971), que demonstrou que a coexisténcia entre planta e seu patdégeno



45

esta relacionado com um processo de evolugdo de ambos os lados (AGRIOS, 2005).
Atualmente, existem trés cultivares comerciais de soja desenvolvidas que possuem
genes de resisténcia a ferrugem asiatica da soja: TMG 801, TMG 803 e BRSGO
7560. No entanto, todas possuem genes de resisténcia vertical a ferrugem asiatica
da soja, o que demonstra a necessidade de busca de materiais alternativos, como os
com genes de resisténcia horizontal.

Com o desenvolvimento da tecnologia de marcadores moleculares,
genes com efeito sobre caracteres quantitativos puderam ser localizados através do
estudo de QTLs (Quantitative Trait Loci, em portugués Locos de Caracteres
Quantitativos), que corresponde a uma regido do DNA a qual genes de efeito menor,
estdo associados atuando sobre uma caracteristica especifica, contribuindo com
uma parcela no efeito sobre o fendtipo, causando uma variagado continua sobre este
(BROGIN, 2005).

Em soja, ja foram reportados a presenca de QTLs associados a
resisténcia a varios fungos causadores de prejuizos as lavouras de soja, como do
mofo branco (ARAHANA et al., 2001), podriddo parda da haste (LEWERS et al.,
1999), sindrome da morte subita (FARIAS NETO et al.,, 2007; NJITI et al., 2002;
PRABHU et al., 1999 HNETKOVSKY et al., 1996), podriddao de semente (BURNHAM
et al., 2003) e septoriose (BROGIN et al., 2005). Além destes, existem outros
trabalhos que identificaram a existéncia de QTLs de resisténcia a nematdides de
galha (WANG et al.,, 2006; TAMULONIS et al., 1997) e nematdide do cisto
(SCHUSTER et al., 2001; WEBB et al., 1995; PRABHU et al., 1999) e de resisténcia
a insetos (KOMATSU et al., 2005; TERRY et al., 2000).

O mapeamento de QTLs para resisténcia a doengas busca uma
alternativa ao controle da doenca, visto que permite a identificagdo de genes de
efeitos menores, mas importantes para a convivéncia da planta com o patégeno. No
caso da ferrugem asiatica da soja, o grande interesse para a utilizacdo de QTLs esta
relacionado ao seu efeito prolongado quando comparado a genes de resisténcia
vertical, visto que varios isolados do patdgeno ndo conseguem quebra-lo, o que
dificulta o desenvolvimento da doenga (PIEROZZI, 2007), além de que gendtipos
com esses genes tornam-se mais estaveis para a convivéncia com o0s varios

isolados de ferrugem asiatica da soja (RIBEIRO, 2006).
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Com isto estudos em busca de materiais que possam suportar a
acao do patdégeno sao de extrema importancia. Marcadores moleculares tem sido
uma importante ferramenta no estudo de caracteristicas quantitativas e na
identificacdo de QTLs, visto que, diferentemente dos marcadores morfoldgicos, estes
sdo independentes dos efeitos ambientais e estadios fisioldgicos da planta, além de
apresentarem um alto nivel de polimorfismo distribuido ao longo de todo genoma.
Dentre estes, marcadores microssatélites sdo amplamente utilizados em programas
de melhoramento devido possuirem alta reprodutibilidade, simplicidade de uso e
serem codominantes (PIPOLO et al., 2006), facilitando a identificagdo de gendtipos
superiores a agricultura e de caracteristicas que possam ser trabalhadas em futuros
programas de melhoramento visando resisténcia a doencga.

O presente trabalho possui como objetivos construir um mapa
genético de ligacao originado de uma populagéo RILs (Recombinant Inbred Lines ou
Linhagens Endogamicas Recombinantes), através do uso de marcadores
moleculares de microssatélites e identificar QTLs atuantes sob a agao da ferrugem
asiatica da soja. Além disto, pretende-se avaliar em casa-de-vegetacao, fitotron e
campo experimental caracteres de grande interesse agrondmicos relacionados ou

nao a ferrugem asiatica, a fim de selecionar genétipos superiores para a agricultura.

MATERIAL E METODOS

Desenvolvimento da populagao RILs.

Para este trabalho, foi desenvolvida uma populacao de RILs a partir
do cruzamento entre as cultivares BRS 231 e BRS 184. A escolha das duas
cultivares para realizagdo deste trabalho levou em consideragdo alguns fatores.
Estudos desenvolvidos identificaram que a variedade BRS 231 apresenta bom
comportamento na presenca da ferrugem asiatica, apresentando superioridade de
produtividade que varia de 15-55% a mais em relagdo a outras cultivares testadas
(RIBEIRO, 2006), o que demonstra que possivelmente a BRS 231 possua algum tipo
de resisténcia horizontal a ferrugem asiatica da soja. Ainda, foi comprovado que o

cruzamento BRS 231 x BRS 184 possui grande potencial para extrair linhagens
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superiores, que sejam capazes de possuirem alta produtividade em presenca de
ferrugem asiatica.

Deste cruzamento, obteve-se trés sementes Fi, que foram
semeadas e geraram uma populagédo de 197 sementes F,. A partir dai, estas foram
avancadas até a geragao F8, seguindo o método de descendéncia de uma unica
semente (SSD — Single Seed Descent), em casa-de-vegetacdo da Embrapa Soja,
resultando em uma populacdo RIL com 164 familias (SANTOS et al.,, 2007).
Posteriormente, esta populacao foi avancada novamente a F9, a fim de produzir um
numero elevado de sementes para avaliagdes fenotipicas realizadas em campo e

em casa-de-vegetacgao.

Extracado e Quantificagdo do DNA

Amostras de tecido foliar jovem da populagdo de RILs e de seus
parentais foram coletadas durante o estadio V3, armazenadas em microtubos de 2,0
mL juntamente com trés esferas metalicas de 4mm e mantidas em ultrafreezer (-
80°C) até o momento da extragdo de DNA. O DNA gendmico dos parentais e de
cada linhagem da populagao RILs foi purificado, seguindo o protocolo desenvolvido
por Keim et al. (1998), com modificacdes.

A concentragdo de cada amostra de DNA foi estimada por analise
espectrofotométrica (SAMBROOK et al., 1989), e a integridade verificada por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio. Apds a
determinacao da concentracio e qualidade do DNA, as amostras foram diluidas para

uma concentragcao de 10ng/uL.

Selecao e Amplificagao dos Locos de Microssatélites

Os marcadores microssatélites utilizados neste trabalho foram
desenvolvidos e publicados por Cregan et al. (1999) e as sequéncias dos primers e
posicionamento no mapa genético encontra-se disponivel no site do Soybase

(http://soybase.agron.iastate.edu/).

Inicialmente foram escolhidos marcadores localizados a uma

distancia limite entre marcas de 40 cM, para cada grupo de ligagcdo, que foram



48

testados primeiramente nos parentais, para identificacdo de polimorfismos.
Posteriormente, os marcadores polimérficos foram amplificados em todos os
individuos da populagdo de RILs, para a construgdo do mapa genético, seguindo
protocolo elaborado por Akkaya et al. (1995), em géis de poliacrilamida 10% e

corados com brometo de etidio.

Avaliacao Fenotipica

Além das avaliacbes a nivel molecular, experimentos em campo
experimental e fitotron foram realizados a fim de auxiliar o processo de mapeamento
de QTLs e selecdo de progénies que apresentem caracteres agronémicos de
interesse.

O experimento realizado em campo experimental foi conduzido na
Embrapa Soja, em Londrina, PR. Neste experimento, as parcelas foram dispostas
através do delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 5 repeticdes para
cada uma das 163 RILs F8:9 a serem avaliadas, e, ainda 50 repeticbes para cada
parental, totalizando 915 plantas. O modelo utilizado para plantio foi o de semeadura
em covas, sendo a semeadura do experimento realizada em novembro de 2007.

A distancia padrao utilizada para plantio das sementes nas covas foi
de 20 cm e a distancia entre as linhas uteis de 1,5 m. A cada duas linhas uteis do
ensaio, foram semeadas duas linhas de bordadura da cultivar BRSMS Bacuri, para
garantir a presenga do ind6culo de ferrugem no experimento, além de simular
condi¢des de competicdo que seriam encontradas em lavouras.

O in6culo contendo isolados do patégeno foi obtido de folhas
infectadas com abundante esporulacdo da cultivar BRSMS Bacuri. O inoculo foi
diluido, quantificado e aplicado conforme descrito no item 4.5.2. A inoculagédo foi
feita somente nas bordaduras entrelinhas e ao redor da area experimental, a fim de
simular uma infeccdo natural do experimento. Este processo ocorreu no momento
em que as plantas alcangaram o estadio Ry (FEHR; CAVINESS, 1981).

Vinte dias apdés a observacao das primeiras infecgoes em plantas
das linhas uteis do experimento, foi realizada uma avaliagcdo para verificar a
severidade (SEV) da doenca de com uma escala diagramatica proposta por Canteri

e Godoy (2003). Nesta avaliacao, foi levada em consideragéo a folha que possuisse
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0 maior numero de lesdes causadas pela doenga, sendo estas captadas por camera
digital e posteriormente analisadas.

Outras caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento da planta
também foram avaliadas, como data de abertura da primeira flor, coloragao da flor,
altura da planta na floracédo, data de maturagao, altura da planta na colheita, nimero
total de nds, peso total de sementes e peso de 100 sementes, a fim de determinar
se estas estdo relacionadas com algum mecanismo de resisténcia horizontal a
ferrugem asiatica da soja.

Além destas caracteristicas citadas, outras foram avaliadas em
fitotron devido ao maior controle sobre o ambiente e facilidade para analise. Este
experimento foi realizado em junho de 2008, no Japan International Research Center
for Agricultural Sciences (Jircas), em Tsukuba, no Japao

Para este experimento, foram utilizados dois indculos contendo
varios isolados brasileiros, denominados de Brazilian Bulk Isolates 1 (BBI-1) e
Brazilian Bulk Isolates 2 (BBI-2), e um in6culo japonés, chamado de Japanese Bulk
Isolates (JBI) do fungo. Os isolados brasileiros possuem a mesma origem, porém o
isolado BBI-1 foi coletado em casa-de-vegetacdo diretamente da cultivar BRSMS-
Bacuri e o isolado BBI-2 coletado de outras cultivares. Ja o isolado JBI foi obtido em
campo experimental no Japao, sendo propagado pela cultivar Tachinagaha. Os
isolados brasileiros e japoneses foram coletados no periodo de Janeiro de 2008 em
casa-de-vegetacgao brasileira e japonesa.

Para este experimento foram escolhidas aleatoriamente 85 RILs,
distribuidas dentro de vaso no fitotron, sendo que cada vaso contava com 3 plantas,
correspondentes a uma RIL. O experimento foi delineado como inteiramente
casualizado e o processo de inoculagdo dos isolados ocorreu no estadio V3 das
linhagens (FEHR; CAVINESS, 1981). Com auxilio de pincéis, o indculo foi aplicado
na parte abaxial do trifélio superior da planta. Apds a inoculacdo, as RlLs foram
colocadas no fitotron e mantidas la por um periodo de 13 dias para posteriormente
serem avaliadas. As caracteristicas avaliadas em fitotron foram numero de lesdes
por folha e porcentagem de lesbes com urédias, cor das lesdes, numero de urédias,
frequéncias de urédias abertas e nivel de esporulacdo, sendo estes dados
verificados em microscopio Optico. Para a caracteristica cor da lesdao foram

consideradas seis classes, conforme descrito por Kato e Yorinori (2008). O Nivel de
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esporulacdo também foi avaliado por uma escala de quatro classes, que variavam

de pouca esporulacao (nivel 1) a abundante esporulagao (nivel 3).

Construcao do Mapa Genético e Identificagdo de QTLs

O mapa genético da populagdo em estudo foi construido com os
marcadores de microssatélites que foram polimorficos entre os parentais. Este
processo foi realizado por meio do programa MAPMAKER/EXP versao 3.0 (LANDER
et al., 1987). Os critérios adotados para a formagdo dos grupos de ligagéao
consistiram em um LOD de 3,0, uma distancia entre marcas adjacentes de 50 cM e a
funcdo de mapeamento de Kosambi (1944) foi empregada para a conversao das
unidades de recombinac&o em distancias genéticas.

A busca por QTLs na soja para as caracteristicas estudadas,
avaliadas sob influéncia da infeccéo pelo fungo da ferrugem asiatica da soja, foi
realizada com um conjunto de ferramentas de mapeamento QTL Cartographer
versao 1.17 (BASTEN; WEIR; ZENG, 2003). O mddulo JZmapqtl foi escolhido para
alguns tratamentos por ser um mddulo que trabalha com mapeamento de QTLs em
intervalos compostos multiplos (mCIM), proposto por Jiang e Zeng (1995), sendo
recomendado quando existe alta correlagdo entre os dados analisados. Para os
resultados que ndo possuiam alta correlagdo genética, utilizou-se somente o modulo
Zmapqtl, pois € um modulo que trabalha com mapeamento em intervalos compostos
(CIM) para analise simples e resulta em uma boa precisdo dos testes estatisticos.
Para ambos os moddulos, foi utilizado o modelo 6, que trabalha com cofatores, com
um teste de razao de verossimilhanca (LR) a cada 1 cM de ligagao (walking speed) e
com uma janela (Windows size) de 5 cM. Trabalhos descritos na literatura
envolvendo o mapeamento de QTLs em soja normalmente utilizam valores de LOD
Score entre 2 e 3 como maneira para determinar uma associagao significativa
(KASSEM et al., 2006; GUZMAN et al., 2007 GUTIERREZ-GONZALEZ et al. 2009;
ZHANG et al., 2009). Neste trabalho, o valor utilizado de LOD Score foi de 2, ja que
se trata de estudos iniciais de identificagcdo de QTLs sob ac¢do da ferrugem asiatica
da soja, além de tratar de algumas caracteristicas que possuem um controle

genético complexo.
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Analises Estatisticas

Para verificar se as diferengas existentes entre os dados coletados
em campo experimental eram estatisticamente significativas, foram realizadas
analises de variancia (ANAVA), através do programa SAS (SAS INSTITUTE, 1990),
entre tratamentos, compreendendo os parentais e a populacdo RILs, e entre
familias, englobando somente as RILs, para cada caracteristica estudada. Além
disto, com auxilio do programa SAS, uma analise de correlagdo simples de Pearson
entre as caracteristicas avaliadas em campo e em fitotron foi realizada para verificar
a existéncia ligacao entre elas. Para comparagao entre as médias, foi utilizado o
teste de Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974), realizado através do programa
estatistico GENES (CRUZ, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Campo Experimental

De acordo com as analises de variancia (ANAVA) realizada (Tabela
1), os resultados obtidos pelo teste de F sugerem que existem diferencas para todas
as caracteristicas entre as familias e entre quase todas as caracteristicas entre
tratamentos (BRS 231, BRS 184 e RILs), exceto para peso total. Porém, constatou-
se que o coeficiente de variacdo (CV) alcangou altos valores, para severidade e
peso total de sementes (acima de 50%). Este tipo de resultado ja foi observado em
outros trabalhos que envolvem experimentos em covas (RIBEIRO, 2009), pois, como
se trata de parcelas com uma unica planta, ocorre influéncia demasiadamente maior
do ambiente sobre o local, 0 que aumenta o erro experimental.

Constata-se, através das analises realizadas, que o efeito ambiental
esta influenciando demasiadamente a caracteristica severidade, pois se observa um
aumento excessivo do coeficiente de variacdo, fato que pode ser explicado pelos
altos valores de variagdo ambiental e a baixa herdabilidade observada nas analises
entre familias. Para outras caracteristicas, observa-se também um valor elevado de
variacdo ambiental, porém esta foi diluida pelo numero de repeti¢des do experimento

que a torna menor quando analisamos individualmente as parcelas. Ja para a
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caracteristica peso total, o principal atuante sobre a variagao fenotipica observada é

a variagao genética, ja que se trata de linhagens com alta variabilidade.

Tabela 1 — Analise de varidncia com dados nao transformados entre tratamentos
(RILs, BRS 231 e BRS 184) e entre familias (RILs).

Entre Tratamentos

TRAT ERRO

CARAC GL __OM __ GL__am F Media  CV.% o%  o% h%
DF 2 26574 B85/ 2248 11,82  53,47das 88/ 085 2248 0154
AF 2 222610 853 18936 1176" 6769em 20,30 7,14 189,35 0149
DM 2 04487 781 12458 758" 121,1dias 902 314 12450 86,81
AM 2 9990,62 767 32557 28,34 9973cm 1902 37,55 352,57 96,47
NOS 2 22058 757 1353 163" 1499nés 2453 082 1353 03,87
PT 2 104007 697 3691 282ns 903g 6776 020 3691 64,51
P100 2 _Jogs 540 240 4317 027g 1871 004 240 7681

SEV 508,774 758 10956  4,64™ 17,26 66,45 1,657 109,56 7847

Entre Familias

TRAT ERRO

CARAC "GL__OGM___GL___OM F Média  CV.% o  o% W%
DF 162 8875 604 734 1200° G5368das 505 17,30 734 01,73
AF 162 66800 853 78,18 855" 6847cm 1291 12602 7818 88,30
DM 162 41330 536 4656 888" 12151das 562 8554 4656 88,74
AM 162 106839 523 16526 646" 9899cm 1209 21450 16526 84,53
NOS 162 3082 516 872 353" 1491nos 1981 531 872 7171
PT 162 7949 464 2371 335"  882g 5418 14,18 2401 70,17
P100 154 548 33 132 416"  930g 1236 136 132 75091
SEV__ 162 13600 545 7133 102~ 1440 5867 1510 7133 47.90

CARAC, Caracteristica analisada; G.L., Graus de Liberdade; QM, Quadrado Médio; F, teste de F;
C.V.%, Coeficiente deVariagdo em porcentagem; 602G, varidncia genética; o2e, varidncia ambiental;
h2 %, herdabilidade em porcentagem; DF, data defloragédo; AF, altura da planta durante a floragao;
DM, data de maturagao; AM, altura da planta durante a maturacdo; NOS,numero de nés; PT, peso
total; P100, peso de 100 sementes; SEV, severidade.

Além disto, observa-se que a principal explicagdo para n&o ter
encontrado valores significativos para o teste de F esta relacionado ao fato de os
parentais ndo serem tao contrastantes para esta caracteristica, o que determinou
que, na analise dos valores de média entre eles e as linhagens, ndo foram
encontradas diferengas significativas. Quando as linhagens foram analisadas
individualmente, foi possivel detectar diferenga significativa pelo teste de F, o que
pode ser explicado pela segregagao transgressiva que ocorreu para esta
caracteristica, ja que embora os parentais ndo possuam diferenca estatistica,

observam-se linhas com médias muito superiores e inferiores a média dos parentais.
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Este fato explica o motivo de néo ser possivel detectar diferenga significativa entre
tratamentos e sim somente entre familias.

A herdabilidade observada para as caracteristicas estudadas foi
elevada, demonstrando que o principal fator atuante nestas linhagens & genético. A
unica caracteristica que apresentou uma herdabilidade baixa foi severidade, fato ja
observado em outros trabalhos (RIBEIRO, 2009). Outro fato que pode confirmar o
efeito ambiental sobre a severidade é alta magnitude de variancia entre os parentais
apresentada, o que demonstra uma maior instabilidade do efeito ambiental na
manifestagcdo da doenca, fato também observado em outros estudos (PIEROZZI,
2007; RACHID, 2008; RIBEIRO, 2009).

Com os resultados obtidos, determinou-se a realizagao de um teste
de normalizag&o sobre as linhagens a fim de verificar se os dados observados neste
experimento apresentam distribuicdo normal, o que poderia também explicar os
erros observados. Pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, observou-se que as
caracteristicas data de maturacdo, numero de nds, peso total e peso de 100
sementes precisavam ser transformados a fim de melhorar seus valores de
coeficiente de variacdo e normalizar seus dados.

Para as caracteristicas numero de nds, peso total e peso de 100
sementes, a transformacdo de dados escolhida foi a do arco seno (Arco seno
Vx/100). Este tipo de transformacdo é utilizado principalmente para dados de
porcentagens e proporgdes cujos valores variam de 0 a 30 (ZIMMERMANN, 2004),
sendo ja repetido em outros trabalhos que apresentaram a mesma dificuldade
(RIBEIRO, 2009). Ja para a caracteristica data de maturagdo, nenhuma
transformacao utilizada foi capaz de normalizar os dados, sendo este fato explicado
devido a problemas ocorridos durante a coleta dos dados. Assim, para futuros
trabalhos, as analises para esta caracteristicas deverao ser repetidas a fim de dar
uma maior confiabilidade aos dados obtidos de QTLs que serdo discutidos
posteriormente.

Apos a realizacdo da transformacao dos dados, realizou-se uma
nova andlise de variancia (Tabela 2). Os novos resultados gerados sugerem que
existem diferencas entre as familias e entre os tratamentos utilizados em todas as
caracteristicas analisadas, em nivel de significancia de 5% e 1%. Além disto,

verificou-se pelo teste de Kolmogorov-Smirnov que os dados transformados
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obedeceram a uma distribuicdo normal a um nivel de significancia de 5%. Por fim,
ainda, observou-se uma diminui¢cado significativa do coeficiente de variagdo para
severidade e peso total de sementes. Os valores ainda apresentaram-se altos, mas
o principal motivo disto é o experimento ser realizado em covas, verificado também
em outros trabalhos realizados (PIEROZZI, 2007; RIBEIRO, 2009), confirmando que
altos CVs sdo comumente observados em analises de severidade e peso total de
sementes em experimentos em covas.

Além destas analises, realizou-se também um estudo de correlagao
simples de Pearson (Tabela 3), permitindo assim a analise conjunta de
caracteristicas correlacionadas que possuam efeito pleiotrépico em relacdo a
resisténcia horizontal.

Ao analisar a correlagao peso total e peso de cem sementes entre
as RILs, verificou-se uma correlagdo moderadamente positiva (r = 0,4424). Isto
demonstra que 19,57% das linhagens apresentaram correlagao direta entre peso
total e peso de 100 sementes. Esse resultado pode sugerir que a ferrugem esteja
atuante sobre as linhagens, pois, sabe-se que a doenga atua na queda de
uniformidade dos gréos, e através desta comparagdo, constata-se que embora
algumas delas tenham apresentado valor de peso total alto, apresentaram baixo
valor para peso de 100 sementes. A outra explicacdo para este tipo de observagao
esta relacionada com a propria caracteristica genética das linhagens estudadas.

Ja a correlagao entre peso total, peso de 100 sementes e severidade
entre as RILs, obteve-se um valores de r = -0,1510 (para peso total x severidade) e r
= -0,1296 (para peso de 100 sementes x severidade), o que demonstra que ambas
as caracteristicas apresentam uma baixa correlacdo negativa, que pode ser
explicada por fatores genéticos, ambientais ou pela propria inexisténcia de
correlagdo entre as caracteristicas. Na safra 2008/2009, em que foi realizado o
experimento, a doenca ocorreu de maneira mais tardia e branda que em anos
anteriores (RIBEIRO, 2009) e, dessa maneira pode ter influenciado na baixa
correlacao entre as caracteristicas. Além disto, a alta variabilidade existente entre as
linhagens pode ter influenciado para que, mesmo na presenga da doenga, algumas
linhagens possuissem uma elevada producdo de graos. Este fato pode estar
relacionado a provaveis mecanismos de resisténcia horizontal que retardaram o

desenvolvimento do fungo sobre a planta. Embora o fungo tenha infectado a planta,
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a formacgéo dos graos nao foi severamente afetada por ja se encontrarem em estagio
avancado de desenvolvimento, ndo causando assim uma queda acentuada de
produgcdo. Entre os varios mecanismos que podem estar contribuindo para isto,

encontra-se o escape génico, que pode ser verificado através da data de floragéo e
maturacao.

Tabela 2 — Analise de variancia entre tratamentos (RILs, BRS 231 e BRS 184) e

entre RlLs para as caracteristicas peso total e severidade com dados
transformados pela formula do arco seno.

Entre Tratamentos

TRAT ERRO

CABAC GL aMm GL am F Media C.V.%

NOS 2 0,0:398 757 D.DGE? 14,84 0,3949 1312

PT 2 0,0436 697 0,0116 3,76 0,2881 37,38

SEV 2 0,0097 758 00213 4 69 0,4002 35,63

Entre Familias
CARAC GL amM GL aMm F Meadia C.V.% K-S

NOS 162 09640 516 0,0080 3,234* 0,3937 10,72 0,0002 n.s.
PT 162 0,0264 484 0,0071 3,74 0,2858 2044  0,0604 n.s.
SEV 162 0,0307 545 00157 1,95™ 0,3691 33,84 00,0684 n.s.

CARAC, Caracteristica analisada; G.L., Graus de Liberdade; QM, Quadrado Médio; F, teste
de F; C.V.%, Coeficiente de Variagdo em porcentagem; K-S, valores do teste de
Kolmogorov-Smirnov a 5% de significancia; NOS, numero de nés; PT, peso total; P100,
peso de 100 sementes; SEV, severidade.
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Tabela 3 — Anadlises de correlacdo simples dos dados coletados em campo
experimental.

DF CF ALF DM ALM NO PT P100 SEV
DF - 0,041 0,8338 0,6168 0,4333 0,0099 -0,4491 -04744 00,0738
Prob - 02021 0,0001 0,0001 0,0001 0,7977 0, 0001 0,0001 0,0506
Obs. - 767 763 g99 £86 679 627 491 703
CF - - 0,0210 00677 -0,0174 -0,0594 001835 -0,0412 -0,0491
Prob - - 0,5630 0,0738 0,6488 0,1223 0,0001 0,3621 0,1935
Obs. - - 763 699 686 679 627 491 703
ALF - - - 0,5751 00,5634 0,1203 -0,3863 -0,4155 0,0683
Prob - - - 0,0001  0,0001 0,0016 0,0001 0.0001 0,0708
Obs. - - - 695 682 676 624 488 700
DM - - - - 0,3158 -0,2825 -0,3370 -0,3230 0,0184
Prob - - - - 0,0001 0, {!901 0,0001 0.0001 0,6399
Obs. - - - - £86 679 627 491 651
ALM - - - - - 0,4945 -0,2108 -0,2541 0,0682
Prob - - - - - 0,0001 0, 0001 0,0001 0,0853
Obs. - - - - - 679 619 489 638
NO - - - - - - 0,0735 -0,1318 -0,0268
Prob - - - - - - 0,0882 0,0035 0,5015
Obs. - - - - - - 617 489 631
PT - - - - - - - 04424 -0,1364
Prob - - - - - - - 0.0001 0,001
Obs. - - - - - - - 481 583
P100 - - - - - - - - -0,1296
Prob - - - - - - - - 0,0055
Obs. - - - - - - - - 457
SEV
Prob
Obs.

DF, Data de Floragao; CF, Cor da Flor; ALF, Altura da Planta durante a Floragdo; DM, Data de
Maturacdo; ALM, Altura da Planta durante a Maturagdo; NO, Numero de Nos; PT, Peso Total de
sementes; SEV, Severidade; P100, Peso de 100 sementes; Prob., Probabilidade da correlagao ser
significativa ; Obs., Numero de observagoes.

Com o objetivo de verificar o mecanismo de escape contra o
patdgeno na resisténcia a ferrugem, foi avaliada a correlagao entre data de floragao
e data de maturacdo com as demais caracteristicas. Observou-se que a data de
floracdo apresentou correlagdo moderadamente negativa quando comparada com
peso total (r =-0,4491) e com peso de 100 sementes (r = -0,4744), o que sugere que
cerca de 20,12% das RILs apresentam correspondéncia direta entre peso total e
data de floragéo, e 22,50% entre peso de 100 sementes e data de floragdo. Desta
maneira, observa-se que quanto mais precoce for a linhagem, maiores sdo as
chances desta conseguir escapar da agdo da doenga, o que demonstra a atuagéo
do mecanismo de escape ou evasao direcionado a doenca. Para a data de

maturagcdo, valores de correlagdo moderadamente negativa também foram
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observados para peso total (r = -0,33698) e para peso de 100 sementes (r = -
0,32299), o que enfatiza a acdo de mecanismos de escape contra a agao do
patogeno.

O escape pode ser considerado como uma forma de resisténcia
horizontal (AGRIOS, 2005), e baseia-se em taticas de fugas dirigidas contra o
patdgeno ou contra o ambiente favoravel ao seu desenvolvimento (KIMATI,
BERGAMIN FILHO, 1995). Portanto, estas RILs devem possuir genes de resisténcia
horizontal que auxiliam neste processo. Algumas destas, mesmo com floragcéo e
ciclo precoce, apresentaram baixos valores para peso total de sementes e peso de
100 sementes. Isto ocorre devido a alta variabilidade genética que existe entre as
RILs ou a atuacdo da doenca sobre algumas linhagens. Ainda, foram observadas
linhagens que apresentam data de floragdo intermediaria e altos valores de peso
total de grédos e de peso de 100 sementes, o que pode indicar que outros
mecanismos de resisténcia horizontal podem estar atuando.

As caracteristicas das linhagens devem ser levadas em
consideragao nas analises de correlacdo. Algumas delas, por questbes genéticas,
possuem baixo potencial produtivo. Isto pode ter influenciado nas analises, visto que
em alguns casos, linhagens que apresentaram baixa severidade, apresentaram ao
mesmo tempo, baixa producdo, confirmando a baixa correlagdo existente entre
severidade e as caracteristicas produtivas. Essa questdo poderia ser melhor
investigada com a condugédo de experimentos que envolvam a comparacéo de
populagdes tratadas e n&o tratadas com fungicida, o que possibilitaria fazer uma
analise da real influéncia da ferrugem sobre as linhagens. Vale ressaltar que
algumas das RILs possuem genes de resisténcia horizontal a doenga o que
contribuiu para que os valores de severidade, quando comparados com os de peso
total e peso de cem sementes, ndo possuam valores negativamente maiores.

Com base nos resultados observados, um teste de médias foi
realizado a fim de classificar as linhagens e separar as melhores em condi¢cao de
infeccdo com o fungo da ferrugem. O teste de Scott-Knott (SCOTT; KNOTT, 1974)
foi o escolhido por ser uma ferramenta mais robusta e poderosa para separagao de
médias em comparagdao aos demais testes (ZIMMERMANN, 2004; BORGES;
FERREIRA, 2003).
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Com base nos resultados obtidos (Anexo A), foi possivel comparar
as RILs em busca de linhagens que apresentem as caracteristicas mais desejaveis
com relacao a ferrugem. As RILs que apresentaram melhores desempenhos para
data de floracao e maturacao, peso total, peso de 100 sementes e severidade foram
9, 27, 41, 48, 55, 76, 80, 85, 86, 87, 102, 127, 136, 144, 145 e 151. Dentre as
caracteristicas estudadas, severidade ndo apresentou uma relagdo alta quando
comparadas com as cinco caracteristicas citadas acima. Porém, algumas linhagens,
como as 91, 131, 135, que mesmo com um periodo de floragdo e maturagao elevado
e com uma severidade alta, apresentaram alta producdo de gréos e altos valores
individuais, o que demonstra que outros mecanismos devem estar contribuindo para
a resisténcia horizontal destas a doencga.

Todos os dados descritos acima foram utilizados para estudos e
deteccdo de QTLs que estejam contribuindo para o processo de resisténcia
horizontal observado nas RILs estudadas acima. Desta maneira, pode-se saber o
quanto que um determinado QTL esteja contribuindo para as caracteristicas
relacionadas a resisténcia das RILs a agao do patégeno.

Para melhor acompanhamento do desenvolvimento da doenca, o
processo de avaliacdo escolhido para severidade deve ser revisto. Para futuros
trabalhos, deve-se analisar a parcela como um todo e ndo uma unica folha, visto que
algumas fotos foram retiradas de diferentes partes das plantas. Além disto, vale
ressaltar a importancia de também avaliar o impacto que a presenga do fungo causa
na produtividade das linhagens. Para isto, € recomendavel a realizacdo de dois
experimentos, sendo um deles tratado com fungicida e o outro ndo. Assim, seria
possivel uma comparacdao mais eficiente em busca de linhagens com melhores
caracteristicas contra o patdogeno. Este tipo de experimento também visaria verificar

se alguns QTLs identificados se manifestam em ambas as condigdes.

Fitotron

Com o objetivo de complementar as informagdes obtidas a campo,
foi realizado também um experimento em ambiente controlado (Fitotron), em que
foram avaliadas as caracteristicas cor da lesdo (CL), porcentagem de lesdes com

urédia (PLU), numero de urédias (NU), frequéncia de urédias abertas (FUA) e nivel
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de esporulacdo (NE) (Tabela 4). Além disto, foi realizado também uma analise de
correlagdo simples de Pearson (Tabela 5) para as cinco caracteristicas e os
resultados foram utilizados para a detecgcao de possiveis QTLs.

A caracteristica nivel de esporulacao foi a que apresentou maiores
valores de correlagdo significativa entre os dados estudados. Esta apresentou alta
correlagdo com as caracteristicas cor da lesao (r = 0,67719), porcentagem de lesdes
contendo urédias (r = 0,60330) e numero de urédias (r = 0,57484). Estes valores
sugerem que quanto maior a porcentagem de lesdes que tiverem urédias, assim
como a quantidade destas e mais clara for a lesdao, maior sera o nivel de
esporulagao do fungo nas linhagens. Trabalhos anteriores demonstraram que existe
uma relagao existente entre plantas susceptiveis e resistentes de acordo com o nivel
de esporulagédo destas (YAMANAKA et al., 2008).

Para as demais caracteristicas, observaram-se variagdes nos niveis
de correlacdo. A caracteristica cor da lesdo apresentou valores altamente
significativos quando comparada com as demais caracteristicas. Esta apresentou
correlacdo moderadamente positiva (r = 0,45325) quando comparada com
porcentagem de lesdes que possuem urédias e numero de urédias (r = 0,33707).
Estes resultados ressaltam que quanto mais clara for a lesdo, um maior numero de
lesdes serao encontradas na folha e com um maior niumero de urédias.

Trabalho realizado por Yamanaka et al. (2008) demonstrou que
classificar uma planta como susceptivel ou resistente a doencga através da avaliagao
da cor da lesao ndo € a maneira mais eficiente, principalmente se forem analisadas
plantas com resisténcia horizontal a doenca. Primeiramente pela dificuldade de
separagao entre plantas resistentes e susceptiveis, ja que a distribuicado continua
existente nas cores das lesdes dificulta a insergcdo nestas classes. Além disto,
quando comparadas com outras variedades de soja, susceptiveis e resistentes a
doencas, esta caracteristica apresentou baixa correlacédo. Por fim, foram observados
ainda que variedades resistentes a doencga possuiam lesdes claras. Estes motivos
descritos neste trabalho levam a crer que analises gradativas da cor da lesdo n&o
seja o método mais adequado quando se deseja classificar as linhagens de acordo

com seu nivel de susceptibilidade a agao do patdégeno.
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Tabela 4 — Médias das cinco caracteristicas analisadas em fitotron.

Famil. CL PLU NU FUA NE Famil. CL PLU NU FUA NE

1 5,00 100,00% 3,00 100,00% 2,75 70 4,47 100,00% 5,67 87,65% 3,00
2 4,80 100,00% 4,00 100,00% 2,80 74 497 100,00% 5,10 82,35% 3,00
3 550 100,00% 4,00 93,75% 3,00 75 5,11 100,00% 3,67 78,79% 3,00
5 500 100,00% 6,50 9231% 3,00 77 540 100,00% 3,70 76,58% 3,00
6
8
9

5,00 100,00% 2,00 87,50% 2,50 80 4,90 100,00% 5,33 87,50% 3,00

550 100,00% 242 93,10% 2,92 82 505 100,00% 3,42 7538% 2,74

5,50 100,00% 2,00 100,00% 3,00 83 5,19 100,00% 3,54 61,96% 2,96
12 3,50 100,00% 1,53 100,00% 2,27 86 5,13 100,00% 2,90 77,01% 2,90
13 2,33 100,00% 3,23 90,72% 3,00 89 530 100,00% 3,87 94,83% 3,00
14 3,37 90,00% 2,07 95168% 2,23 92 4,97 100,00% 4,90 95,24% 2,93
16 3,07 93,33% 2,33 91,43% 2,40 93 5,10 100,00% 3,60 85,19% 3,00
17 2,90 100,00% 3,47 91,35% 2,56 9% 5,07 100,00% 3,27 88,78% 3,00
20 3,00 96,67% 2,60 91,08% 2,57 97 5,10 100,00% 3,53 81,13% 3,00
21 2,80 100,00% 2,43 83,56% 2.47 98 5,00 100,00% 3,73 89,29% 3,00
22 500 100,00% 2,00 100,00% 3,00 101 503 100,00% 3,67 90,009 3,00
23 3,24 100,00% 2,97 84,88% 2,43 102 5,03 100,00% 3,50 88,57% 3,00
24 3,27 93,33% 1,63 81,63% 2,33 103 4,83 100,00% 3,93 77,12% 3,00
26 5,40 100,00% 4,00 80,00% 2,80 104 5,07 100,00% 3,82 75,70% 3,00
28 4,57 100,00% 4,86 88,24% 3,00 106 5,03 100,00% 3,73 93,75% 3,00
29 4,50 100,00% 4,00 88,89% 2,89 108 5,07 100,00% 5,00 96,009 3,00
32 4,40 100,00% 4,53 8529% 2,73 112 500 100,00% 3,73 93,75% 3,00
34 4,43 100,00% 4,71 81,82% 2,79 113 4,77 100,00% 3,77 87,61% 3,00
35 520 100,00% 3,20 68,75% 3,00 115 5,03 100,00% 4,53 78,68% 2,93
M 4,75 100,00% 3,50 100,00% 3,00 116 5,00 100,00% 3,67 87,27% 3,00
42 508 100,00% 4,58 83,64% 3,00 117 4,93 100,00% 4,07 89,34% 3,00
44 4,13 100,00% 3,77 8584% 2,93 118 5,03 100,00% 3,57 87,85% 3,00
45 4,13 100,00% 4,40 87,88% 2,93 119 4,91 100,00% 3,50 88,57% 3,00
46 4,17 100,00% 3,07 8261% 2,63 120 520 100,00% 5,90 83,62% 3,00
47 4,50 100,00% 3,77 83,19% 2,93 122 5,03 100,00% 4,23 91,34% 3,00
49 4,26 100,00% 3,83 8522% 2,67 124 500 100,00% 3,43 89,32% 2,87
50 4,10 100,00% 4,27 85,16% 2,90 125 5,00 100,00% 4,20 85,71% 3,00
51 4,37 100,00% 3,90 86,32% 2,93 129 500 100,00% 4,17 9520% 2,97
52 3,73 100,00% 3,10 84,95% 2,60 133 517 100,00% 4,33 86,92% 2,93
54 4,27 100,00% 3,53 84,91% 2,90 136 500 100,00% 3,73 79,46% 3,00
55 4,07 100,00% 3,50 78,10% 2,87 140 5,10 100,00% 4,40 80,30% 2,93
57 3,97 100,00% 3,93 88,14% 2,97 141 513 100,00% 4,20 80,16% 2,93
59 4,27 100,00% 3,87 8534% 2,93 147 5,03 100,00% 3,28 81,05% 2,69
61 507 100,00% 3,83 96,52% 3,00 155 5,10 100,00% 3,73 79,46% 2,97
62 4,83 100,00% 4,40 81,06% 3,00 156 5,07 100,00% 3,57 79,44% 2,93
63 4,83 100,00% 413 91,13% 3,00 157 5,03 100,00% 2,67 80,009 2,83
67 4,97 100,00% 4,00 87,50% 3,00 160 5,00 100,00% 3,03 73,63% 2,97
68 510 100,00% 4,70 74,47% 3,00 163 500 100,00% 3,83 85,22% 2,97
69 4,97 100,00% 4,87 89,73% 2,97

Famil., RILs utilizadas; CL, Cor da Lesao; PLU, Porcentagem de Lesdes com Urédias; NU, Numero
de Urédias; FUA, Frequéncia de Urédias Abertas; NE, Nivel de esporulagao
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Tabela 5 — Anadlises de correlagdo de Pearson dos dados coletados em fitotron,
realizadas através do programa SAS.

CL PLU NU FUA ME
CL - 045325 0,33707 -0,133B5 0,67719
Prob | - 0,0001 0,0018 0,2220 0,0001
Obs - 85 85 85 85
PLU - - 0,38722 -0,11494 0,60330
Prob | - - 0,0003 0,2949 0,0001
Obs - - 85 85 85
NU - - - -0,09552 0,57484
Prob | - - - 0,3845 0,0001
Obs - - - 85 85
FUA - - - -0,09803
Prob | - - - 0,3721
Obs - - - 85
NE - - - -
Prob | - - - -
Obs - - - -

CL, Cor da Lesao; PLU, Porcentagem de LesbGes com Urédias; NU, Numero de Urédias; FUA,
Frequéncia de Urédias Abertas; NE, Nivel de esporulacao; ; Prob., Probabilidade da correlagédo ser
significativa ; Obs., Numero de observagoes.

Construgcao do Mapa Genético de Ligagao

Nesse trabalho, foram avaliados 565 marcadores microssatélites nos
genotipos parentais, sendo identificados 149 marcadores polimorficos. Destes, foram
escolhidos 80 marcadores para a construcdo do mapa, onde se buscou uma ampla
cobertura do genoma da soja (Tabela 6). Esses 80 marcadores foram amplificados
em 163 individuos da populacéo de RILs. Foram incluidos também, dois marcadores
morfologicos: cor da flor (W1, mapeado no grupo de ligagdo F, a 28,86 cM) e cor de
pubescéncia (T, mapeado no grupo de ligacdo C2 a 112,44 cM). Essas analises
permitiram a construcdo de um mapa genético da soja com base na populagao RILs
e a distribuicdo dos marcadores em 19 grupos de ligagao (Figura 3), com uma
cobertura de 1.023,5 cM. Essa cobertura do genoma é bem abaixo da cobertura
conseguida por Song et al. (2004) no mapa consenso da soja, que foi de
aproximadamente 2.500 cM. Essa menor cobertura alcangada nesse trabalho ja era
esperada, visto que foram utilizados somente 80 marcadores, enquanto o mapa
consenso se baseia em mais de 1.800 marcadores, em cinco populagdes de

mapeamento. Embora a cobertura obtida por estes microssatélites utilizados seja
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baixa, os resultados obtidos estabelecem o estagio inicial de estudos relacionados a
QTLs relacionados a resisténcia horizontal a ferrugem asiatica da soja.

Dos 82 marcadores utilizados, 14 nao foram mapeados em nenhum
grupo de ligagdo por estarem a uma distancia genética acima de 50 cM durante o
processo de mapeamento. O numero médio de marcadores por grupo de ligagao foi
quatro, sendo que o grupo que apresentou maior numero de marcadores
corresponde ao C2, com oito marcas e os que apresentaram menor quantidade de
marcadores foram A2, B1, C1, F, H, |, K, O, com duas marcas por grupo de ligacéo.

Varios outros mapas com coberturas parciais de genomas ja foram
relatados na literatura, geralmente associados a mapeamento de caracteristicas
agrondmicas especificas. Brogin (2005) construiu um mapa de ligagdo composto por
41 microssatélites para 0 mapeamento de genes de resisténcia a ferrugem asiatica
da soja e identificagdo de QTLs relacionados a resisténcia a mancha parda em soja.
Em outros trabalhos, desenvolvidos por Palomeque et al. (2009a) e Palomeque et al.
(2009b), 105 marcadores foram agrupados em 26 grupos de ligacdo para a
construgdo de um mapa e identificacdo de QTLs que estivessem ligados a producéo
de grdos em soja. Enquanto isto, Santos et al. (2006) utilizou 24 marcadores SSR,
construindo um mapa genético com 6 grupos de ligagdo a fim de identificar QTLs
associados a fixagao biolégica de nitrogénio.

Estes dados enfatizam que é possivel encontrar QTLs para as
caracteristicas de interesse, mesmo com uma cobertura ndo td4o ampla do genoma.
Porém, uma maior cobertura dos grupos de ligagdo sera necessaria futuramente
para posicionar novos QTLs com associagdo a outras caracteristicas de interesse.
Além disto, é necessaria a saturagao de regides cromossémicas que possam estar
relacionadas a QTLs, pois desta maneira pode-se estimar melhor o efeito de cada
um deles.

O mapa originado neste estudo ainda pode servir para futuros
trabalhos de identificagdo de QTLs para outras caracteristicas, pois a populagéo
utiizada neste trabalho foi originada de um cruzamento entre duas cultivares
contrastantes para varias outras caracteristicas, como resisténcia a varias doencas
de grande interesse agrondmico. As cultivares BRS 184 e BRS 231 apresentam
como caracteristicas em comum a resisténcia ao cancro e a necrose da haste,

porém divergem em relagdo a outras doengas. A cultivar BRS 184 é resistente ao



63

mosaico comum da soja e a duas ragas fisioléogicas da mancha “olho-de-rd”. Ja a
BRS 231 é resistente as racas 1 e 3 do nematdide de cisto e moderadamente
resistente ao nematodide de galha causado por Meloidogyne javanica e resistente a
podriddo vermelhada da raiz (EMBRAPA SOJA, 2007).

Tabela 6 — Microssatélites polimorficos para o cruzamento BRS 231 x BRS 184,
utilizados para construgdo do mapa genético.

SSR GL _ P(cM) SSR GL _ P(cM) SSR  GL P(cM)
Satt382 A1 (5) 26,78 | |Sat 089 Dib (2) 106,56| |Sat 412 J(16) 44,02
Satt042 A1 (5) 27,99 | |Sat458 D2 (17) 26,86 | |Satt380 J(16) 45,41
Satt155 A1 (5) 32,92 | |Satt208 D2 (17) 63,66 | |Satt183 J(16) 47,58
Saftt599 A1 (5) 81,36 | |Sait389 D2 (17) 75,33 | |Satt547 J(16) 72,53
Satt424 A2(8) 56,16 | |Satt310 D2 (17) 100,82| [Sat 118 K(9) 17,32
Satt377 A2(8) 84,09 | |Satt386 D2 (17) 119,75| |Satt349 K (9) 39,09
Satt509 B1 (11) 3572 | |Sat 112 E (15) 8,75 Satt499 K (9) 61,50
Satt359 B1 (11) 99,23 | |Sau573 E (15) 74,94 | [Satt196 K (9) 88,91
Satt126 B2 (14) 22,55 | |Sat 107 E (15) 80,65 | |[Satt495 L(19) 0,00
F(
F(

Satt304 B2 (14) 53,08 | |Satt325 13) 2,23 Sat 071 L(19) 20,78
Sati066 B2 (14) 68,29 W1 13) 28,86 | |Satt143 L (19) 28,16
Satt190 C1 (4) 54,21 Satt395 F (13) 146,41| |Satties L(19) 61,08
Sati294 C1 (4) 58,51 Satt235 G (18) 26,27 | |Satt527 L (19) 70,36
T C2(6) 112,44| |Satt115 G(18) 46,75 | |Sat 099 L(19) 78,23
Satii34 C2(6) 112,83 |Satt340 G (18) 48,17 | |Satt513 L (19) 108,37
Sat 312 C2(6) 112,84| |Satt303 G (18) 55,13 | |Satt435 M(7) 38,43
Sat 251 C2(6) 114,19| |Sati288 G (18) 74,42 | |Satt463 M(7) 50,09
Sati708 C2(6) 11548| |Sat 117 G (18) 100,00| |Satt175 M(7) 62,75
Satt079 C2(6) 117,87| |Sattds3 H(12) 14,89 | [satt308 M (7) 124,01
Sat 263 C2(6) 118,77| |Satt442 H(12) 44,55 | |Satti52 N (3) 24,79
Sct 028 C2(6) 122,01| |Satt142 H(12) 83,21 Satt080 N (3) 38,58
Satt371 C2 (6) 14547| |Satt181 H(12) 86,03 | |Satt339 N(3) 63,06
Satt502 D1a (1) 46,71 Sait587 |1(20) 30,84 | |Satt188 O (10) 55,38
Satt408 Dia (1) 100,73| |Satt354 |(20) 44,89 | |Satt478 O (10) 70,69
Sati157 D1b(2) 44,40 | |Satt330 1(20) 76,18 | [Satt331 O (10) 99,41
Satt412 D1b(2) 75,17 | |Satt285 J(16) 23,07 | |Sat 109 O (10) 125,94
Satii41 D1b(2) 81,68 | |Satt414 J(16) 41,67
Sati172 D1b (2) 105,07| |Sat 165 J{16) 42,20

SSR , marcador microssatélite; GL, grupo de ligagdo da soja, sendo os valores entre
parénteses os correspondentes ao numero do cromossomo; P, posigdo do marcador no
mapa genético consenso da soja em cM (Cregan et al.,, 1999; Song et al., 2004) ; T,
marcador morfolégico para cor de pubescéncia; W1, marcador morfoldgico para cor de flor

Adicionalmente, a cultivar BRS 184 encontra-se entre uma das

cultivares brasileira com maior tolerancia a seca (OYA et al., 2004). Portanto, o
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mapa gerado pode servir como grande ferramenta a fim de gerar estudos em busca

de novos QTLs que estejam relacionados a esta e outras caracteristicas de grande

interesse agronémico e econémico.
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Figura 3 — Mapa genético da soja baseado na populagédo de 163 F7g RILS derivadas do
cruzamento entre as cultivares BRS 231 e BRS 184. A imagem abaixo
demonstra os 19 grupos de ligagdo da soja. Entre parenteses encontra-se o

nimero de cada cromossomo,

(http://soybase.org/LG2Xsome.php).

Mapeamento de QTLs associados a resisténcia a ferrugem asiatica

conforme descrito no site do Soybase

Foram identificados 29 picos que ultrapassaram os valores do nivel

de significancia estabelecidos inicialmente relacionados a data de floragdo, altura da

planta durante a floragdo, data de maturacéao, altura da planta durante a maturacéo,

numero de nds, peso total, peso de 100 sementes, freqliéncia de urédias abertas e

nivel de esporulagdo. Grande parte dos picos observados para cada caracteristica
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encontrou-se no grupo de ligagdo C2, seguido do cromossomo L. Estes resultados
indicam a existéncia de QTLs, porém é necessario um aprofundamento real a fim de
determinar a quantidade de QTLs existentes.

Para o grupo de ligagdo C2 (6), foram visualizados oito picos
superiores ao nivel de significancia (Figura 4a). Estima-se que na regido
correspondente ao intervalo entre os marcadores T (marcador morfolégico de
pubescéncia) e Satt134 exista um ou varios QTLs que esteja influenciando nas
caracteristicas data de floragdo, altura da planta durante a floracdo, data de
maturagao, altura da planta durante a maturagdo, peso total e peso de 100
sementes. Como se tratam de caracteristicas que apresentaram correlagdo genética
entre elas (Tabela 3) e ainda apresentaram os valores maximos de LOD em
posicdes préoximas, buscou-se por intermédio da ferramenta JZmapqtl verificar se
estas caracteristicas estariam sob controle de um unico gene. Com base nos
resultados obtidos (Figura 4b), foi verificado a presenga de apenas um QTL, que
contribui para as caracteristicas observadas, com um efeito pleiotrépico sobre estas.
Esse QTL contribuiu com um efeito aditivo de 2,64 dias para data de floracao, 8,36
cm para altura da planta durante a floragao, 5,89 dias para data de maturacéao, 9,13
cm para altura da planta durante a maturagao, 0,15 g para peso total e 0,50 g para
peso de 100 graos, explicando individualmente 15,63%, 19,08%, 34,27%, 17,47%,
20,81% e 7,51%, respectivamente, da variacdo fenotipica observada no
experimento.

Para as caracteristicas data de floracao, altura da floracédo, data de
maturacao e altura da planta durante a maturacao, os alelos que aumentam o valor
da caracteristica foram oriundos do parental BRS 231, enquanto que para as
caracteristicas peso total e peso de 100 sementes, vieram do parental BRS 184. Os
valores obtidos de efeito aditivo e a variagao fenotipica observada foram obtidos por
meio da ferramenta Eqtl do programa QTL Cartographer.

QTLs também foram identificados em outras regides deste grupo de
ligacdo, porém com efeitos bem mais baixo nas caracteristicas. Na regido localizada
entre os marcadores Satt134 e Sat_312, observa-se um QTL que esta contribuindo
com a caracteristica data de maturagdao (2,60 dias), explicando individualmente
6,87% da variagéo fenotipica observada (Figura 4a). Para estas caracteristicas, os

alelos de efeito aditivo foram oriundos do parental BRS 231.
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Por fim, o ultimo QTL identificado nesse cromossomo foi localizado
entre os marcadores Satt708 e Satt079 e tem sua atuagdo sobre a caracteristica
peso de 100 sementes (Figura 4a), porém contribuindo com um efeito aditivo de 0,37
g, 0 que explica apenas 4,10% da variagao fenotipica observada. O valor de LOD
Score observado para este QTL foi bem baixo (2,06), sera necessario um estudo
mais detalhado nessa regiao, a fim de determinar a real significancia desse l6cus.

Vaérios QTLs ja foram identificados nesse mesmo intervalo no grupo
de ligacdo C2, entre os intervalos dos marcadores T e Sat 132, como os
relacionados a resisténcia a insetos (TERRY et al., 2000), tolerdncia a seca
(SPECHT et al., 2001), peso individual de sementes e numero de sementes sob
resfriamento (FUNATSUKI et al., 2005), e periodo de floragdo, maturagao e altura da
planta (FUNATSUKI et al., 2005; YAMANAKA et al., 2005; MANSUR et al., 1996;
MANSUR et al., 1993a; MANSUR et al., 1993b) e concentracéo de 6leo (HYTEN et
al., 2004).

Por fim, entre os marcadores Satt708 e Satt079, foram identificados
QTLs relacionados ao fotoperiodismo (TASMA et al., 2001), taxa de absorbéancia de
agua, germinacao, dureza, tamanho e qualidade dos grdos (HYTEN et al., 2004;
WATANABE et al., 2004; CSANADI et al., 2001), o periodo de floracdo, maturagdo e
altura da planta (FUNATSUKI et al., 2005; YAMANAKA et al., 2005; MANSUR et al.,
1996; MANSUR et al., 1993a; MANSUR et al., 1993b) e de resisténcia a septoriose
(BROGIN et al., 2005).

Préximo a este ultimo intervalo, foram identificados QTLs
relacionados a resisténcia a raga 5 do nematdéides do cisto (YUE et al., 2001) e a
sindrome da morte subita da soja (NJITI et al., 2002). Por fim, verifica-se ainda
existéncia de alguns genes importantes de resisténcia a ferrugem, como o
Rpp1(HYTEN et al., 2009), um gene presente na cultivar FT-2 (BROGIN, 2005), e
um alelo presente na cultivar ‘Hyuuga’ (MONTEROS et al., 2007). Também nessa
regido foi mapeado recentemente um gene de resisténcia vertical relacionado a oidio
(CATELLI et al., 2007a). Agrupamentos de genes de resisténcia sdo muito comuns,
ja sendo observados em varios grupos de ligacao (KANAZIN et al., 1996; GRAHAM
et al., 2002).
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Figura 4 — Resultados das andlises de busca por QTLs no grupo C2 (6). (a) Andlises via

Zmapqtl; (b) Analises via JZmapqgtl. Valores que ultrapassam o nivel de

significAncia de LOD = 2,0 demonstram a existéncia de possiveis QTLs
significativos para a caracteristica analisada.

Foram observados também QTLs no grupo de ligacdo F

(Cromossomo 13), na regido compreendida entre os marcadores Satt325 e W1
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(marcador morfolégico para coloragdo de flor) (Figura 5). Um QTL que atua na
caracteristica data de maturacdo contribui com um efeito aditivo de 2,39 cm,
esclarecendo 5,53% da variagado fenotipica observada. Ja o QTL que atua na
caracteristica peso total contribui com um efeito aditivo de 1,40 g, explicando 8,76%
de toda variagao fenotipica observada nas linhagens. Este resultado demonstra que
o maior motivo da correlagdo entre peso total e coloragdo de flor ser significativo
esta relacionado ao gene responsavel pela coloragao da flor estar ligado a este QTL.

Quando analisado esta regido no mapa consenso da soja, observa-
se que ja foi identificado entre este intervalo de marcas, QTLs relacionados a
podridao da raiz em soja (BURNHAM et al., 2003) e ainda relacionados a data de

maturacgao e peso de sementes sob estresse de seca (SPECHT et al., 2001).
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Figura 5 — Resultado das analises via Zmapqtl de busca por QTLs no grupo F (13). Valores
que ultrapassam o nivel de significancia de LOD = 2,0 demonstram a existéncia
de possiveis QTLs significativos para a caracteristica analisada.

O grupo de ligagdo L (cromossomo 12) também apresentou QTLs
para varias caracteristicas (Figura 6a), localizados entre os marcadores Satt143 e
Satt527. Valores de LOD significativos foram identificados para altura da planta
durante a floragcdo, data de maturacdo, altura da planta durante a maturagcdo e

numero de nods. Ja no intervalo entre os marcadores Satt527 e Sat 099, foram
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identificados quatro picos significativos para altura da planta durante a floragéo, data
de maturacéao e altura da planta durante a maturagéo. Devido a correlagdo genética
existente entre as caracteristicas e a proximidade das posicoes onde foram
identificados os picos, utilizou-se o programa JZmapqtl para tentar explicar qual o
efeito do gene e quantos QTLs foram identificados nesta regido. Com os resultados
obtidos, pode-se determinar que, nesse estudo, para este grupo de ligagado foram
identificados quatro QTLs, sendo que dois destes possuem efeito pleiotrépico para

as caracteristicas estudadas (Figura 6b).
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Figura 6 — Resultados das analises de busca por QTLs no grupo L (12). (A) Analises via
Zmapqtl; (B) Analises via JZmapqtl. Valores que ultrapassam o nivel de
significancia de LOD = 2,0 demonstram a existéncia de possiveis QTLs
significativos para a caracteristica analisada.
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Para o QTL identificado entre os marcadores Satt143 e Satt166,
observou-se um efeito pleiotréopico sobre as caracteristicas altura da planta durante a
maturagao e numero de nds. Para a caracteristica numero de nds observa-se um
valor aditivo de 0,95, o que explica 11,24% da variacao fenotipica observada e para
a caracteristica altura da planta durante a maturagcao, contribuindo com um efeito
aditivo de 7,04 cm, o que explica 14,26% da variacao fenotipica das linhagens.

Ja entre as marcas Satt166 e Satt527 foi identificado um QTL que
contribui com um efeito de 9,79 cm para a caracteristica altura da planta durante a
maturacgao, explicando 36,29% da variacao fenotipica observada.

Por fim, entre os marcadores Satt527 e Sat 099 foram identificados
dois QTLs, sendo que um destes apresentou efeito pleiotropico para as
caracteristicas altura da planta durante a floracdo, data de maturagcao e altura da
planta durante a maturacdo. Este QTL possui um efeito aditivo de 4,04 cm,
explicando 10,93% da variagao fenotipica da altura da planta durante a floracéo,
outro efeito aditivo de 3,59 dias, elucidando 12,72% da variagao fenotipica para data
de maturacdo das linhagens e outro efeito aditivo de 3,59 cm, esclarecendo 17,66%
da variacao fenotipica apresentada para altura da planta durante a maturacao. Outro
QTL encontrado neste intervalo, porém em uma posicdo mais distante, esta
relacionado a caracteristica altura da planta durante a floragdo e contribui com um
efeito aditivo de 2,97cm, explicando cerca de 5,86% da variacdo fenotipica
observada. Para todos os QTLs encontrados, os alelos aditivos que contribuem para
o0 aumento no valor das caracteristicas observadas foram oriundos do parental BRS
231.

Varios QTLs, relacionados a varias caracteristicas de interesse
agrondmico, ja foram identificados nessas regides onde foram detectados QTLs. No
intervalo entre Satt166 e Satt527 foram observados QTLs relacionados
concentragao de proteinas (MANSUR et al., 1996), altura, florescimento, maturagéo
de vagens e periodo reprodutivo (ORF et al., 1999a) e qualidade do 6leo (HYTEN et
al., 2004). Proximos a esta regido, ainda foram descritos QTLs relacionados a
resisténcia ao mofo branco (ARAHANA et al., 2001) e teor de 6leo (FASOULA et al.,
2004).

Ja para o intervalo entre os marcadores Satt527 e Sat 099 ja foram

descritos na literatura QTLs relacionados ao tamanho da semente (HYTEN et al.,
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2004), peso total e rendimento dos gréos (ORF et al.; 1999b), altura, florescimento,
maturagao de vagens e periodo reprodutivo (ORF et al., 1999a), além de QTLs em
resposta ao estresse hidrico (SPECHT et al., 2001).

Para finalizar, entre os marcadores Sat 099 e Satt513, foram
identificados QTLs de resisténcia a raga 3 do nematdide do cisto (GUO et al., 2005),
efeito do resfriamento sobre o florescimento (FUNATSUKI et al., 2005), peso de
sementes (ORF et al., 1999a) dureza da semente (Keim et al., 1990), concentracéo
de 6leo e proteinas (HYTEN et al., 2004), periodo de maturacdo (MANSUR et al.,
1996) e periodo reprodutivo (ORF et al., 1999a).

Para o grupo de ligacdo O (cromossomo 10), verificou-se duas
curvas acima do nivel de significancia para data de floracao e altura da planta
durante a floragdo (Figura 7a). Os valores encontravam-se no intervalo entre os
marcadores Satt478 e Satt331. Para data de floragao, ocorreu um aumento de efeito
aditivo de 2,50 dias, vindo este alelo do parental BRS 184. Este valor explica 7,93%
da variagdo fenotipica observada nas linhagens. Ja para Altura da Floracao,
observou-se que os alelos responsaveis pelo efeito aditivo vieram também do
parental BRS 184 e trouxeram um aumento de 2,92 cm, explicando 7,49% da
variagdo fenotipica das linhagens. Devido a alta correlagdo existente entre as
caracteristicas visualizadas, determinou-se de realizar o processo de mapeamento
de multiplas caracteristicas (Figura 7b). Através destas analises, observou-se que os
picos para ambas as caracteristicas encontravam-se praticamente na mesma regiao,
0 que determina que para estas duas caracteristicas, um unico QTL esta atuando
sob efeito pleiotropico.

Quando comparado com o mapa consenso, observou-se que nesta
regidao do grupo de ligacdo foram observados QTLs para outras caracteristicas,
como para resisténcia ao mofo branco (ARAHANA et al., 2001), para altura da planta
(KABELKA et al., 2004), peso de sementes (CSANADI et al., 2001) e concentragao
de proteinas em estudos de tolerancia a seca (SPECHT et al., 2001). Verifica-se ser
uma regido com poucos QTLs identificados, comparados com outras regides ja
descritas.

No grupo de ligagdo M (Cromossomo 7), observou-se um pico acima
do nivel de significancia para as caracteristicas peso de 100 sementes e nivel de

esporulagcdo (Figura 8). Para estas duas caracteristicas, ndo foi possivel realizar
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uma analise via JZMapqtl, pois analises de correlagao a fim de verificar a relacao
entre estas duas caracteristicas nao foram realizadas, pois os experimentos foram
conduzidos de maneira diferente e em locais diferentes. Pelos resultados
observados no grafico, observa-se que para a caracteristica peso de 100 sementes
existem trés QTLs, em intervalos diferentes. Todos os alelos de efeito aditivo
observados nestes QTLs vieram do parental BRS 231. No intervalo correspondente
aos marcadores Satt435 e Satt463, foi identificado um QTL que contribui com 0,43 g

para a caracteristica, explicando 9,92% da variacdo fenotipica visualizada nas

linhagens.
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Figura 7 — Resultados das andlises de busca por QTLs no grupo de ligacdo O (10). O
primeiro grafico representa as analises via Zmapqtl e o segundo as analises via
JZmapqtl. Valores que ultrapassam o nivel de significAncia de LOD = 2,0
demonstram a existéncia de possiveis QTLs significativos para a caracteristica
analisada.
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Ja no intervalo entre as marcas Satt463 e Satt175, observou-se um
QTL que colabora com o aumento de 0,47 g da caracteristica estudada, explicando
11,90% da variagdo fenotipica observada, enquanto que entre os marcadores
Satt175 e Satt308, observou-se um QTL que contribui com 0,45 g, explicando
11,08% da variagao fenotipica observada. Além destes, ainda foi observado um QTL
relacionado ao nivel de esporulagdo do fungo nas linhagens. Observou-se neste
QTL um efeito aditivo no valor de 0,06, que explica 11,68% da variagéo fenotipica
observada. Os alelos aditivos observados para esta caracteristica, assim como
observado nos QTLs de peso de 100 sementes deste grupo de ligagdo, novamente

foram oriundos do parental BRS 231.
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Figura 8 — Resultado das analises via Zmapqtl de busca por QTLs no grupo M (7). Valores
que ultrapassam o nivel de significancia de LOD = 2,0 demonstram a existéncia
de possiveis QTLs significativos para a caracteristica analisada.

Varios QTLs foram relatados neste grupo de ligagao ligados ou n&o
a resisténcia a doencas e pragas. Entre os relacionados a doengas e pragas,
observou-se no mapa consenso a existéncia de QTLs relacionados a resisténcia ao
mofo branco (KIM; DIERS, 2000), a raca 3 do nematdide de cisto (WEBB et al.,
1995) e a insetos (KOMATSU et al., 2005). Aléem destes, foram observados QTLs
relacionados a produgéo e qualidade de sementes (MANSUR et al., 1996; CSANADI
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et al., 2001), concentragédo de acido palmitico (LI et al., 2001), além do periodo de
floragcao (ORF et al., 1999a) e maturagao (MANSUR et al., 1996) da soja.

Por fim, ainda foram identificados mais dois QTLs que encontravam-
se nos grupos de ligacdo | (Cromossomo 20) e N (Cromossomo 3), cada um
contribuindo de maneira diferente para a resisténcia horizontal a doenga (Figura 9).
No grupo | (20), foi possivel identificar um QTL diretamente relacionado a resisténcia
horizontal a doenga. Este QTL encontra-se entre as marcas Satt587 e Satt354 e esta
relacionado a frequéncia de urédias abertas nas folhas. O efeito aditivo para esta
caracteristica observada foi de 4,00% e os alelos, assim como observado no grupo
de ligagao D2, foram originados do parental BRS 184. Este QTL auxilia a explicar
cerca de 28,94% da variagao fenotipica observado nesta caracteristica.

Para esta regido do grupo de ligacédo I, foi observado no mapa
consenso a existéncia de QTLs relacionados a resisténcia a raca 5 do nematdéide de
cisto (QIU et al., 1999), a sindrome da morte subita (IQBAL et al., 2001), além de
QTLs relacionados a caracteristicas agrondmicas como data de maturagao,
producdo, peso de graos, concentragdo de proteinas (NICHOLS et al, 2006;
SEBOLT et al., 2000; DIERS et al., 1992) e relacionados ao florescimento sob agao
do resfriamento (FUNATSUKI et al., 2005).

Além destes, ainda foi identificado no grupo de ligacédo N (3) um QTL
relacionado a altura da planta durante a floragdo. Este QTL encontra-se entre os
marcadores Satt152 e Satt080, e foi o que foi detectado com o menor valor de LOD
(2,05), contribuindo com 3,37 cm, o que representa 7,67% da variagdo fenotipica
observada nas linhagens. Neste caso, os alelos de efeito aditivo foram oriundos do
parental BRS 231. Quando comparada com o mapa consenso da soja, observou-se
que a regidao entre os marcadores Satt152 e Satt080 foram identificados QTLs
relacionados a resisténcia ao mofo branco (ARAHANA et al., 2001), a sindrome da
morte subita (NJITI et al., 2002), a raca 4 do nematdide de cisto (CONCIBIDO et al.,
1997). Além destes, ainda foram observados QTLs relacionados a concentragdo de
proteinas (LEE et al., 1996) e dureza de sementes (KEIM et al., 1990). Ainda sobre
esta regido, foram identificados genes de resisténcia vertical a podriddo da raiz
(WENG et al., 2001) e 3 genes de resisténcia a ferrugem asiatica da soja, sendo 2
deles dominantes (GARCIA et al., 2007; CATELLI et al., 2007b) e 1 recessivo
(GARCIA et al., 2007).
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Figura 9 — Resultado das analises via Zmapqtl de busca por QTLs nos grupos | (20) e N (3).
Valores que ultrapassam o nivel de significAncia de LOD = 2,0 demonstram a
existéncia de possiveis QTLs significativos para a caracteristica analisada.

Foram identificados nesse trabalho, um total de 17 QTLs para
diversas caracteristicas, sob a acao direta da ferrugem asiatica da soja. O resumo
de todos os QTLs encontrados, os grupos de ligagdo correspondentes, assim como
a caracteristica controlada, posicdo que foi identificado e os valores de LOD, efeito
aditivo e porcentagem de variagdo fenotipica podem ser observados na tabela 7.
Estima-se que alguns destes QTLs sejam de extrema importdncia para que as
linhagens apresentem resisténcia horizontal ao patdogeno, sendo necessarias novas
analises em ambientes diferentes, sob condicbes diferentes das apresentadas

durante a conducao deste experimento para confirmacao dos resultados.
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Algumas caracteristicas, como data de floragdo, data de maturagéo
e nivel de esporulacao, ndo foram contrastantes entre os parentais, porém observa-
se que algumas RILs apresentaram valores de médias muito acima ou abaixo doa
média dos pais, porém a distribuicdo das médias ocorreu de maneira uniforme
quando analisada a populacdo total. Este fato é explicado devido ao processo de
segregacao transgressiva que ocorreu entre as linhagens e que foi determinante
para que apresentassem este perfil, pois os alelos que influenciaram nestas
caracteristicas estao dispersos nos pais e as diferentes médias observadas entre as
linhagens foi causada devido ao processo de recombinagao genética entre os alelos
parentais. Portanto, para estas caracteristicas que ocorreu o processo de
segregacgao transgressiva, ambos os parentais contribuiram tanto para a diminuigao
como para o aumento do efeito observado dos QTLs.

Além disto, vale ressaltar que para a caracteristica data de
maturag¢ao, novas analises fenotipicas deverao ser realizadas a fim de confirmar a
existéncia dos efeitos dos QTLs identificados sobre elas. Com os problemas
relatados e diagnosticados pelo teste de normalidade, abre-se a possibilidade de
alguns dos valores de LOD identificados possam ser menores do que os observados
nesta analise preliminar. Portanto, para confirmar os resultados observados para
esta caracteristica, € necessario realizar uma nova avaliagdo sobre a caracteristica.

Os grupos de Ligacdo G e J s&o conhecidos na literatura pela
existéncia de genes verticais relacionados a resisténcia a ferrugem asiatica da soja
(HYTEN et al., 2007; SILVA et al., 2008), além de QTLs de resisténcia a outras
doengas (PATZOLDT et al.,, 2005; GLOVER et al., 2004; YUE et al., 2001;
ARAHANA et al., 2001; MEKSEM et al., 1999; CONCIBIDO et al., 1996). Esperava-
se que nestes grupos de ligacdo fossem identificados QTLs que pudessem ser
relacionados a ferrugem asiatica da soja. Existem algumas hipdteses que podem
explicar a auséncia de QTLs para estes dois grupos de ligagdo. Uma das hipéteses
esta relacionada a falta de saturacado de algumas regides dos grupos de ligacao,
como no caso do grupo J, que ainda necessita de uma maior cobertura, visto que a

maioria dos marcadores ficaram concentrados em uma unica regiao.
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Tabela 7 — Resultados obtidos pelas analises realizadas pela ferramenta Eqtl do
programa QTL Cartographer.

Grupo de Ligacao Intervalo Caracteristica  Posicdo (cM) LOD Efeitoa R*%
c2 T-Satt134 Data Floragao 2,0 6,39 2.64 15,63%
Altura Floragao 3,M 8,02 8.36 19,08%
Data Maturagao 3.0 16,37 5,89 34,27%
Altura Maturagao 1,01 9,13 6,71 17.47%
Peso Total 2,0 7.27 215 20,81%
Paso 100 0,0 3,86 -0,50 7.51%
Saft134-5at_312 Data Maturagéo 8.92 2,60 3,74 6,879%
Satt708-Sattd79 Paso 100 47 .92 2,06 0,37 4,100
F Satt325-W1 Data Maturagio 13,01 2,17 -2,39 5,63%
Peso Total 13,01 2,19 1,40 8,76%

| SatthB7-Satt354  Fregléncia de i

Urédias Abertas 7.0 2,78 4,00  28,949%
L Satt166-Satth27  Namero de Nos 8510 3,30 0,95 11,24%

Altura Maturagao 89,10 4,87 7,04 14,26%:

Safth27-5at_099 Altura Maturagao 98,78 13,49 8,79 36,29%
Sat_099-Satt513  Altura Floragdo 102,78 2.97 2.97 5,86%
Altura Floragao 118,04 2,57 4,04 10,93%

Altura Maturagdo 118,04 3,09 7.21 17 ,66%

Data Maturagio 120,04 2,97 3,59 12,72%

M Satt435-Satt463 Peso 100 7,0 4,63 0,43 9,92%
Satt4B83-Satt175 Peso 100 14,72 548 0,47 11,90%
Satt175-5att308 Mivel de 20,20 2,64 0,086 11,68%

Esporulagio
Peso 100 24,20 5,32 0,45 11,08%
Satt152-5att0B0  Altura Floragéao 14,01 2,05 3,37 7,B7%
0 Sattd78-5att331 Data Floragao 29,01 2,50 -1,25 7,93%
Altura Floragao 28,01 2,92 -3,33 7,49%

Existem poucos estudos voltados para mapeamento de QTLs que
possam influenciar a resisténcia horizontal a ferrugem asiatica da soja, o que tornam
mais promissores ainda os dados obtidos. No entanto, esses resultados necessitam
ser validados e confirmados através da avaliagdo da populacdo em diferentes
ambientes. Além disso, uma maior saturacdo do mapa genético € necessaria, visto
que o espacamento entre os marcadores € relativamente alto, o que pode ter
dificultado a visualizagao de outros QTLs presentes nessas regioes, e também para
localizar mais precisamente os QTLs identificados, visando trabalhos futuros de

clonagem génica e também de selec&o assistida por marcadores.
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ANEXO A - Valores de médias, variadncia e nota do teste de Scott-Knott realizado pelo programa Genes para cada
caracteristica estudada
Trat |cF Fﬁ’g::;‘] Fft;lrt;(;gu Data Maturagao M;‘:}:‘;ga o | NNerode | pesoTotal | Pesoded00 | Severidade
Flm|] m N g m N o m N o2 m N o m N o m N o m N o m N o
RIL 1|B|548 d 77830 a 4223|1420 a 147 [ 1154 b 234623| 143 ¢ 83| 740 ¢ 510| 7,40 e 030]30,0 a 189,00
RIL 2|R|484 f 08| 470 d 1562|1140 4 98 | 714 d 233|130 d 15| 740 ¢ 1540|830 d 090|238 b 81,60
RIL 3|R|496 f 08630 ¢ 347|1130 4 08 | 836 d 323|152 ¢ 221360 b 6520| 870 d 120|227 b 930
RIL 4|R|5%66 d 13|740 b 1038|1310 b 2003| 946 ¢ 338|136 c 8B 780 ¢ 27,001 7,00 e 040|190 b 44,00
RIL 5|R|586 ¢ 573|870 a 183311370 a 1423|1176 a 3383|146 ¢ 20B8] 580 ¢ 420 7.00 e 0B0[185 b 1970
RIL 6| R|583 ¢ 231800 b 16 |1350 b 810 ]| 1278 a 3509|143 c 176] 750 ¢ 5220| 7.00 e 0201225 b 97,70
RIL 7B |52 e 107620 ¢ 767 |1140 d 152 7896 d 543|130 d 35129 b 590 | 980 c 180|274 a 88,80
RIL a8|B|498 f 07570 d 37,7 |1160 d 147 ]| 806 d 478|136 c 13| 850 ¢ 17.80| 840 d 040|238 b 5890
RIL 9| R|528 e 12670 ¢ 182811130 4 028 880 d 110|142 ¢ 27 |1080 b 1680 920 d 030|116 c 47,30
RIL 10|R |66 d 53| 77,0 b 1050|1280 ¢ 1532] 894 ¢ 3233|138 ¢ 77| 730 ¢ 270|870 d 040|154 ¢ 18,80
RIL 11| R |484 f 18550 d 2680|1140 d 120]| 970 ¢ 785|162 ¢ 37 |1920 a 2170|1100 b 060|223 b 128,30
RIL 12| B |78 ¢ 07760 b 157 |1320 b 972 936 ¢ 923|124 d 33| 520 d 580 | 7.00 e 1801178 ¢ 70,20
RIL 13| B |548 d BB7| 57,0 d 40,7 | 1190 ¢ 128 ]| 858 d 742|152 ¢ 47| 960 < 1010| 980 ¢ 060|150 ¢ 83,00
RIL 14| R |51,0 & 115) 580 ¢ 628 |1150 d 128 ]| &0 d 330|146 ¢ 68 |1150 b 3020] 910 d 110184 b 32,30
RIL 15| B |548 d 27780 b G585 |1190 ¢ 160 995 ¢ 570|173 b 16| 740 ¢ 810 | 960 ¢ 030|226 b 91,30
RIL 16| R |514 & 28620 ¢ 113,3)1180 d 190 ]| 845 d 4205|115 d 405] 430 d 7,30 |1060 b 0001235 b 263,00
RIL 17|R |546 d 381710 b 6823|1180 d 78] 932 ¢ 217|162 ¢ 27| 980 ¢ 1410| 890 d 030|120 ¢ 4550
RIL 18| R |490 f 85 |51,0 d 190]|1140 d 156| 835 d 190,3| 143 ¢ 10,3]11,30 b 24,20| 960 ¢ 000|174 c 78,30
RIL 19| R |56 d 13 |750 b 308 |1440 a 123 | 1195 a 109,7| 163 c 66| 950 ¢ 23,20| 8,00 e 190|198 b 63,20
RIL 20| B |546 d 23|720 b 2648|1200 ¢ 1152|1232 a 472|230 a 40| 940 ¢ 920|850 d 020|278 a 154,90
RIL 24| R |538 e 22| 690 ¢ 128 | 1170 d 160 | 1020 ¢ 3880)1153 ¢ 53| 440 d 410 . f. |224 b 5330
RIL 22| R |498 f 689|560 d 1397|1130 d 9,0 870 d 987 98 d 16 820 c 1960|1100 b 020]120 c 18,70
RIL 23| B |5%62 d 27|780 b 535|1420 a 147 | 958 ¢ 523| 90 d 11,31 090 d 0,20 ) f ) 12,6 c 68,30
RIL 24| R |528 e 471640 ¢ 7081160 d 147 V92 d 377|116 d 93| 660 c 2000|1040 c 3201104 c 7530
RIL 25| R |490 f 20660 c 4483|1140 d 166 | 775 d 1050|120 d 07| 800 < 10,30| 890 d 130|235 b 183,00

Trat, RILs ou Parentais; F, RIL utilizadas; CF, coloragéo da flor; R, flor roxa; B, flor branca;

teste de Scott-Knott; 02, variancia da caracteristica estudada.

3

, média da caracteristica estudada; N, nota atribuida pelo
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Data de

Altura

Altura

Numero de

Severidade

Trat |CF Floracao Floracao Data Maturacao Maturacao NoOS Peso Total Peso de 100
Flm|m N o m N o m N o° m N g° m N o m N o m N o m N o

RIL 26) B |598 ¢ 227|830 a 1857|1350 b 1663|1270 a 80 |180 b 180 | 520 d 360|670 e 050]310 a 2,00
RIL 27| B |495 f 11,7] 56,0 d 188,0|1120 4 1,3 |1000 ¢ 3040|123 d4 23 [14,00 b 5380|1090 b 170]| 3.0 c 4,00
RIL 28| B |55.4 d 98720 b 108,7|121,0 ¢ 00 903 ¢ 309 |160 ¢ 07 | 460 44 440] 930 d 020|158 c 5230
RIL 29] R |528 & 63 |67V.0 ¢ 6623|1180 4 213 |1267 a 1333|190 b 90 | 690 ¢ 2%20]880 d 050|165 c 8,70
RIL 30| R |548 d 152] 750 b 6668|1180 d 1352 858 d 472 |16 d 183 | 470 d 2750|840 4 010|318 a 12830
RIL M| B |54 d 731780 b 243 |1160 4 147 |1188 a 89 |220 a 60 |660 c 770940 ¢ 010216 b 50,30
RIL 32] B |&57.5 ¢ 230) 820 a 131,0]126,0 ¢ 2830|1267 a 1333|143 ¢ 303 | 800 c 1310]10,30 ¢ 140|108 c 3830
RIL 33| R |496 f B3)57.0 d 1135|1160 4 232 | 872 d 227|146 ¢ 53 | 860 c 1950|940 d 170|160 c 134,00
RIL 24| B |835 b 197] 950 a 1737|1410 a 123 |1168 a 1216|125 d 63 | 4560 d 950730 e 010307 a 3430
RIL 35| R |553 d 49840 a 5683|1410 a 123 |1260 a 3080|113 4 36 | 380 d 080 . f . 227 b 41,30
RIL 36| B |50,7 & 63620 ¢ 163001120 4 13 |1007 ¢ 263 |153 ¢ 53 1250 b 4830|8580 d 0201313 a 40230
RIL 37| R |586 ¢ 281830 a 307 |140,0 a 948 |1088 b 1547|130 4 25 1,30 d 1,50 f 52 ¢ 14,70
RIL 38| B |V7.5 a 1,0 11010 a 323 |1440 a 16,2 | 947 ¢ 3863|193 4 23 | 0560 4 0,00 . f . 39,0 a 48,00
RIL 39| B |575 ¢ 831760 b 6523|1150 4 16,0 1020 ¢ 220 |165 b 1,0 | 660 c 11,70] 970 ¢ 000|125 c &7.,00
RIL 40| B |483 f 03400 d 1,7 |1140 d 156 | 685 d 230 |15 d 30 [10,90 b 1300| 880 d 070|190 b 18,00
RIL H) R |520 & 140] 640 c 2149|1150 4 122 |1018 ¢ 3008|170 b 60 |1550 a 234001000 ¢ 080|165 c 41,00
RIL 42\ R |57 ¢ 13|76.0 b 363 |143,0 a 245 |1010 ¢ 500 |95 d 245 | 240 d 7,20 . f . 195 b 60,50
RIL 43) R |533 & 23| 630 c 1583|1150 d4 163 | 820 d4 130|120 d 7.0 |1040 b 140001100 b 080|320 a 7500
RIL 44| B |542 d 152|780 b 9373|1230 ¢ 1229|865 d 810|128 d 176 [ 930 c 800|750 e 040|224 b 2030
RIL 45] R |57.3 ¢ B3 ) 87.0 a 703 |1210 c ) 1250 a ) 230 a . . d . . f . 50 ¢ 7,00
RIL 46] B |514 e 131620 ¢ 987 |1140 4 120 |1002 c 437 |148 ¢ 67 | 750 c 1040] 970 ¢ 080|194 b 6530
RIL 47| R |56.8 ¢ 07 1790 b 148 1350 b 1632|1240 a 720 |150 ¢ 260 | 500 dAd4 170|740 e 030|230 b 117,00
RIL 48| B |476 f 08]590 ¢ 248 |1120 d 1,2 952 ¢ 877 |148 ¢ 32 |23,10 a 5660|1080 b 050|175 c 17,00
RIL 49| B |564 d 131810 b 457 |1270 ¢ 1308|1350 a 4750|198 a 278 | 340 d 250770 e 0001]238 b 41,80
RIL 50| B |56 d 231760 b 65 |1410 a 163 | 037 ¢ 1223|113 d 13 |1260 b 090 840 4 000 (37,2 a 401,30

Trat, RILs ou Parentais; F, RIL utilizadas; CF, coloragao da flor; R, flor roxa; B, flor branca; m, média da caracteristica estudada; N, nota atribuida pelo
teste de Scott-Knott; o?, variancia da caracteristica estudada.
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Data de

Altura

Altura

Mumero de

Trat |CF Floracao Floracao Data Maturacao Maturacao Nos Peso Total Peso de 100 Severidade
Elm|m N o m N o m N o m N o m N of m N o m N o m N ot
RIL 5] R |512 & 321610 ¢ 6281160 d 116 935 ¢ 323 | 135 ¢ 150|770 ¢ 387011040 ¢ 1,60|146 c 37,80
RIL 52| B |20 ¢ 301630 ¢ 6731190 ¢ 122|926 ¢ 368 | 146 ¢ 831560 a 3210|1110 b 080|206 b 123,80
RIL 52| R |514 & 83620 ¢ 149311270 ¢ 2722[1058 b 1112|156 ¢ 143|990 ¢ 35701 940 d 1600196 b 84,80
RIL 54| R |66 4 7,2 |760 b 2388|1220 ¢ 150,3]11220 a B8B0 | 198 a 223|460 d 440 | 900 d 080|180 ¢ 79,50
RIL 55| B |520 501660 ¢ 91,3 |1150 4 102 830 d 425 | 150 ¢ 101270 b 1630 990 ¢ 060] 6,2 c 29,20
RIL 56| R |404 f 72|50 d 700]1160 d4 90 | 954 ¢ 1223|140 ¢ B5[|1680 a 3,40 [10,70 b 000|247 b 188,30
RIL 57| R |554 d 28 |780 b 4131220 ¢ 179,8]1032 b 40,7 | 158 ¢ 12| 580 c 1480 880 d 010|200 b 283,30
RIL 58] B |515 & 97560 d 61,7 |1170 4 213|783 d 843 | 135 ¢ 30840 ¢ 23601 980 c 1,00]1240 b 12,00
RIL 59| R |506 = 108 550 d 10081130 44 1,0 | 958 ¢ 1056|153 ¢ 163|270 d 0,50 ) f . 187 b 220,30
RIL 60| B |490 f 70590 ¢ 8097|1140 d 1381034 b 2078|134 c B3| 820 c 2490|1020 c 020|166 c 54,80
RIL e1|R |476 f 08| 490 d 2235|1130 4 10 | 803 d 2309 |133 ¢ 091450 b 400 |11,90 a 020]13,0 c 283,00
RIL 62] B |24 & 981670 ¢ 100301150 d 102 938 ¢ 142 | 13,2 d 1152|1000 ¢ 12401 810 e 260|255 b 4570
RIL 63| B |494 f 03| 540 d 62 |1130 d4 48 | 992 ¢ 167 | 168 b 521480 a 3570 | 970 c 070|118 c 198,70
RIL 64| B |474 f 28| 510 d 2387|1150 d 132|920 ¢ 965 | 146 c 23312680 b 53,00 | 940 d 020010,0 c 13450
RIL 65| B |494 f 08|50 d 2338|1150 4 123 |1058 b 2889|165 b 097|710 ¢ 1720 | 910 d 020012323 b 218,90
RIL é6| B |542 d 03| 6880 ¢ 40 |1130 4 00 | 995 ¢ 05 185 ¢ 05730 ¢ 1,00 | 830 d 080 7.5 ¢ 450
RIL 67| B |530 ¢ 451630 ¢ 6921130 4 00 | 882 d 482 |150 ¢ 151550 a 103,20110,00 ¢ 160|116 c 37,30
RIL 68| B |538 e 27| 750 b 452 |1240 ¢ 1578]1302 a 1106,2] 21,0 a 235|480 d4d 16560 970 ¢ 0,20]250 b 79,50
RIL 69| R |564 d 58| 760 b BB7|1420 a 1147|1134 b 2693|140 ¢ B85 610 ¢ 1340 )| 890 d 020]168 ¢ 38,30
RIL 70| B |546 d 233|750 b B92]|1260 ¢ 810|973 ¢ 93 153 ¢ 83 [|1110 b 257,90 ) f . |252 b 87,70
RIL 71| B |63 4 231850 a 287 |1300 b 121011310 a 25731183 b 589|760 ¢ 261011 930 d 020]11,5 c 11500
RIL 721 R |57.0 ¢ 65720 b 147711170 4 823 |[1134 b 208 | 184 b 381|960 c 480 [11,20 b 1,201 90 ¢ 62,00
RIL 72| R |40 4 55| 680 ¢ 3001190 ¢ 1348]1042 b 1492 ] 1680 ¢ 135|450 d 1850 . f . |280 a 8270
RIL 74] R |592 c 107 &0 a 158201390 a 00 | M177 a 893 | 11,3 d 93380 4 145011 910 d 450|628 c 1,60
RIL 75| B |548 d 07| 740 b 2347|1190 ¢ 1491088 b 1476|203 a 238|560 d 2180 770 e 020|104 ¢ 8780
Trat, RILs ou Parentais; F, RIL utilizadas; CF, coloracao da flor; R, flor roxa; B, flor branca; m, média da caracteristica estudada; N, nota atribuida pelo

teste de Scott-Knott; 02, variancia da caracteristica estudada.
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Data de

Altura

Altura

Numero de

Trat |CF Floracao Floracao Data Maturacao Maturacao NoS Peso Total Peso de 100 Severidade
Flm|m N 2| m N o | m N o m N o° m N o] m N o | m N o*|m N o°

RIL 76 | R |488 f 22| 620 ¢ 4203|1130 4 00 | 836 d 733 | 144 ¢ 181220 b 1040|1120 b 050| 98 c 1570
RIL 77| R|545 d 03| 640 ¢ 2867|1170 d 213|873 d 249 | 148 ¢ 23 |1280 b 4310|790 e 280| 95 c 72,30
RIL 78| B|544 d 28| 750 b 97 | 1190 ¢ 122|998 ¢ 322 | 138 ¢ 37 |1660 a 3160] 970 c 1,00010,2 c 9470
RIL 79| B |516 ¢ 33| 660 ¢ M3 1170 d 142|854 d 38 |146 ¢ 53| 880 c 4200) 900 d 050|122 c 79,70
RIL 80| B |504 11,3 6800 ¢ 1137|1160 d 232 | &4 d 2508|142 ¢ 22 |1730 a 71601070 b 400| 7,3 < 20,30
RIL 4| B |575 ¢ 37| 780 b 69 | 1180 d 190 |1027 b 3293|167 b 20,3 510 d 020 7,20 = 030|178 ¢ 3760
RIL 82| R |572 ¢ 10,2] 840 a 8031210 ¢ 1128|1320 a 700 | 208 a 16| 450 d 1040) 8,00 = 1,10]10,2 ¢ 153,70
RIL 83| B|572 ¢ 67820 a 187 | 1410 a 123 |1218 a 469 | 165 b 97 |1290 b 3470] 930 d 030] 52 ¢ 420
RIL 84| B|550 d 10690 b 1143|1130 d . 112,0 b . 190 b . .ood o . f . |185 b 0,50
RIL 85| R|538 ¢ 02|670 ¢ 37| 1170 d 160 | 87,2 d 652 | 150 ¢ 251070 b 850 | 910 d 230|116 c 47,30
RIL 86| R|516 & 23| 830 ¢ 2907|1150 d 128 |1006 ¢ 368 |178 b 621990 a 7480)10,00 ¢ 110 64 c 5480
RIL 87| B |528 ¢ 77| 680 b 497 | 1170 d 163 | 83,7 d 123 |127 d 631850 a 9840| 880 d 100|104 c 60,30
RIL 88| R |480 f 20| 540 d 353 | 1170 d 1468| 928 ¢ 857 |136 ¢ 781550 a 3240] 990 c 240| 84 c 3830
RIL 89| B|546 d 08| 720 b 5521230 ¢ 920 | 90 ¢ 130 | 162 c 37 |1080 b 1270 6,80 e 050|186 b 74,80
RIL 90| B |496 f 93| 520 d 953 | 1150 d 183 | 82 d 3192|124 d 13,3|1820 a 51,10|11,00 b 040|11,8 c 116,20
RIL 91| B |580 c 180|900 a 4031280 c 2253|1255 a 1817|220 a 19,0|1500 a 790 | 890 d 010|218 b 23830
RIL 92| R|492 f 02| 470 d 72 |1160 d 147|654 d 223 |116 d 33 |1020 b 4750| 990 ¢ 080|283 a 133,30
RIL 93| R|572 ¢ 52800 b 6821430 a 163 | 918 ¢ 31409150 ¢ 180|360 d 090|710 e 020|775 c 2500
RIL 94| R |668 b 416|960 a 647 | 1410 a 123 |1073 b 1743 | 140 c 140|360 d 270|750 e 000|263 a 5630
RIL 95| B |594 ¢ 10,8] 840 a 7521430 a 1683|1185 a 4350|135 ¢ 13,7| 510 d 930 650 e 020]128 c 14420
RIL 96 | R|540 d 20| 760 b 1172|1140 d 40 | 923 ¢ 1616|145 ¢ 17| 460 d 450|800 e 2,00| 98 c 54,90
RIL 97 | R|552 d 22| 750 b 257 | 1170 d 160 | 902 ¢ 562 | 152 ¢ 22| 660 c 1340|830 d 1,10|17,3 ¢ 307,60
RIL 98| R |560 d 705] 80,0 b &5745] 1220 ¢ 1503|1225 a 71,0 | 175 b 17,0] 510 d 1290| 880 d 290|295 a 214,30
RIL 99| B |573 ¢ 69| 750 b 2469|1410 a 123 |1070 b 8730|123 d 223|530 d 2490] 960 ¢ 130|308 a 6430
RIL 100| B [482 f 17 |530 d 4681120 d 12 | 984 ¢ 1943|152 ¢ 22 |1680 a 37,00]10,30 ¢ 1,000330 a 73,00

Trat, RILs ou Parentais; F, RIL utilizadas; CF, coloracao da flor; R, flor roxa; B, flor branca; m, média da caracteristica estudada; N, nota atribuida pelo
teste de Scott-Knott; 02, variancia da caracteristica estudada.
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Trat |CF gg::;; Fft;lrt::;go Data Maturagao M:;l:?ar;ﬁo Nunb'llegg de Peso Total Peso de 100 Severidade

Flm|m N 2| m N o m N o | m N o | m N o] m N o | m N o | m N o
RIL 101| B |526 & 688|650 c 208 |1120 4 13 | 1020 c 6480 115 d 45530 44 180 | 760 e 13,60]20,0 b 8270
RIL 102| B |486 f 323|530 4 1552|1120 4 12| 770 d 620124 d 53 |17.40 a 2340 |10,00 ¢ 050| 60 < 31,00
RIL 102| R |496 f 73| 50,0 4 1053|1130 4 00 | 746 d 1098|128 d 17880 ¢ 1820|1110 b 0080|225 b 73,00
RIL 104| B |522 & 47| 690 ¢ 778 | 1160 d 128 938 ¢ 1002|158 ¢ 52|1270 b 1810|900 4 070|248 b 48,30
RIL 105| B |504 e 323|570 d 3007|1170 4 163 | 1054 b 2233|154 ¢ 982210 a 120,000 920 4 0301305 a 71,00
RIL 106| R |560 4 25| 790 b 33211390 a 00 | 1142 b 2207|138 ¢ 17| 500 44 280 | 910 d 040]194 b 279,30
BIL 107]| B |51.2 e 11,2] 60,0 c 181,2| 1140 d 120 | 982 ¢ 107 | 134 ¢ 481520 a 26,00 |1050 ¢ 1201323 a 98,90
RIL 108| R |544 4 33|70 b 1871150 4 160 990 ¢ 13 |165 b 10| 600 ¢ 690 | 8,30 d 040200 b 2850
RIL 109| R |564 d 238] 780 b 2455|1140 d 98 | 1266 a 4928|188 b 127|420 d 1280|900 d 0,10] 54 ¢ 31,30
BIL 110| B |526 = 848 | 620 c 1873|1230 ¢ 1229 V93 d 1683|120 d 153|580 ¢ 2140|910 4 110 60 ¢ 2530
BIL 11| B 578 ¢c 47| 770 b 2088|1400 a 98 | 1164 a 473|140 ¢ 60730 ¢ 080 | 900 d 350|147 c 86,30
RIL 112| B |550 d 11,5] 780 b 1372|1150 d 180 | 1288 a 4396|193 a 423|380 d 11,80 . f . 96 ¢ 67,80
RIL 113| B |498 f 127|560 d 937 | 1120 4 13 | 908 ¢ 523|140 c 33|580 ¢ 880 |1140 b 020|267 a 1230
RIL 14| B |462 f 17| 430 d 3332|1140 d 138 746 d 4013|126 d 53 |18.00 a 4640 |11,00 b 080233 b 78,90
RIL 15| R |664 d 83| 750 b 4973|1260 c 2328| 1135 b 25101 203 a 93| 790 c 1450|940 ¢ 070196 b 3830
RIL 16| B |66 d 18| 760 b 2033|1150 d 128 | 1114 b 148|208 a 52| 860 c 210 | 7,00 e 030]17.0 c 243,00
RIL 17| R |644 b 128|800 a 10,7 | 1380 a 00 | 1115 b 1183|143 c 43|28 4 220 |680 =« 000] 94 c 3380
RIL 118]| B |528 e 123|670 c 1309|1180 d 147 | 1105 b 810|200 a 47870 ¢ 2000970 ¢ 070|205 a 9770
RIL 19| B |666 d 023 | 820 a 722 |1350 b 648 | 1126 b 983|132 d 478860 ¢ 070 | 7,80 & 020|175 ¢ 91,00
RIL 120| B |600 c &0 890 a 113,0] 1360 b 2803|1027 b 413|153 ¢ 603|800 ¢ 2120|890 4 180188 b 7230
RIL 12| B |542 d 1,7 | 710 b 730|1170 4 213 | 923 ¢ 1663|163 ¢ 1686|1070 b 330 | 920 4 020|114 ¢ 98,30
RIL 122] B |518 e 197|600 c 6548|1180 d 1352| 862 d 4012|158 ¢ 291|530 d 17,70 | 8,40 d 660140 c 90,00
RIL 123 B |518 e 23| 6810 ¢ 83 | 1130 d ; 1050 b . 180 b . . d . . f . 26,0 a 137,00
RIL 124| B |606 c 2281 800 b 1183|1390 a 00 | 1058 b 03 | 128 d 368|380 4d 11860)760 e 010]17.8 ¢ 258,30
RIL 125| B |63,0 b 195]) 91,0 a 1953|1400 a 948 | 992 ¢ 1532|108 d 57| 380 d 1730|800 e 000]124 ¢ 8480

Trat, RILs ou Parentais; F, RIL utilizadas; CF, coloragcao da flor; R, flor roxa; B, flor branca; m, média da caracteristica estudada; N, nota atribuida pelo
teste de Scott-Knott; 02, variancia da caracteristica estudada.
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Data de

Altura

Nﬂn‘nerode

Severidade

Trat |CF Floracsio Altura Floracao | Data Maturacao Maturacio N6s Peso Total Peso de 100
FIm|m N g m N o m N o m N o m N o m N o m N o m N ot
RIL 126] R |518 e 12| 610 ¢ 245 | 1130 d 0,0 B2 d 257|144 ¢ 03] 610 ¢ 2320|1080 b 030|195 B 183,70
RIL 127| R |480 f 20| 540 d 223 ]| 1120 d 1.2 08 d 537|126 d 131480 a 3700|1080 b 080|138 C 10,70
RIL 128| B |483 f 6,3 | 490 d 229 | 1130 d 1,0 855 d 4043|138 ¢ 26.9| 800 c 12520]12,80 a 4610|297 A 76,30
RIL 129| R |628 b 52,3| 8,0 a 2093|1390 a 00 | 1197 a 1403|130 d 30| 220 d 8,00 ) f . 190 B 92,70
RIL 130| B |43 d 43| 640 ¢ 60,7 )| 1180 d 190 &0 d 1390|160 ¢ 101010 b 3850880 4 0001103 C 5290
RIL 131| R |490 f 40600 ¢ 30,7 ]1210 ¢ 1920] 1014 ¢ 2163|176 b 53 |12,00 b 1940|1280 a 19,001 21,0 B 8470
RIL 132| R |578 ¢ 17,7 730 b 7081210 c 00 923 ¢ 133|170 b 10]660 c 760 | 680 0201153 C 84,90
RIL 133| B |536 e 28| 660 c 4921190 ¢ 1489|1133 b 289|205 a 37780 c 180 | 870 d 020|106 C 52480
RIL 134| R |57,2 ¢ 27| 750 b 257 |1340 b 1352 11,2 ¢ 1097|108 d 1371170 d 0,10 ) f . 148 C 44,90
RIL 135] R |&575 c 197 820 a 293 |126,0 ¢ 2253 1130 b 7100 145 ¢ 1197|1160 b 510 | 910 d 070|355 A 4050
RIL 136| R |506 & 53| 610 c 1350|1140 A 138 826 d 643|116 d 53 (11,30 b 59,20 |1240 a 220| 74 C 15480
AIL 137 B |52 d 23730 b 62 |1390 a 00 | 1260 a 2200|133 d 523|750 ¢ 1540940 4 0701200 B 75,00
RIL 138| R |488 f 17| 490 d 3982|1120 4 1.2 w4 d es3 | 108 4 971790 ¢ 2350)]990 ¢ 070|184 B 77,30
RIL 139| R |532 & 92| 720 b 972 | 1270 ¢ 1483|1118 b 843|155 ¢ 431940 c 1220|870 d 030|195 B 83,70
AIL 140| R |470 f 10] 530 d 250] 1120 4 1,3 867 d 43 | 140 ¢ 101670 a 1740)] 970 c 050|385 a 2450
RIL 144| R |522 e &7 | 750 b 1547|1130 d 00 | 1210 a 707|180 b 47| B850 ¢ 18701050 ¢ 040 76 < 57,30
RIL 142| B |600 f 15| 580 d 2327|1140 d 120 850 d 230|140 ¢ 10670 c 1460|920 d 060134 c 191,30
RIL 43| R |463 f 03| 460 d 1,7 | 1130 4 00 | 880 d 1810 150 ¢ 120(13,20 b 40,90 |11,00 b 260|150 c 126,00
RIL 144| B |520 e 25| 670 ¢ 1317|1210 ¢ 1128] 2 ¢ 1412|160 c 21,5|1500 a 2650|1030 ¢ 080|176 c 58,30
RIL 145| B |50,0 f 20| 550 d 4009|1140 d 156| W5 ¢ 577|138 ¢ 16,3|1530 a 2240|1070 b 1,80| 88 c 651,60
RIL 146]| B |505 e 57| 560 d 7101160 4 220 867 d 9731123 d 23710 c 1350|890 d 1,30 |10.8 c 28,90
RIL 47| B |484 f 348|520 d 17,7 |1170 d 1683 | 998 ¢ 5206|143 c 2323|1320 b 1224001220 a 0101183 b 7230
RIL 148] R |63,0 b 16,0] 880 a 1193|1410 a 163 | 1133 b 1103|140 ¢ 70490 d 240 | 640 e 070280 a 6870
RIL 149| B |494 f 73| 550 d 4371130 4 00 M2 d 4021126 d 281440 b 6720 |11,50 b 040|363 a 74,30
RIL 150] B |4968 f 38610 c 1382|1150 d 242| 852 d 4087|155 ¢ 97 |11,10 b 13480011020 ¢ 0801190 b 8470

Trat, RILs ou Parentais; F, RIL utilizadas; CF, coloragéo da flor; R, flor roxa; B, flor branca; m, média da caracteristica estudada; N, nota atribuida pelo
teste de Scott-Knott; 02, variancia da caracteristica estudada.
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Severidade

Trat |CF| Datade Floracdo | Altura Floracdo | Data Maturacdo | Altura Maturacao | Mumero de Nos Peso Total Peso de 100

Flm m N o? m N ot m N o m N gt m N o m N of m N ot m N ot
RIL 51| B| 516 = 18 | 670 ¢ 108 | 125 ¢ 1208 886 ¢ 548 134 ¢ 1,3 16,30 a 36,70 | 1040 ¢ 160 92 ¢ 89,7
RIL 152| R| 4886 f 02 |50 d 83 113 d 08 810 d 50 128 d 1,7 900 ¢ 3850] 0920 d 0OBO| 202 b 91,2
RIL 153| R| 566 d 08 |760 b 582 | 120 ¢ 197 | 1210 a 207 228 a 09 440 d 0,80 . f . 190 b 930
RIL 154| B 583 ¢ 243 1830 a 3543 118 d 173 | 1053 b 1843 | 157 ¢ 83 700 ¢ 980 |1020 ¢ 000])] 163 ¢ 92,3
RIL 155| B | 558 d 32 | 830 a 248 | 122 ¢ 1000 1254 a 3258 | 194 a 288 | 770 ¢ 2380|870 d 1,10] 1756 ¢ ar.7
RIL 56| B| 516 e 423 | 6890 ¢ 7351 113 d 08 1192 a 3527 | 196 a 1323 | 730 ¢ 155011 920 d 100 300 a 163,0
RIL 157|B| 466 f 08 | 400 A 265 | 112 d4 13 847 d 1963 | 140 ¢ 9,0 6,20 ¢ 18,90 . f . 248 b 1209
RIL 158| R| 482 f 87 | 520 d 157.2| 116 d 147 723 d 1069|123 d 23 830 ¢ 2090|1000 ¢ 030)] 220 b 1127
RIL 159\ R 552 d 32 | 710 b 2852 | 128 b 1720 1033 b 1249 | 140 ¢ 340 | 180 d 1,30 . f . 120 ¢ bh,5
RIL 60| R]| 532 e 27 |620 ¢ 28 i1 d4 128 | 10vy4 b 1863 | 178 b 20,7 | 890 ¢ 22401 900 d Q00| 136 ¢ 95,3
RIL 164| R| 61,0 b 47 | 880 a 949 | 138 a 1393 1050 b 1890 | 173 b 583 | 1,00 4 0,90 f 320 a 1260
RIL 62| R]| 513 e 36 | 610 ¢ 1398 122 ¢ 2253 1027 b 5863 13,7 ¢ 83 210 d 1,30 f 148 ¢ 4.9
RIL 63| R| 590 ¢ 85 |80 a 1278137 b &2 | 1112 b 2972 | 118 d 21,7 | 280 d 14,20 f 146 ¢ 69,8
BRS
184 R| 502 3,7 | 59,0 744 | 1156 24,0 81,0 20,3 13,5 3,0 1,27 23,80 | 9,50 0e0 | 21,2 116,56
BRS
231 B| 532 6,3 | 68,0 B850 | 120 1025]| 111,56 1747 | 17,9 15,7 | 8,46 28,50 | 8,40 040 | 131 841
Total - | 8867,8 - 1213,5|11321 - 1310520075 - 7500,1|164326 - 27615.2|2471,3 - 1501.3|1438,5 - 3808.0|1331,5 - 197.7|29566 - 134645
Meadia - | 537 - 1058 69 - 6710,2] 122 - 4747,8] 996 - B2067.5| 150 - 4098| 89 - 9499 | 92 - 184 | 17,9 - 43463

Trat, RILs ou Parentais; F, RIL utilizadas; CF, coloragédo da flor; R, flor roxa; B, flor branca; m, média da caracteristica estudada; N, nota atribuida pelo
teste de Scott-Knott; 02, variancia da caracteristica estudada.
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ANEXO B — Protocolos

EXTRAGAO DE DNA DE PLANTAS

* Colocar os tubos contendo as esferas metalicas e as folhas em
contato com N2 liquido em tritura-los em vortex

» Adicionar 900 ul de tampéo de extracdo na amostra;

* Incubar a 65 ° C por 60 minutos, agitando de vez em quando (cada
15 minutos);

* Resfriar e centrifugar a 2940 x g por minutos por 10 minutos.
Tranferir a fase aquosa (superior) para outro tubo;

» Adicionar 900 ul de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e agitar por
suves inversdes por cerca de 10 minutos

* Centrifugar a 2940 x g por 10 minutos e transferir a fase superior
para outro tubo;

» Repetir os dois passos anteriores

* Precipitar os acidos nucléicos pela adicao de isopropanol gelado
(2/3 do volume);

 Misturar por suaves inversdes até os acidos nucléicos tornarem-se
visiveis e deixar over night a 4° C ou 2 horas a -20° C;

» Centrifugar a velocidade maxima por 10 minutos.

* Descartar o sobrenadante e adicionar 900 pl de etanol 90%.
Ressuspender o sedimento (pellet). Se necessario, pode-se
aquecer a 65 C por 5 minutos para ajudar a ressuspensao.

+ Adicionar RNAse A, na concentracao final de 40 pg/ml e incubar a
37° C por pelo menos 30 minutos.

* Centrifugar a velocidade maxima por 10 minutos.

* Descartar o sobrenadante e adicionar 500 pl de etanol 70 %.
Centrifugar novamente por 5 minutos, descartar o sobrenadante e
secar o pellet (o pellet pode ser seco a vacuo ou deixar o tubo
invertido sobre a bancada por cerca de 2 horas);

» Ressuspender o pellet em 30 ul de TE pH 8,0.
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QUANTIFICAGAO DO DNA

* O DNA pode ser quantificado com o uso de espectrofotdmetro.
Devem ser feitas leituras em comprimentos de onda de 260 nm. Uma unidade de
densidade optica (DO) corresponde a 50 ug/pl de DNA. A amostra de DNA deve ser
diluida para se fazer a leitura, sendo que o ideal é que a absorbancia fique entre 0,2

e 1.

Concentragao de DNA (ng/ul) = DOy x Fator de Diluigdo x 50 ug/ul

 Para verificar a pureza do DNA, deve ser feita também a leitura a
280 nm. A relacdo entre as leituras 260/280 nos da uma indicacdo da pureza do
DNA

Relagéo 260/280 = D0260/D028o

» Se a razao ficar entre 1,8 e 2,0 a absorcao é provavelmente devido
aos acidos nucléicos. Uma razdo menor que 1,8 indica que pode haver proteinas
e/ou outras moléculas absorventes de UV na amostra. Uma razao superior a 2,0
indica que a amostra pode estar contaminada com cloroférimo ou fenol, e deve ser

reprecipitado com etanol.
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GEL DE AGAROSE 0,8%

* Fundir a agarose no microondas. Esfriar até que suporte a
temperatura na parte interna do antebraco;

» Adicionar 25 ul brometo de etidio 1 mg/mL). Despejar na cuba,
colocar os pentes e esperar a completa solidificagdo para

aplicacao das amostras
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CONDIGOES PARA AMPLIFICAGAO MICROSSATELITE

Mix Volume para 1 reacao [Final]
Agua MilliQ® 3,00 pl
Tampao 10 X 1,00 pl 1X
MgClz (50 mM) 0,30 pl 50 mM/pl
dNTP's (2,5 mM) 0,52 pl 2,5 mM
Primer F (2 uM) 1,00 pl 2 uMm
Primer R (2 pM}) 1,00 pll 2 uM
Tag 5U/ul) 0,20 pl 1U
DNA (10 ng/ul) 3,00 ul 30 ng

Montar o mix multiplicando o volume de cada componente pelo

numero total de reagbes mais uma, o volume final de cada reagcdo € de 10 pl.

quando o experimento envolve a analise de varios individuos com 0 mesmo primer,

o primer é adicionado no mix. Se por outro lado a analise envolve poucos individuos

com muitos primers, o DNA ¢ incluido no mix. O componente que nao for adicionado

ao mix sera adicionado separadamente em cada tubo antes da adi¢ao do mix. Apés

adicdo do mix os tubos séo fechados e levados para termociclador.

94 °C -
94 °C -
50 °C -
72 °C -
72 °C -

455[:_

5 minutos
40 segundos
40 segundos
40 segundos
1 minuto
forever

=

—

35 ciclos
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GEL DE POLIACRILAMIDA 10%

Componentes Volume Final
Running Gel
Acrilamida-Bis (29:1) 8.9 mL
Agua destilada 3.3mL
1,5 Tris-Hel 4,2 mL
Persulfato de Amonio 10% 63,8
TEMED 15,8 ul
Stacking Gel
Acrilamida-Bis (29:1) 0,60 mL
Agua destilada 2,04 mL
1,5 Tris-Hcl 0,98 mL
Persulfato de Amaonio 30,00 ul
TEMED 4,00 pl

Obs: Usar luvas na preparagao do gel.

Prepara primeiramente o Running Gel e apds sua solidificagéo,

preparar o Stacking Gel.
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ANEXO C - Solucdes

Tampao de Extragao

Componentes Concentracao final Volume Final (10ml)
CTAB 5% 1% 2,0 mL
NaCl 5M 1.4 M 2,8 mL
Tris-HCI 1M pH 8,0 100 mM 1,0 mL
EDTAO5M 20 mM 0,4 mL
Mercaptoetanol 0,1% 0,01 mL
Agua destilada 3,7 mL

Obs: 0 mercaptoetanol deve ser adicionado somente no momento do uso do tampao

TE pH 8,0

10 mM Tris-HCI pH 8,0 (500 pl Tris-HCI 1M pH 8,0)
« 1mMEDTA pH 8,0 (100 pul EDTA 0,5 pH 8,0)
+ Completar com agua MilliQ® para 50 mi

Tampao para RNAse A

* 10 mM Tris-HCI pH 7,5
* 15 mM NaCl

SB (50x)

« 0,5MNaOH - 20g
« Agua destilada — 700 ml
» Ajustar o pH para 8,5 com acido boérico

« Completar o volume para 1 |
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Tampao de Amostra — 40% sacarose

* 4 g sacarose
* 0,025 g de azul de bromofenol
« Solubilizar a sacarose em 10 mL de agua destilada. Acrescentar

o azul de bromofenol e agitar. Manter em geladeira.

Solugao de Brometo de Etidio 10 mg/mL (Estoque)

* 0,1 g de brometo de Etidio
* 10 ml de agua destilada

* Armazenar em local escuro e manipular com luvas

Tampao de Reagao 10X

100 mM Tris-HCI pH 8,3 (100 pl tris-HCL 1M pH 8,3)
* 500 mM Cloreto de Potassio (500 pl KCI 1 M)
* 400 pl agua MilliQ®

Cloreto de Magnésio 50 mM

dNTP’s 2,5 mM

- 50 ul MgCl, 1M
. 950 agua MilliQ®

» 25 ul de cada nucleotideo
* 900 ul agua MilliQ®

Solugao de acrilamida 40% (29:1)

* Solugéo 40% - 40 g de acrilamida + bis-acrilamida em 100 mL de

agua
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Em 40 g adicionar 29 parte de acrilamida e 1 parte de bis-
acrilamida:

36,67 g de acrilamida

1,33 g de bis-acrilamida

Em um Becker, pesar a acrilamida e a bis-acrilamida, adicionar
50 mL de agua destilada, colocar no agitador com aquecimento
para dissolver. Em um Baldo volumétrico, completar com o

volume para 100 mL com agua destilada.

Solugéao de persulfato de aménio 10%

0,15 g de persulfato de aménio
1,5 mL de agua destilada

Solugdo de Brometo de Etidio para corar gel (1mg/ml)

Usar 0,01% de brometo de etidio para a quantidade de gel
utilizado
Gel de 250 ml 25 ul de brometo de etidio



