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X1V

AVALIACAO DA BASE GENETICA DE GENOTIPOS DE SOJA RESISTENTES
AO NEMATOIDE DE CISTO (RACA 3) POR MARCADORES
MICROSSATELITES

RESUMO - O presente trabalho objetivou a avaliacdo da divergéncia
genética entre linhagens e cultivares de soja com resisténcia ao nematoide de
cisto (NCS) através de marcadores moleculares do tipo microssatélite, a fim de
identificar genotipos similares e grupos heterogéneos. Foram utilizadas 30
cultivares de soja e 10 gendtipos em geracdo F8, todos resistentes ao NCS. As
andlises foram realizadas com 12 iniciadores, a saber: Satt185, Satt308, Satt187,
Satt070, Satt009, Satt129, Satt154, Satt152, Satt175, Satt045, Satt162 e Satt163.
As andlises de dissimilaridade foram realizadas através do complemento dos
coeficientes de Coincidéncia Simples e de Rogers e Tanimoto. Os agrupamentos
foram realizados pelos Métodos de Otimizagéo de Tocher, Vizinho mais Proximo,
Vizinho mais Distante, Ward, Ligacdo Média Dentro de Grupo, UPGMA e
WPGMA. Em adigéo, foram feitas as projegdes no plano bi e tridimensional. Os
resultados mostraram coeficientes de dissimilaridade de Coincidéncia Simples e
de Rogers e Tanimoto com médias de 0,36 e 0,5, respectivamente. Foram
observados gendtipos mais semelhantes e grupos mais divergentes, na maioria
das vezes concordando com as respectivas fontes de resisténcia. Os resultados
dos diferentes métodos aglomerativos confirmaram a existéncia de uma estrutura
natural de agrupamento em funcdo da similaridade genética entre os gendtipos.
Entretanto, o emprego de mais de um método de agrupamento pode ser
recomendado devido as diferencas entre as metodologias. Alguns métodos mais
comumente utilizados como o Vizinho Mais Distante, Ward, WPGMA e UPGMA
foram considerados adequados ao agrupamento de gendtipos no presente estudo,
apresentando coincidéncia de resultados, inclusive em relacdo as genealogias dos

gendtipos analisados. As projecoes no plano nao mostraram resultados
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satisfatérios, com elevada distor¢do e estresse. A combinacéo de resultados pode
ser util na escolha de parentais de soja para cruzamentos com fonte de resisténcia

ao NCS, dando continuidade ao Programa de Melhoramento da Soja.
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EVALUATION OF GENETIC BASIS OF SOYBEAN GENOTYPES RESISTANT
TO CYST NEMATODE (RACE 3) BY MICROSATELLITE MARKERS

SUMMARY - The present work aimed the evaluation of the genetic
divergence among soybean lines and cultivars, resistant to cyst nematode (NCS).
Therefore microsatellite molecular markers were used, with the objective of identify
similar genotypes and heterogeneous groups. There were used 30 soybean
cultivars and 10 genotypes in F8 generation, all of them resistant to NCS. The
analyses were made using 20 primers (Satt185, Satt308, Satt187, Satt070,
Satt009, Satt129, Satt154, Satt152, Satt175, Satt045, Satt162 and Satt163). The
dissimilarity analyses were made through the complement of Simple Coincidence
and Rogers and Tanimoto Coefficients. Clusters were performed by the following
methods: Tocher Optimization, Single Linkage, Complete Linkage, Ward, Average
Link Within a Group, UPGMA and WPGMA. In addition, the bi and tridimensional
plan projections were made. The results showed average values of 0,36 and 0,5 in
the Simple Coincidence and Rogers and Tanimoto dissimilarity coefficients,
respectively. Most similar genotypes and most divergent groups were found,
usually according to the respective resistant sources. Results of the different
cluster methods confirmed a group’s structure according to genotypes similarity.
However, the use of many clustering methods should be recommended, because
of their methodology differences. Some of the most used methods, like Complete
Linkage, Ward, WPGMA and UPGMA, were considered adequate for clustering the
genotypes in this case. There were observed coincidence of results confirming the
genotypes genealogies. The plan projections were not satisfactory for these
analyses, showing high distortion and stress. The results combination can be

useful in the parental choice for crosses of Soybean Breeding Programs.



1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) € uma espécie vegetal originaria de clima
temperado, com ampla adaptagdo nos climas subtropicais e tropicais. E considerada
uma das mais importantes leguminosas, que pode crescer em quase todas as latitudes
nas quais as sementes sdo cultivadas, sendo grande geradora de divisas aos paises
produtores (BLACK, 2000).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), os maiores
produtores e exportadores de soja no mundo sdo os Estados Unidos com cerca de 86
milhdes de toneladas, vindo a seguir o Brasil com 58 milhées de toneladas na safra
2006/07 (CONAB, 2007). A produgdo mundial concentra-se entre Estados Unidos,
Brasil, Argentina e China, que respondem por cerca de 90% da producao total (BLACK,
2000). A produtividade média das principais regides produtoras, no Brasil, esta
estimada em 2809 kg/ha, com algumas regides do centro-oeste brasileiro podendo
ultrapassar 3000 kg/ha (CONAB, 2007).

Entretanto, existem fatores que limitam a obtencdo de maiores rendimentos da
soja, entre eles estdo mais de 100 tipos de doencgas e, dentre essas, ao menos 35 sao
de consideravel importancia econémica (YORINORI, 1994).

O nematéide de cisto da soja (NCS), Heterodera glycines, representa um dos
principais problemas da soja no mundo. Tal cultura é hospedeira preferencial deste
patdégeno, que possui sua grande severidade aliada ao numero de racas existentes e
grande potencial para surgimento de outras. No Brasil, na safra 1999/2000, as doengas
da soja foram responsaveis por prejuizos estimados em U$1,39 bilhdo. Desse
montante, o NCS contribuiu com U$133,2 milhdes, com area infestada chegando a 22%
da 4rea total de soja no pais (BOREM, 1997;YORINORI, 2000, 2002).

Os programas de melhoramento genético da soja estdo voltados a criacao de
cultivares mais produtivas, mais estaveis e mais bem adaptadas as diversas regides
ecolbgicas e aos varios sistemas de cultivo existentes no Brasil, incluindo a resisténcia

as possiveis doencas e pragas presentes.



Embora o numero de cultivares disponiveis no Brasil seja grande, a base
genética do germoplasma de soja brasileiro esta extremamente reduzida, aumentando,
dessa forma, a vulnerabilidade para perdas com doencas e pragas (BECELAERE, et al.
2005). BONETTI (1983) estimou que cerca de 70% das cultivares desenvolvidas para o
Rio Grande do Sul, naquela data descendiam das cultivares americanas Hill, Hood ou
ambas. HIROMOTO & VELLO (1986) informaram que todas as cultivares
recomendadas para plantio naquele ano agricola descendiam de 26 cultivares, sendo
que deste total, apenas quatro eram responsaveis por cerca da metade daquele
conjunto génico.

Dessa forma estudos de divergéncia genética e relagbes filogenéticas entre
espécies vegetais de importancia econdmica tém merecido atengdo cada vez maior,
uma vez que prové informagdes sobre recursos genéticos disponiveis e auxilia na
localizacdo e no intercambio desses (CRUZ et al., 2004). Diversas técnicas de biologia
molecular estdo disponiveis atualmente para deteccdo de polimorfismo genético
diretamente ao nivel de DNA, auxiliando na avaliacdo das relagdes genéticas entre
gendtipos. Os marcadores moleculares fornecem um alto grau de polimorfismo
distribuido aleatoriamente ao longo de todo o genoma e, por serem independentes de
efeitos ambientais e estadios fisiologicos das plantas, permitem uma identificacéo
precoce e precisa dos gendtipos de interesse.

Os marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados na caracterizacao
da diversidade genética entre e dentro de gendtipos de uma populacéo, geralmente por
meio da similaridade ou dissimilaridade genética. Nesses trabalhos, os pesquisadores
tém interesse em agrupar os individuos semelhantes, de forma que as maiores
diferengas ocorram entre os grupos formados a fim de caracterizar o germoplasma e,
ainda, na escolha de parentais mais divergentes para realizacdo de cruzamentos no
melhoramento de plantas (CORREA et al., 1999; MUHLEN et al., 2000; PRIOLLI et al.,
2002; MEYER et al., 2004; ARRIEL et al., 2006).

Dentre os marcadores moleculares disponiveis, os microssatélites, ou SSR
(“Simple Sequence Repeat”) tém sido considerados ideais para a caracterizagdo e

avaliacao da variabilidade genética, pois sdo codominantes, multialélicos, reprodutiveis



e amplificados via reagdo de polimerase em cadeia (PCR — “Polymerase Chain
Reaction” - MULLIS & FALOONA, 1987). Com o uso desses marcadores é possivel
identificar o padrdo molecular de genétipos com potencial comercial, facilitando estudos
futuros.

Métodos estatisticos de analise podem ser aplicados para auxiliar em estudos de
divergéncia genética. As matrizes de similaridade, ou distancias entre genoétipos podem
ser calculadas de diversas formas, sendo que diferentes propostas sdo encontradas na
literatura (SNEATH & SOKAL, 1973; JOHNSON & WICHERN, 1988; WEIR, 1996).
Considerando que os resultados dos agrupamentos podem ser influenciados pela
escolha do coeficiente de similaridade (GOWER & LEGENDRE, 1986; JACKSON et al.,
1989; DUARTE et al., 1999), estes coeficientes precisam ser mais bem estudados, de
forma que os mais eficientes em cada situacdo especifica possam ser empregados
(DUARTE et al., 1999).

Visto que a escolha de genitores e o planejamento dos cruzamentos séo etapas
de fundamental importancia para o sucesso de um programa de melhoramento, a
avaliacao da diversidade genética em soja resistente ao NCS se torna Gtil no ambito de
fornecer um padrdo de bandas moleculares que fornecerdo aos melhoristas
informagdes genéticas adicionais e mais detalhadas dos gendtipos, aumentando a
probabilidade de obtencdo de cultivares superiores a serem lancados no mercado
nacional. Dessa forma, o presente trabalho objetivou:

o Estimar coeficientes de similaridade entre gendtipos e cultivares com
resisténcia ao nematoide de cisto da soja (NCS) através de marcadores moleculares do
tipo microssatélite;

o A obtencédo de dendrogramas e agrupamentos dos genoétipos estudados
através de diferentes critérios aglomerativos (hierarquicos e otimizacdo) e projecoes
das distancias no plano, a fim de identificar genétipos similares e grupos heterogéneos;

J Comparar diversos métodos de agrupamentos, a partir de dados
moleculares, identificando o mais adequado para o estudo de divergéncia genética

destes genotipos.



2. REVISAO DE LITERATURA

21. A Soja

A soja é uma leguminosa anual de caule ereto, com grande diversidade quanto
ao ciclo de vida. E uma planta milenar, sendo dificil estabelecer com clareza sua origem
e historia. O centro de origem do grdo parece estar localizado nas partes central e
ocidental da China (SLEPER & SHANNON, 2003), sendo a Manchdria um importante
centro de diversificacdo (origem secundaria) (CARUSO, 1997). HYMOWITZ (1970),
com base em evidéncias histéricas, geogréficas e achados arqueoldgicos, concluiu que
a soja foi domesticada por volta do século Xl a.C. H4 3000 anos a soja se espalhou
pela Asia, onde comecou a ser utilizada como alimento (CARUSO, 1997).

Na Europa esta cultura tornou-se conhecida no século XVII, quando pela
primeira vez foi plantada no Jardim Botanico de Paris. Em 1765, foi introduzida no Norte
da América e Sul dos Estados Unidos, sendo no udltimo, muito utilizada para feno e
forragem verde (COSTA & MANICA, 1996).

No Brasil, a soja foi introduzida na Bahia, em 1882, por Gustavo D’Utra. Da Bahia
foi levada para Sdo Paulo onde se obteve os primeiros resultados experimentais,
relatados em 1892 pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC). No Rio Grande do
Sul, a soja foi cultivada em 1900, mas s6 no final dos anos 40 é que o cultivo comercial
iniciou-se no Rio Grande do Sul e em Sao Paulo (COSTA & MANICA, 1996).

Na década de 60, a cultura se expandiu inicialmente, em latitudes entre 30°S e
20°S, principalmente nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sao
Paulo, e com a identificacdo de cultivares mais bem adaptadas as condigGes
ambientais, os melhoristas passaram a combinar as caracteristicas destas por meio de
hibridacdo (BONETTI, 1983).

A expansdo da cultura para médias e baixas latitudes foi possivel pelo

desenvolvimento de cultivares locais, onde a estratégia de obtencao consistiu no



desenvolvimento de plantas com crescimento determinado, semelhante as utilizadas no
sul dos Estados Unidos, e com altura e ciclo adequados a estas condi¢des (KIIHL et al.,
2000).

Por ser uma das espécies mais cultivadas no Brasil a partir dos anos 70, a soja
ocupa posicao de destaque na economia agricola do pais. No periodo entre 1986 e
2003, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA), em parceria com
outras empresas, listaram mais de 200 cultivares recomendadas para plantio na maioria
das regides sojicolas do Brasil, representando uma maior produ¢do ano apés ano em
funcdo do desenvolvimento de novas cultivares com resisténcia a fatores bidticos e
abidticos (EMBRAPA, 2003).

2.2. Importancia Econémica

A soja tem apresentado, nas Ultimas cinco décadas, uma taxa de crescimento
superior a taxa de crescimento populacional, ocupando lugar de destaque na
alimentacdo humana e animal dos cinco continentes. Atualmente € uma das mais
importantes oleaginosas cultivadas no mundo.

Levantamentos da Companhia Nacional de Abastecimento do Ministério da
Agricultura mostram que de toda area cultivada com graos no pais, a soja ocupa 44,8%,
ou 20,65 milhdes de hectares. A cultura também avanca com muita forca em novas
fronteiras agricolas, o que estabelece perspectivas de continuidade no crescimento
verificado nos dltimos anos. Deve-se ressaltar ainda a importancia da soja no mercado
externo, onde as exportacdes do complexo agroindustrial do grao representam em torno
de 24% das exportagdes do agronegocio brasileiro, e em torno de 10% de nossas
exportagdes totais, segundo estatisticas da CONAB (2007).

Em 2004, o Brasil produziu cerca de 50 milhdes de toneladas de soja, ou 25% da
safra mundial, montante menor que o de 2003, quando o Pais produziu 52 milhdes de

toneladas e participou com quase 27% da safra mundial, estimada em cerca de 200



milhées de toneladas para 2004. Calcula-se que, aproximadamente 10 milhdes de
toneladas, ou 20% da safra brasileira de 2004, tenham sido perdidos devido as
condi¢des climaticas que néo foram favoraveis para o desenvolvimento da cultura e
pela falta de controle da ferrugem asiatica. Na Regidao Sul a perda ocorreu pela
estiagem e, na Regido Centro-Oeste pelo excesso de chuvas, impedindo o
desempenho sustentavel da producao (EMBRAPA, 2004).

No Brasil, a cadeia agroindustrial da soja, gera mais de cinco milhdes de
empregos e participa com pelo menos 16% dos mais de 40% do Produto Interno Bruto
(PIB) brasileiro gerado pela agroindustria (EMBRAPA, 2004). Considerando o PIB de
2005, conforme dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), isso
significa um montante de cerca de R$ 34 bilhdes anuais de ganhos com a cultura.
Esses numeros mostram a importancia econémica da soja para o pais. Além disso,
varios setores da sociedade tém a renda diretamente relacionada aos empregos
gerados pelo complexo de producgao, transporte e comercializacao da soja.

O processamento da soja na industria da origem, inicialmente, a dois produtos de
grande consumo: o farelo e o éleo. O farelo é utilizado principalmente na elaboracao de
racoes, sendo a principal fonte de proteina na nutricao animal. Dos 6leos comestiveis
consumidos no Brasil, 0 consumo do éleo de soja é o mais expressivo, correspondendo
a mais de 90%. A partir deles podem ser feitos dezenas de outros produtos (BLACK,
2000). Na safra 2006/2007, o Brasil produziu 22,8 milhdes de toneladas de farelo de
soja e 5,6 milhdes de toneladas de 6leo de soja (CONAB, 2007).

2.3. Nematoide de Cisto da Soja

O namato6ide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe) é uma das
principais pragas da cultura. Ele penetra nas raizes das plantas de soja ainda jovens,
dificultando a absorcao de agua e nutrientes. Os sintomas na lavoura se caracterizam

pela ocorréncia de manchas em reboleira, onde as plantas se apresentam cloréticas,



com reducgao do porte e do numero de vagens e muitas vezes morrem prematuramente.
O sistema radicular das plantas afetadas fica reduzido e apresenta minusculas fémeas
do nematéide, com formato semelhante a um limao. Inicialmente de coloragéo branca, a
fémea, posteriormente adquire a coloracdo amarelada. Apés ser fertilizada pelo macho,
cada fémea produz de 100 a 250 ovos, armazenando a maior parte delas em seu corpo.
Quando a fémea morre, seu corpo se transforma em uma estrutura dura, de coloragao
marrom escuro, cheia de ovos, altamente resistente a deterioracdo e a dessecacao e
muito leve, denominada cisto, que se desprende da raiz e permanece no solo
(YORINORI, 1994; YORINORI, 1998; EMBRAPA, 1999).

O ciclo de vida varia de 21 a 25 dias, sendo muito influenciado pela temperatura,
entre 23°C e 25°C. Dessa forma, € possivel até seis geragdes do nematdide em um
ciclo de cultivares tardias de soja. O cisto pode sobreviver no solo, na auséncia de
planta hospedeira, por mais de oito anos, sendo quase impossivel eliminar o parasita
nas areas onde ele ocorre (ALMEIDA et al., 1997).

Os ovos no interior do cisto, ja fertilizados, sofrem embriogénese, dando origem
ao juvenil de primeiro estadio (J1). Esse tem sua ecdise, ou troca de cuticula, dentro do
ovo e torna-se o juvenil de segundo estadio (J2), que eclode, migra no solo e invade as
raizes da planta hospedeira. Apds a penetracdo, o J2 induz a modificagdo de um
conjunto de células da soja no local de penetracdo, estabelecendo o sitio de
alimentacdo, os sincitos, que passam a fornecer alimento para o nematdide. O J2
continua a se desenvolver, sofre mais trés ecdises e, finalmente, atinge a fase adulta,
de macho ou fémea. As fémeas aumentam de volume, assumem o formato de lim&o, de
coloracdo branca amalerada e permanecem fixadas a raiz, com o corpo do lado de fora
e a parte anterior internamente nos tecidos radiculares. Os machos tém corpo
alongado, passam para o solo e, apds a fertilizacdo das fémeas, morrem (TAYLOR,
1971; SCHMITT & BARKER, 1985).

A fecundacao cruzada desta espécie de nematdide é a razdo da sua elevada
variabilidade genética, determinando a existéncia de ragas. No Brasil a raga
predominante é a 3, embora as racas 1, 2, 4, 5, 6, 10, 14, 4" e 14" também ja tenham

sido identificadas. As racas 4" e 14" possuem genes adicionais de parasitismo, o que



possibilita a quebra da resisténcia da cultivar Hartwig, anteriormente resistente a todas
as racas do nematoide de cisto (DIAS et al., 1999).

Constatado pela primeira vez no Brasil na safra 1991/92, na regiao do cerrado,
rapidamente atingiu municipios localizados em Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goias, Minas Gerais, Sao Paulo e Rio Grande do Sul. (EMBRAPA, 1999).

A cada safra, verifica-se uma disseminagdo elevada desse nematdide,
principalmente através da intensa movimentacdo de maquinas, implementos agricolas e
veiculos, que carregam solo contaminado aderido. O nematéide também pode ser
disseminado pelo vento, enxurrada, animais e sementes mal beneficiadas, contendo
particulas de solo. Além do uso de gendétipos resistentes, recomenda-se a semeadura
direta como forma de cultivo, dificultando a dispersao dos cistos (YORINORI, 1998).

O método mais eficiente de controle desse patégeno é o uso de variedades
resistentes, acompanhados da rotagdo com culturas nédo hospedeiras, além da
prevengao de entrada do NCS em areas ainda isentas do mesmo. O planejamento da
rotacdo de culturas é relativamente simples, em fungdo da limitada gama de
hospedeiros do nematodide. O milho, a cana-de-acucar, o algodao, o sorgo, 0 arroz, o
girassol, a mamona, o trigo, assim como as demais pastagens, podem ser cultivadas
em dareas infestadas. O NCS n&o se reproduz nas plantas daninhas mais comuns nas
lavouras de soja, no Brasil (ALMEIDA ET AL, 1997; YORINORI, 1998; EMBRAPA,
1999).

2.4. Genética da Resisténcia da Soja ao Nematdide de Cisto

Estudos da base genética das cultivares brasileiras de soja revelaram que o
germoplasma utilizado em programas de melhoramento genético, no pais como um
todo, pode ser considerado como uma populagao de baixo tamanho efetivo (Ne = 11 a

15) (VELLO et al., 1988). Muitos germoplasmas resistentes tém sido identificados e



usados com sucesso em programas de melhoramento. Entretanto, a base genética de
cultivares de soja resistente ao NCS é relativamente estreita (YUE et al., 2000).

Durante o ano agricola 1983/1984, foram tracadas as genealogias de 74
cultivares de soja recomendadas para o cultivo no Brasil, onde se derivou somente 26
ancestrais. Destes, onze contribuiram com 89% do conjunto génico das cultivares
brasileiras de soja; sendo que seis desses ancestrais sdo os mais freqientes nas
genealogias das cultivares americanas (HIROMOTO & VELLO, 1986). Desse modo, 0
patogeno pode facilmente superar a resisténcia dessas cultivares. A coleta e a
caracterizacdo genética de novas fontes de resisténcia tém que ser atividades
constantes (DIAS, 2003).

A base genética da resisténcia em soja ao NCS, raca 3, é complexa e ainda nao
bem entendida, sendo estudada por diversos autores. Pode estar envolvido um bloco
de genes e/ou um ou poucos genes com varios alelos (CALDWELL, 1960; RAO-ARELLI
& ANAND, 1988; RAO-ARELLI ET AL., 1992). Uma das hipéteses mais aceita indica a
reacao de resisténcia a raca 3 do NCS controlada por um gene dominante e dois genes
recessivos (MYERS & ANAND, 1991; RAO-ARELLI et al., 1992; MAURO et al., 1999).

WEBB et al. (1995) mapearam trés QTLs nos grupos de ligacao A, G e M, que
conferem completa resisténcia a raga 3 do NCS na Pl 437654, ancestral resistente de
Hartwig. Estudos de YUE et al. (2000) concluiram que a resisténcia a varias racas do
NCS na Pl 438489B ¢é controlada por trés ou quatro genes de resisténcia.

Para desenvolver cultivares de soja resistente ao NCS € necessario o
conhecimento do numero de genes relacionados a resisténcia, bem como o tipo de
acao génica e a herdabilidade do carater (MAURO et al., 1999). Muitos genes
envolvidos na resisténcia a ragas especificas de NCS ja foram identificados. O gene de
resisténcia Rhg4 foi identificado e mapeado no grupo de ligacao A (KEIM et al., 1990;
WEBB et al., 1995), em cruzamentos envolvendo a Pl 290136 (WEISEMANN et al.,
1992) e Peking (MAHALINGAN & SKORUPSKA, 1995). Segundo WEBB et al. (1995), a
Pl 437654 e Peking tém os mesmos locos para resisténcia a raga 3.

O mecanismo de resisténcia é baseado na hipersensibilidade, a qual determina a

morte de células infectadas e bloqueia o ciclo de vida do nematéide (SCHIMIDT &
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NOEL, 1984). Também é freqlente a ocorréncia de ligacdo entre os alelos de
resisténcia as diferentes racas (HARTWIG & YOUNG, 1986) e entre os locos de
resisténcia (Rhg4) e o loco i, que confere cor preta ao tegumento da semente da soja
(MATSON & WILLIAMS, 1965; YUE et al., 2000). Nessa mesma regido, uma familia de
genes que codificam a sintese de chalconas (CHS) foi encontrada (TODD & VODKIN,
1998). Delegcdes nessa regido aumentam niveis de mRNA de chalcona sintase, que é
uma enzima chave envolvida em respostas das plantas a ataque de patégenos e
importante na sintese de fitoalexinas e flavonéides (WELLE et al., 1991).

O gene de resisténcia rhg1 estd localizado no grupo de ligacdo G e tem
demonstrado controlar mais de 50% da variagdo para resisténcia, controlando
efetivamente varias racas do NCS (WEBB et al., 1995; CONCIBIDO et al., 1996, 1997).
MUDGE et al. (1996) sugerem em seus estudos a presengca de um gene responsavel
pela reducdo da produtividade na mesma regidao de rhgi, o que deve ser levado em
consideracdo na selecdo de gendtipos, concomitantemente a reducdao do nivel de
ligagdo génica. PRABHU et al. (1999), em testes da resisténcia de Hartwig, verificaram
ainda, que os indices médios de parasitismo pelo NCS somente foram baixos naqueles
gendtipos contendo ambos os alelos de resisténcia (Rhg4 e rhgt).

Das fontes de resisténcia ao NCS ja identificadas, a Pl 437654 é a Unica com
resisténcia a todas as racas (ANAND & GALLO, 1984; ANAND, 1985; RAO-ARELLI et
al., 1992). Como essa planta introduzida (PIl) tem sementes com tegumentos pretos e
apresenta estabilidade e produtividade baixas, foi melhorada através do seu
cruzamento com Forrest, sendo produzida Hartwig (ANAND, 1992). Essa cultivar ndo
chegou a ser muito cultivada por ser pouco produtiva, mas, por apresentar resisténcia a
todas as racas do NCS conhecidas, passou a ser utilizada em larga escala nos
programas de melhoramento genético da soja.

Segundo HARTWIG (1985) e RAO-ARELLI (1994), a maioria dos materiais de
soja resistentes tem genes de Peking (racas 1, 3 e 5), P188788 (racas 3 e 14) ou de
ambas. Porém, o uso continuo de cultivares resistentes derivadas de Peking resultou no
aparecimento de populacdées do NCS capazes de se multiplicar nesses gendétipos

(quebra de resisténcia). Do cruzamento de Peking com Lee (suscetivel) resultou Pickett,
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a primeira cultivar de soja com semente amarela e resistente as ragas 1 e 3 do NCS
(BRIM & ROSS, 1966).

No Brasil, sdo utilizados como fontes de resisténcia gendtipos originados de
Peking, Pl 88788, Pl 90763 ou da Pl 437654. Os primeiros resultados desse trabalho
possibilitaram o langcamento das cultivares BRSMG Renascenca e BRSMG Lideranga,
resistentes a raca 3, para Minas Gerais; BRSMG Preciosa, resistente a raca 3 para
Minas Gerais, Sao Paulo, Goias e Distrito Federal; BRSMG Robusta, resistente a raga
3, para Minas Gerais, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso e Bahia; BRSMT Pintado,
BRSMT Tucunaré, BRSMT Caxara, BRSMT Matrinxd e BRSMT Piraiba, resistentes as
racas 1 e 3 para Mato Grosso; BRSGO Chapadodes, resistente as ragcas 1, 3, 4 e 14 e
BRSGO Ipameri, resistentes as ragas 3 e 14, para Goias, dentre outras. Diferentemente
do ocorrido nos Estados Unidos, as primeiras cultivares resistentes brasileiras tém
alcangado altas produtividades e, consequentemente, vém tendo grande aceitacdo
pelos sojicultores. Na safra 2001/02, cerca de 2 milhdes de hectares foram semeados
com soja resistente ao NCS (DIAS, 20083).

2.5. Marcadores Moleculares

Com os avancgos de técnicas modernas de biologia molecular, surgiram diversos
métodos de deteccdo de polimorfismo genético diretamente ao nivel de DNA
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Nos ultimos anos, novas técnicas, que auxiliam
na avaliagdo das relagdes genéticas entre gendtipos, foram desenvolvidas,
acompanhando o rapido e constante avanco na area da genética molecular. O
desenvolvimento e aplicagdo de tecnologias baseadas em marcadores moleculares,
fornecem ferramentas Unicas, capazes de revelar polimorfismos ao nivel da seqtiéncia
do DNA, suficientes para discriminar a variagdo genética entre individuos e dentro de
populacdes (KRESOVICH et al., 1995).
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No melhoramento genético de plantas, tem-se buscado cada vez mais a
manipulacao assistida por marcadores moleculares, visando obter maior eficiéncia na
transferéncia de fatores genéticos. Marcadores moleculares ligados a diferentes
caracteristicas de importancia econémica tém sido desenvolvidos, permitindo a selecao
indireta de caracteres desejaveis em geracoes segregantes precoces. Esta estratégia
reduziria tempo, recursos € energia, necessarios nao so para desenvolver grandes
populacdes segregantes por varias geragbes, mas também para estimar parametros
usados na selecéao indireta (CAIXETA et al., 2006).

Os marcadores moleculares também podem auxiliar em estudos de divergéncia
genética. Estes consistem em métodos bioquimicos que identificam diferencas
diretamente no material genético e podem revelar, para uma dada regido do DNA, uma
banda ou marca que permite comparar os individuos em estudo quanto a sua presencga,
ou auséncia. As bandas reveladas sdo codificadas pelo nimero 1 e as nao reveladas
pelo numero 0. Dessa forma os dados aos quais serdo aplicados métodos estatisticos
provém de uma matriz binaria, constituida de uns e zeros (MEYER, 2002).

Os primeiros marcadores de DNA a serem utilizados foram os fragmentos
produzidos pela digestdo do DNA com enzimas de restricdo. A variacao do tamanho
dos fragmentos obtidos de diferentes individuos, apds a digestdo com as enzimas de
restricdo, deu origem a classe de marcadores denominados RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism”; BOTSTEIN et al., 1980). Mais tarde, surge uma nova
técnica denominada Minissatélites ou locos de Seqliiéncias Adjacentes que se Repetem
em Numero Variavel (VNTR — “Variable Number of Tandem Repeats”; JEFFREY et al.,
1985).

Com o surgimento da técnica de Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR —
“Polymerase Chain Reaction”; MULLIS & FALOONA, 1987), aliou-se o poder da
informacdo gerada por marcadores moleculares e a rapidez da técnica baseada em
ciclos continuos de desnaturacdo e amplificacdo das fitas de DNA mediados pela
enzima DNA polimerase em pontos especificos do genoma, determinados pelo
pareamento de iniciadores ou “primers” (seqUéncia de nucleotideos de tamanho

pequeno, variando geralmente entre 20 a 30 bases) especificos de seqléncias
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complementares a este ponto. Varias outras técnicas utilizam o principio da técnica de
PCR, tais como os marcadores do tipo: Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso
(RAPD — “Random Amplified Polymorphic DNA”; WILLIAMS et al., 1990); Regides
Amplificadas Caracterizadas por Sequéncias (SCAR - “Sequence Characterized
Amplified Regions”; PARAN & MICHELMORE, 1993); Microssatélites ou Sequéncias
Simples Repetidas (SSR - “Simple Sequence Repeats”; Litt & Lutty, 1989);
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP — “Amplified
Fragment Lenght Polymorphism”; VOS et al., 1995) e os Polimorfismos de Base Unica
(SNP’s — “Single Nucleotide Polymorphisms”; COLLINS et al., 1998).

A técnica RFLP tem sido utilizada em um grande numero de estudos de
caracterizacao de cultivares, o que se deve a sua alta consisténcia e repetibilidade na
obtencdo dos resultados. Os RFLP’s cobrem amplamente o genoma da espécie
estudada, pois as sondas utilizadas podem ser obtidas de regides transcritas (CDNA).
Outra vantagem é sua expressao co-dominante, o que possibilita distinguir os
individuos homozigotos dos heterozigotos, gerando volume maior de informacdes para
estudos genéticos e aplicagcbes no melhoramento. Os RFLPs ainda tém outras
utiidades como a identificacdo de germoplasma, a identificacdo de variedades, o
controle de qualidade na producdo de sementes hibridas, a caracterizacao genética de
populagdes, o0 monitoramento nos retrocruzamentos e auxilio na identificacdo e
clonagem de genes, entre outras. Como limitacdes, pode-se dizer que o0
desenvolvimento de marcadores RFLP € um processo caro e trabalhoso, tornando dificil
a geracao de grande volume de dados (CAIXETA et al., 2006).

A técnica de Minissatélites € baseada na clivagem do DNA com enzimas de
restricao, separados eletroforeticamente, imobilizado em membrana e a detecgéo é feita
através da hibridizagdo com sondas. Uma vantagem adicional dos minissatélites € o
alto grau de polimorfismo apresentado, decorrente da variagdo na distribuicdo dos sitios
de restricdo, das sondas utilizadas e do numero e tipos das sequéncias repetitivas
(CATELLI, 2005).

Na técnica de RAPD sao amplificados fragmentos de DNA distribuidos ao acaso

no genoma, sem a necessidade do conhecimento prévio da sequtiéncia do DNA. Os
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marcadores RAPD apresentam como caracteristica basica a dominancia, ou seja, este
tipo de marcador ndo permite distinguir individuos homozigotos dominantes de
heterozigotos em uma populacao (CAIXETA et al., 2006).

Os Microssatélites sdo seqUéncias curtas repetidas em tandem de 1 a 4
nucleotideos, bem distribuidos em todo genoma eucarioto; sdo codominantes,
multialélicos, reprodutiveis e amplificados via reagdo de polimerase em cadeia (PCR)
utilizando-se um par de iniciadores especificos (de 20 a 30 pb) e complementares que
flanqueiam as regides de microssatélite (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Tendo
em vista a expressao codominante e o multialelismo, os marcadores microssatélites sao
0S que possuem o mais elevado contetdo de informacdes de polimorfismo, ou seja, PIC
(“Polymorphism Information Content”). Por causa disso, toda e qualquer populacéao
segregante pode ser utilizada como populacdo referéncia para estudos de ligagéo e
mapeamento genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Nos ultimos anos, os Microssatélites tém sido considerados ideais para a
caracterizacdo e avaliacdo da variabilidade genética, sendo uma das ferramentas mais
utilizadas no melhoramento de plantas. Com o0 uso desses marcadores é possivel
organizar o germoplasma ativo de um programa de melhoramento em conjuntos
génicos, facilitando a escolha e diminuindo o numero de combinacdes a serem feitas

pelo melhoristas.

2.6. Divergéncia Genética

A andlise da diversidade genética se destina a identificacdo de genitores
adequados a obtengdo de hibridos com maior efeito heter6tico e que proporcionem
maior segregacao em recombinacoes, possibilitando o aparecimento de transgressivos
(CRUZ & CARNEIRO, 2006).

A similaridade genética (ou divergéncia genética) entre os gendtipos € muito Util

na selecdo de combinacdes entre parentais para formagéao de popula¢des segregantes,
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bem como para a manutencdo da diversidade genética em programas de
melhoramento. Essas estimativas revelam disponibilidade de alelos substitutos para
caracteres de interesse, que sdo a base para ganhos de selecdo em longo prazo.
Cruzamentos entre parentais geneticamente divergentes proporcionam uma
variabilidade genética entre progénies bem maior do que as obtidas em cruzamentos
entre plantas com maior grau de parentesco, € com isso aumentam as oportunidades
do melhorista obter progénies superiores (MESSMER et al., 1993).

Segundo FALCONER (1981), a heterose manifestada em hibridos é funcao dos
efeitos da dominancia dos genes para o carater em questao e do quadrado da diferenca
das freqliéncias génicas de seus genitores, além de efeitos epistaticos que geralmente
sao negligenciados.

Existem duas maneiras basicas de se inferir a diversidade genética, sendo a
primeira de natureza quantitativa e a outra de natureza preditiva. Entre os métodos de
natureza quantitativa de avaliacdo da diversidade, ou da heterose manifestada nos
hibridos, citam-se as andlises dialélicas, que, por serem necessarias avaliacbes de p
genitores e de todas (ou amostras de) as suas combinagdes hibridas, resultam
dificuldades de avaliacdo e execucao (CRUZ & CARNEIRO, 2006).

Entre os métodos preditivos da heterose citam-se aqueles que tomam por base
as diferencas morfoldgicas, fisioldgicas ou moleculares, quantificando-as em alguma
medida de dissimilaridade que expressa o grau de diversidade genética entre os
genitores (CRUZ & CARNEIRO, 2006).

A avaliacao por meio de estudos genealdgicos, normalmente, é dificultada pela
falta de registro da genealogia das populagdes. A diversidade geografica tem sido
utilizada frequentemente como indicacao da divergéncia genética, embora a origem
geografica ndo quantifique a divergéncia genética entre populacdes, fato este que tem
sido constatado para muitas espécies, como meldo, tomate, grdo-de-bico, batata,
algodao, mostarda e cana-de-acgucar. Por outro lado, a deriva genética e a selecdo em
diferentes ambientes podem causar maior divergéncia que a distancia geografica. Outro
fato a ser considerado, é que para, muitas espécies, o intenso intercambio de materiais

entre pesquisadores e instituicoes de diferentes regides, tem provocado uma
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recombinagdo geral de todo germoplasma, com o consequente desaparecimento de
tipos particulares (PEREIRA, 1989).

Atualmente os marcadores moleculares tém sido empregados como forma de
avaliar a similaridade genética de maneira mais precisa (CAIXETA et al., 2006). O
desenvolvimento e aplicagdo de tecnologias baseadas em marcadores moleculares,
fornecem ferramentas Unicas, capazes de revelar polimorfismos ao nivel da sequéncia
do DNA, suficientes para discriminar a variagdo genética entre individuos e dentro de
populagées (KRESOVICH et al.,, 1995). Dessa forma, a diversidade genética entre
acessos € avaliada por meio de variaveis binarias, a partir das quais € avaliada a
presenga ou auséncia de marcas (bandas), codificadas em zeros e uns. Nessa
situacao, os coeficientes de similaridade entre pares de gendtipos podem ser obtidos
levando-se em conta os valores:

a) Valor que quantifica 0 numero de coincidéncia de tipo 1-1 para cada par de
genotipo;

b) Valor que quantifica o numero de discordancia do tipo 1-0 para cada par de
genotipo;

c) Valor que quantifica o numero de discordancia o tipo 0-1 para cada par de
genotipo;

d) Valor que quantifica 0 nimero de coincidéncia do tipo 0-0 para cada par de
gendtipo.

Com base nesses valores podem ser obtidas as medidas de similaridade. Apesar
de existirem varios coeficientes de similaridade e dissimilaridade, na pratica tem sido de
uso mais rotineiro o coeficiente de Coincidéncia Simples, o de Jaccard e o de Nei e Li.
Por ser objeto de estudo desse trabalho, abordaremos apenas os Coeficientes de
Similaridade de Coincidéncia Simples e o de Rogers e Tanimoto. O Coeficiente de
Coincidéncia Simples é igual ao quadrado da Distancia Euclidiana Média, medida
bastante utilizada em caracteristicas quantitativas, além de ter a caracteristica de
considerar como fator de similaridade o nimero de coincidéncia de auséncia da marca
molecular (coincidéncia tipo “0-0”) (CRUZ & CARNEIRO, 2006). O Coeficiente de

Rogers e Tanimoto segue a mesma linha, incluindo o d, ou seja, considerando como
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vdlida a coincidéncia “0-0”; somente diferindo do método de coincidéncia simples pelo
fato de dobrar a importancia de b e ¢ no denominador, ou seja, as discordancias “1-0” e
“0_1”.

2.6.1. Analise de agrupamento

A andlise de agrupamento permite classificar n itens (populagdes, clones,
variedades, individuos, etc.) avaliados por um conjunto p de variaveis, cujo objetivo é
identificar e separar os itens em grupos, de forma que os mais semelhantes
permanecam no mesmo grupo. Em todos os casos se desconhece “a priori” 0 numero e
a composicao dos diferentes grupos ou “clusters” a serem formados.

Atualmente, a técnica € muito usada principalmente por pesquisadores da area
de melhoramento genético, em estudos de divergéncia e estudos evolutivos. Esse tipo
de analise tem por finalidade reunir, por algum critério de classificacéo, qualquer tipo de
unidade amostral em varios grupos, de tal forma que exista homogeneidade dentro do
grupo e heterogeneidade entre grupos (BUSSAB et al., 1990; DIAS, 1998; MEYER,
2002; CRUZ et al., 2004).

Inicia-se o processo definindo-se os individuos e os objetivos desejados para a
aplicacdo da analise, além dos critérios que irdo definir as similaridades entre eles.
Obtidos esses dados, eles sao dispostos na forma de uma matriz, que representam os
individuos de interesse e as linhas representam as variaveis. A matriz de distancia é
gerada a partir de amostras de nitens, totalizando n(n-1)/2 pares de distancias. A seguir
um algoritimo de agrupamento é aplicado sobre essa matriz, de modo a identificar e
conectar grupos homogéneos. Tais grupos sdo representados graficamente em um
diagrama de arvore denominado dendrograma (DIAS, 1998; MEYER, 2002; ARRIEL,
2004).

Existem inUmeros métodos de agrupamento, que se distinguem pelo tipo de

resultado a ser fornecido e pelas diferentes formas de definir a proximidade entre um
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individuo e um grupo ja formado ou entre dois grupos quaisquer. Cada critério de
analise de agrupamento impde certo grau de estrutura nos dados, e para se assegurar
que o resultado obtido ndo € um artefato da técnica utilizada, € recomendado que
diferentes critérios de agrupamento sejam aplicados e se aceite a estrutura resultante
da maior parte deles. (DIAS, 1998; CRUZ & CARNEIRO, 2006).

Dos métodos de agrupamento, os mais utilizados sdo os hierarquicos e os de
otimizacdo. Nos métodos hierarquicos, os genoétipos sdo agrupados por um processo
que se repete em varios niveis, até que seja estabelecido o dendrograma ou o
diagrama de arvore. As delimitagcdes podem ser estabelecidas por um exame visual do
dendrograma, em que se avaliam pontos de alta mudanca de nivel, tomando-os em
geral como delimitadores do nimero de genétipos para determinado grupo (CRUZ &
CARNEIRO, 2006).

No agrupamento hierarquico denominado Método do Vizinho Mais Proximo ou
Método de Ligacado Simples (“Single Linkage Method”), forma-se um grupo inicial de
individuos mais similares e em seguida sao calculadas as distancias daquele grupo em
relagdo aos demais individuos usando-se a menor distancia do conjunto. Neste método,
as conexodes entre individuos e grupos sao feitas por ligagdes simples entre pares de
individuos, ou seja, a distancia entre os grupos é definida como sendo aquela entre os
individuos mais parecidos entre esses grupos (CRUZ & CARNEIRO, 2006). Este
método leva a grupos longos e os dendrogramas resultantes deste procedimento sao
geralmente pouco informativos, devido a informag&o dos individuos intermediarios que
nao sao evidentes (CARLINI-GARCIA, 1998).

Quando a semelhanga entre dois grupos € definida como a maxima distancia
entre pares de individuos tem-se o Método do Vizinho Mais Distante ou Método de
Ligacdo Completa (“Complete Linkage Method”). A similaridade entre dois grupos €
definida como aquela apresentada pelos individuos de cada grupo que menos se
parecem, formando-se todos os pares com um membro de cada grupo. Este método,
geralmente leva a grupos compactos e discretos, tendo os seus valores de similaridade

relativamente pequenos (MEYER, 2002).
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O Método de Ward considera, para a formagéo inicial do grupo, aqueles
individuos que proporcionam a menor soma de quadrados dos desvios entre acessos,
admitindo perdas de informagdes em razao do agrupamento realizado (CRUZ &
CARNEIRO, 2006).

Se a distancia entre os pares de grupos for estimada com base na média
aritmética dos individuos tem-se o UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages”), ou Ligagcdo média entre grupo. Este ultimo evita caracterizar a
dissimilaridade por valores extremos entre os genoétipos, ndo considera a estrutura de
subdivisdo do grupo, dando pesos iguais a cada individuo do grupo calculando a
similaridade média de um individuo que pretende se juntar ao grupo existente. E um
dos mais empregados nos estudos de divergéncia genética (CRUZ et al., 2004; CRUZ
& CARNEIRO, 2006).

O Método da Ligacdo Média Dentro de Grupos, também se baseia em
agrupamentos em funcdo da média aritmética, calculando os coeficientes de
similaridade médios entre o individuo que se pretende agrupar e os individuos do grupo
ja existente (MEYER, 2002).

O Método da Mediana ou WPGMA (“Weighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages”) difere do UPGMA pelo fato de atribuir aos individuos admitidos
mais recentemente a um grupo, peso igual aos dos demais individuos ja pertencentes
ao grupo (ROMESBURG, 1984).

Nos métodos de otimizacao, os grupos sao formados pela adequacéo de algum
critério de agrupamento, ou seja, o objetivo € alcangar uma particao dos individuos que
otimize (maximize ou minimize) alguma medida predefinida. Um dos métodos mais
comumente utilizados no melhoramento genético € o proposto por Tocher, citado por
RAO (1952). Ele identifica o par de individuos mais similares para formag¢do do grupo
inicial e a partir dai avalia a possibilidade de inclusdo de novos individuos, adotando-se
o critério de que a distancia média intragrupo deve ser menor que a distancia média
intergrupo (CRUZ & CARNEIRO, 2006).

Ressalta-se que o agrupamento conduz a perda de informagdes ao nivel de

individuos, restando apenas informagdes sobre grupos similares. Por esse motivo, o
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estudo da divergéncia pode ser conduzido também simultaneamente, por componentes
ou coordenadas principais, isto é particularmente importante quando o numero de
individuos é grande (CRUZ & CARNEIRO, 2006).

Uma alternativa de analise da diversidade genética foi proposta por CRUZ &
VIANA (1994) a qual apresenta caracteristicas similares as técnicas de agrupamento e
de coordenadas principais, sendo denominada de Projecdo de Medidas de
Dissimilaridade no Plano bi ou tridimensional. Neste procedimento, as medidas séo
convertidas em escores relativos as variaveis X e Y, que quando representadas em
gréficos irdo refletir, no espaco bi ou tridimensional, as distancias originalmente obtidas
a partir do espago n-dimensional (n = nUmero de caracteres utilizados para obtengéo
das distancias). Inicialmente, é necessario estabelecer uma ordem decrescente de
dissimilaridade entre os pares de individuos. Estimam-se coordenadas para cada
individuo, a partir da matriz de dissimilaridades, por procedimentos estatisticos que
minimizam as diferencas entre as distancias originais e as obtidas no espaco
bidimensional. A viabilidade do uso desta técnica pode ser avaliada pela correlacao
entre as distancias, pelo grau de distorcdo (a) ou pela adequacao da representacao
gréfica (coeficiente de estresse — s).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Conducao do Experimento

Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetagdo do Departamento de
Produgédo Vegetal e no Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Melhoramento de
Plantas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP — Campus de
Jaboticabal — SP.

3.2. Identificacao e Coleta do Material

No presente estudo, foram analisadas 10 linhagens de soja em geracao Fs de
endogamia, desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento da Soja da UNESP-FCAV,
e 30 cultivares disponiveis no mercado. Tais gendtipos foram selecionados por
possuirem resisténcia ao nematdide de cisto da soja, raca 3 (Tabela 1).

Os genotipos foram semeados em vasos de plastico em casa de vegetacao, com
condigbes de luz e umidade controladas. As amostras foram coletadas quando as
plantas apresentaram o segundo par de trifélios desenvolvidos (estadio V2), com coleta
de um ou dois foliolos jovens por planta, de cinco plantas por gendtipo. A seguir, foram
armazenadas, etiquetadas e depositadas em gelo. Na seqiiéncia, foram levadas ao
laboratério para armazenamento em freezer a —80° C para posterior extragdo de DNA.
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Tabela 1. Cultivares e gen6tipos Fg de soja resistentes ao NCS, utilizados no estudo de

divergéncia genética, com suas respectivas fontes de resisténcia.

N° Cultivares/Genétipos Fontes de Resisténcia envolvidas na
genealogia®

1 FMT Matrinxa P1 437654 e Pl 88788 e Peking

2 BRS Jiripoca Peking e Pl 437654

3 BRS Piraiba P1 437654 e P1 90763, Pl 88788 e Peking

4 BRS Tambaqui Pl 437654 e Peking

5 FMT Tucunaré Peking e Pl 437654

6 BRSGO Ipameri Pl 88788 e Peking

7 BRSGO Chapaddes Pl 437654

8 BRS 231 Peking e Pl 437654

9 FMT Cachara Peking e Pl 437654

10 BRSMG Lideranca (BR91-10569) Peking

11 BRSMG 250 (Nobreza) Peking

12 BRSMG 251 (Robusta) Peking

13 M-SOY 7901 Peking

14 M-SOY 8001 Peking

15 M-SOY 8200 Kirby

16 M-SQOY 8400 Peking

17 M-SQOY 8329 Peking

18 M-SQOY 8757 Peking

19 BRSMT Pintado (MTBR95-123247) Pl 437654

20 BRSMG Renascenga Kirby e Forrest (Peking)

21 Hartwig Pl 437654

22 MGBR 9520937 Forrest (Peking)

23 98N41 Peking

24 98N71 Peking

25 98N82 Peking

Continua...
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Tabela 1. Cultivares e genotipos Fg de soja resistentes ao NCS, utilizados no estudo de

divergéncia genética, com suas respectivas fontes de resisténcia

(Continuacao).

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Foster Peking
Fayette Pl 88788
Egyptiam -
Leflore Peking
Jeff Pl 88788
JAB 99102/4.5 BR92-15440 - Peking
JAB 99102/8.1 BR92-15440 - Peking
JAB 99103/8.2 BR92-15440 - Peking
JAB 99174/9.1 Pl 437654
JAB 99174/9.15 Pl 437654
JAB 99101/2.5 BR92-15440 - Peking
JAB 99102/4.2 BR92-15440 - Peking
JAB 99174/9.10 Pl 437654
JAB 994311/15.20 Pl 437654
JAB 994012/1.2 BR92-1554 - Peking

espacos com hifen indicam falta de informagao sobre a fonte de resisténcia da cultivar.

3.3. Atividades em Laboratorio

3.3.1. Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido seguindo o protocolo de extracdo descrito em

FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998), sendo conhecido como método CTAB. A seguir,



24

realizou-se a quantificacdo do DNA extraido, mediante leitura da densidade 6tica a 260
e 280 nm em aparelho biofotdmetro BioPhotometer Eppendorf AG. Posteriormente a
quantificacao, a integridade do DNA foi observada pela visualizagcdo em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etideo. Por fim, aliquotas das amostras de DNA foram

diluidas para a concentragdo desejada e parte foi estocada a —20° C para uso posterior.

3.3.2. Identificacao de marcadores SSR

Foram selecionados 12 pares de iniciadores SSR ou microssatélites, que
flanqueiam regides repetitivas dispersas no genoma da soja, em diferentes grupos de
ligacdo: Satt185 (E), Satt308 (M), Satt187 (A2), Satt070 (B2), Satt009 (N), Satt129
(D1a), Satt154 (D2), Satt152 (N), Satt175 (M), Satt045 (E), Satt162 (A2) e Satt163 (G)
(Tabela 2).

3.3.3. Reacoes de PCR e visualizacao dos resultados

As reacbes de amplificacéo por PCR, foram realizadas para cada um dos 40
gendtipos, utilizando os diferentes iniciadores SSR. A reagao foi preparada com um
volume total de 20 uL, contendo 300 ng de DNA gendmico de soja, 1,5 mM de MgCI2,
Tampao PCR 1X (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 e 50 mM KCl), 0,2 mM de dNTP’s, 1U de
Taqg-DNA polimerase e 10 uM de cada iniciador “Forward” e “Reverse”.
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Tabela 2. Grupo de ligacdo, seqUéncia e numero de alelos encontrados para os 12

marcadores SSR utilizados nas andlises dos 40 gendtipos de soja.

Iniciador GL Sequiéncias T NA
Satt308 M F GCGTTAAGGTTGGCAGGGTGGAAGTG 55°C 3
R GCGCAGCTTTATACAAAAATCAACAA
Satt154 D2 F AGATACTAACAAGAGGCATAAAACT 55°C 2
R AAAGAAACGGAACTAATACTACATT

Satt152 N F GCGCTATTCCTATCACAACACA 55°C 3
R TAGGGTTGTCACTGTTTTGTTCTTA

Satt070 B2 F TAAAAATTAAAATACTAGAAGACAAC 50°C 3
R TGGCATTAGAAAATGATATG

Satt129 Dia F TTCAGTACAAGTCGGGTGAATAATAATA 59°C 3
R TCACATGTTCGGGACTTAAGGTAT

Satt175 M F GACCTCGCTCTCTGTTTCTCAT 60°C 3
R GGTGACCACCCCTATTCCTTAT

Satt185 E F GCGCATATGAATAGGTAAGTTGCACTAA 55°C 3
R GCGTTTTCCTACAATAATATTTCAT

Satt045 E F TGGTTTCTACTTTCTATAATTATTT 50°C 3
R ATGCCTCTCCCTCCT

Satt009 N F CCAACTTGAAATTACTAGAGAAA 55°C 5
R CTTACTAGCGTATTAACCCTT

Satt187 A2 F GCGTTTTAATTTATGATATAACCAA 55°C 3
R GCGTTTTATCTCTTTTTCCACAAC

Satt162 A2 F GCGTGGTTTTTCGCTGGATATA 46-57°C 2
R GCGCATTTCGTAACATATTTTTCAC

Satt163 G F GCGGTATATATGTTTGCAAGACATATT 46-57°C 3

uy)

GCGGAATCTCGCCCAGGAGGAACTT

GL: grupo de ligacdo; T: temperatura de pareamento; NA: n° de alelos encontrados;

F: Foward; R: Reverse
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O programa de termociclagem foi composto por um ciclo inicial de
desnaturagcao a 95°C por 30 s, seguido de 94°C por 30 s, 22 ciclos para o anelamento
do iniciador, onde a temperatura variou de acordo com cada iniciador (Tabela 2) e 68°C
durante 30 s, para extensao pela Taq Polimerase. Em seguida finalizou-se o programa
com 4°C, até que os microtubos fossem retirados do aparelho. Apds a retirada,
adicionou-se 3 pL de tampao de carregamento (5,75 mL de glicerol; 2 mL de EDTA 0,5
M, pH 8,0; 0,5 mL de dodecilsulfato de sédio - SDS; 1,75 mL de agua e 0,01% de azul
de bromofenol) em cada microtubo, imediatamente antes da aplicagdo da amostra no
gel.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose de alta resolugdo (agarose 1000), a uma concentracdo de 3,0% para um
melhor padrao de diferenciacao de bandas, em tampéo TAE (2 M Tris, 100 mM EDTA,
1M &cido acético) e corados com brometo de etideo. A eletroforese procedeu-se a 80 V
por cerca de duas horas. A visualizacao foi feita em luz UV através de transluminador e
fotografada pelo sistema Kodak EDAS 290. A amplitude de variacdo do tamanho de
cada loco foi estimada por meio de comparacdo com o marcador de tamanho 100 pb e
também através de das ferramentas digitais do Programa Kodak EDAS 290.

3.3.4. Organizacao da matriz de dissimilaridade

A partir dos resultados moleculares observados nos géis, foi organizada uma
matriz binaria baseada na presenca (1) ou auséncia (0) de marcas (bandas) para cada
alelo encontrado. Com base nessas observagdes, foram obtidas as estimativas de

similaridade entre todos os pares de acessos.
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3.4. Analises Estatisticas

As medidas de similaridade (Cj’) foram convertidas em dissimilaridade
através do complemento aritmético (D), utilizando-se dois coeficientes:
e  Coincidéncia Simples (Cruz & Carneiro, 2006), dado por:

a+d
a+b+c+d’

i'

e Rogers e Tanimoto (Cruz & Carneiro, 2006), dado por:

Cc - a+d .
T la+2(b+c)+d]’

Sendo: Djy =1 -Gy,

Onde,

a: numero de concordancias do tipo 1-1;

b: nimero de discordancias do tipo 1-0;

¢: numero de discordancias 0-1;

d: numero de concordancias 0-0.

Tais coeficientes foram utilizados devido ao fato de considerarem como fator
de similaridade, o0 numero de coincidéncias da auséncia da marca molecular (tipo “0-07),
fator importante para dados obtidos a partir de marcadores SSR. Considerando a base
genética de marcadores SSR, a auséncia de amplificacdo de uma determinada banda
em dois genotipos, pode indicar uma similaridade genética entre eles. Desta forma,
coeficientes que incluem a co-ocorréncia negativa (d: 0,0) das expressdes de
similaridade tornam-se mais adequados em analises que utilizam marcadores desta
natureza.

Ap6s a obtencdo das informacdes sobre o grau de diferenca apresentado

entre os genotipos, foram realizados os agrupamentos de acordo com varios metodos
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aglomerativos, que se distinguem pelo tipo de resultado fornecido e pelas diferentes
formas de definir proximidade entre um individuo e um grupo ja formado ou entre dois
grupos quaisquer.

Foram realizados agrupamentos através do método de otimizagao de Tocher
(RAO, 1952) e de métodos hierarquicos (CRUZ et al., 2004) como:

e Ligacdo simples — Vizinho mais préximo (“Single Linkage Clustering”);

e Ligacdo completa — Vizinho mais distante (“Complete Linkage
Clustering”);

e Meétodo de Ward;

e Ligacado média dentro de grupo;

e Ligacado média entre grupo - UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method
Arithmetic Average”);

e Método da Mediana - WPGMA (“Weighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages”).

Apds os agrupamentos, foi calculada a matriz dos gendétipos mais e menos
similares em relagdo a cada um dos genétipos estudados. Foram realizadas também,
as projecoes das medidas de dissimilaridade em graficos bi e tridimensionais,
calculando-se a coordenada das medidas mais divergentes e, a seguir, daquelas que
demonstraram, em ordem crescente, a maior diversidade com os genétipos ja
considerados (CRUZ & VIANA, 1994).

Depois de obtidos todos os possiveis agrupamentos, as medidas de
dissimilaridade foram correlacionadas através do Teste de Mantel e tal relacdo foi
quantificada e projetada em um grafico de correlagdo, no qual cada eixo representa
uma medida de similaridade. Todas as analises foram realizadas através do Programa
GENES, verséao 4.1 (CRUZ, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme observado na Tabela 2, todos os 12 marcadores SSR
apresentaram polimorfismo. O numero de alelos por loco variou de dois (Satt 154 e Satt
162) a cinco (Satt 009), com numero meédio de trés alelos por loco, obtendo um total de
36 alelos, distribuidos entre os 40 gendtipos. Exemplos de padrdes de bandas e
polimorfismos detectados pelos iniciadores Satt 308, Satt 152 e Satt 154 séao
apresentados nas Figuras 1, 2 e 3.

-

TSy < Y

Figura 1. Amostras dos fragmentos produzidos nas reacdes de amplificacdo dos 40
genadtipos de soja utilizando o iniciador Satt308.
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Figura 2. Amostras dos fragmentos produzidos nas reac¢des de amplificagdo dos 40

genotipos de soja utilizando o iniciador Satt152.
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Figura 3. Amostras dos fragmentos produzidos nas reac¢des de amplificagdo dos 40

gendtipos de soja utilizando o iniciador Satt154.
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4.1. Coeficientes de Similaridade pelo Método de Coincidéncia
Simples

O coeficiente de dissimilaridade médio obtido pelo complemento aritmético
do Coeficiente de Similaridade de Coincidéncia Simples entre todos os gendtipos foi de
0,356297. Esta média pode ser indicativa da estreita base genética da soja, ja reportada
por YUE et al. (2000), pois baixa dissimilaridade significa alta semelhanga entre os
genotipos. Os pares de gendtipos mais divergentes foram 4 (BRS Tambaqui) e 16 (M-
SOY 8400), 13 (M-SOY 7901) e 38 (JAB 99174/9.10), 15 (M-SOY 8200) e 28
(Egyptiam), 16 (M-SOY 8400) e 28 (Egyptiam), 17 (M-SQOY 8329) e 28 (Egyptiam), 16
(M-SQOY 8400) e 34 (JAB 99174/9.1), 16 (M-SOY 8400) e 35 (JAB 99174/9.15), com
coeficiente de dissimilaridade igual a 0,64 Os pares de gendtipos menos divergentes
foram 11 (Nobreza) e 31 (JAB 99102/4.5), 31 (JAB 99102/4.5) e 32 (JAB 99102/8.1), 32
(JAB 99102/8.1) e 33 (JAB 99103/8.2), 16 (M-SQY 8400) e 17 (M-SOY 8329), com
coeficiente de dissimilaridade de 0,06.

A partir da matriz de dissimilaridade com as distancias genéticas entre os 40
gendtipos analisados (Tabela 3), foram obtidos os agrupamentos, através de diferentes
métodos aglomerativos.

O método de otimizagdo de Tocher resultou na formagédo de 17 grupos, com
distribuicdo dos genotipos em um grupo maior, além de 6 grupos unitarios, formados
por apenas um gendtipo (Tabela 4). Os grupos 2 (genoétipos 10 - Lideranca, 16 — M-
SOY 8400 e 17 M-SOY 8329) e 13 (gendtipo 35 — JAB 99174/9.15) foram os mais
divergentes, com distancia média intergrupo de 0,59. Os grupos que apresentaram
menor distancia entre si foram o0 9 (genétipos 14 — M-SOY 8001 e 36 — JAB 99101/2.5)
e 0 12 (gendtipo 39 — JAB 994311/15.20), com média intergrupo de 0,22. Tal método
apresenta a vantagem da facil interpretacdo dos grupos formados, porém, ndao houve
informacdes sobre a similaridade dos genoétipos dentro de cada grupo. Essa
desvantagem do método também foi observada em MEYER et al. (2004), em

experimentos com linhagens de milho e ARRIEL et al. (2006), com gergelim.
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Tabela 4. Formacao de grupos pelo método de otimizacdo de Tocher, utilizando a
dissimilaridade através do complemento aritmético do Coeficiente de

Coincidéncia Simples dos 40 gendtipos de soja resistentes ao NCS.

Grupo Individuos
| 11, 31, 32, 33, 24, 30, 29, 3
| 16,17, 10
] 2,5,8,4,34
v 23, 26, 27
Vv 912,18
Vi 7,20

Vil 19, 22
Vil 1,6
IX 14, 36
X 15, 37
Xi 38, 40
Xl 39
Xl 35
XIv 21
XV 28
XVI 25
XVl 13

Nos agrupamentos hierarquicos, a delimitacdo dos grupos é feita de maneira
subjetiva, observando os pontos de alta mudanca de nivel no dendrograma, por isso,
diferentes padrées de agrupamento podem ocorrer. Quando nao se tem informacao
sobre a relagdo genética entre a maioria dos gendétipos, ndo se pode determinar qual
método de agrupamento é mais acurado. Assim, ao se comparar os resultados de
diferentes critérios, podem-se evitar inferéncias erroneas (ARRIEL, 2004). De acordo
com SNEATH & SOKAL (1973), a formacao de um Unico grupo pode ser enganosa, se
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os individuos em extremidades opostas da cadeia forem, de fato, completamente
dissimilares.

Adotou-se um percentual de similaridade genética em torno de 65%, de acordo
com as altas mudancas de niveis observadas nos dendrogramas, além da observacao
de dados na literatura. Dessa forma, foi constatada a formagcdo de diferentes
agrupamentos.

No método do Vizinho Mais Proximo (Figura 4), foram formados 27 grupos,
destacando-se varios grupos formados por apenas um gendtipo. Formou-se dois
grupos envolvendo 5 gendtipos (11, 24, 31, 32, 33) e (2, 5, 8, 28, 34), dois grupos que
envolveram 3 gendtipos (10, 16, 17) e (9, 12, 18), e um grupo englobando os genétipos
23 e 26. Os demais grupos apresentaram-se constituidos por apenas um genétipo. Tal
método ndo se apresentou muito eficaz no agrupamento dos gendtipos, pois nao
distinguiu grupos, o que permitiu a formacao separagdo da maioria dos gendtipos em
grupos distintos.

O meétodo do Vizinho Mais Distante (Figura 5) formou 8 grupos, com o0s
genadtipos bem distribuidos, sendo dois grupos maiores: | (32, 33, 11, 31, 3, 29, 24, 30,
21) e ll (7, 20, 23, 26, 8, 34, 35) e os outros grupos menores, com 3 a 5 gendtipos. Os
grupos apresentaram-se compactos e discretos. A maioria dos gendétipos de geragéao F8
foram agrupados juntos, confirmando o fato de serem oriundos de um mesmo programa
de melhoramento e possuirem fontes de resisténcia comuns. Os gendtipos 31 (JAB
99102/4.5), 32 (JAB 99102/8.1), 33 (JAB 99103/8.2) e 11 (Nobreza) permaneceram
juntos no agrupamento, além dos genétipos 16 (M-SQOY 8400) e 17 (M-SOY 8329), que
também foram os gendtipos menos dissimilares de acordo com a matriz de
Coincidéncia Simples.

Por sua vez, o Método de Ward (Figura 6) formou apenas cinco grupos, a saber:
I (32, 33, 11, 31, 24, 29, 30, 3, 21), Il (16, 17, 10, 15, 37, 14, 36, 39), lll (6, 27, 1, 38,
40), IV (23, 26, 7, 20, 8, 34, 35, 4, 28, 25) e V (19, 22, 13, 2, 5, 9, 18, 12) e se
diferenciou apenas pela formacado de um menor nimero de grupos, aglomerando
gendtipos que foram considerados menos divergentes e separando os genotipos mais

dissimilares em agrupamentos diferentes.
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O método de Ligacado Média Dentro de Grupo (Figura 7.) possibilitou a formagao
de 12 grupos englobando de 1 a 9 gendtipos cada. Novamente houve coincidéncia dos
agrupamentos com as distancias genéticas entre os genoétipos, porém esse método
separou alguns genotipos que apareceram juntos em outros métodos e formou um
maior nimero de agrupamentos.

O agrupamento WPGMA (Figura 9), ou Método da Mediana, apresentou dez
agrupamentos, também muito semelhantes ao UPGMA, Ward, Vizinho mais distante e
Ligacao Média Dentro de Grupo. Apresentou apenas o gendétipo 25 (98N82) separado
dos demais e manteve os gendtipos mais similares em conjunto.

Pode-se observar ainda que, ndo houve muitas divergéncias entre o0s
agrupamentos derivados da matriz de dissimilaridade, oriunda do complemento
aritmético do Coeficiente de Coincidéncia Simples, 0 que pode sugerir uma boa
precisdo dos dados obtidos. Com excecdo dos métodos de Tocher e Vizinho mais
Préximo, ocorreu o compartilhamento de grupos pela maioria dos métodos. Observa-se
que alguns grupos aparecem iguais nos demais métodos, sdo eles: um primeiro grupo
formado pelos gendtipos 3 (BRS Piraiba), 11 (Nobreza), 21 (Hartwig), 24 (98N71), 29
(Leflore), 30 (Jeff), 31 (JAB 99102/4.5), 32 (JAB 99102/8.1), 33 (JAB 99103/8.2) e 34
(JAB 99174/9.1), com fonte de resisténcia de Peking e da Pl 437654; e outro grupo
constituido pelos genétipos 16 (M-SOY 8400),17 (M-SOY 8329) e 10 (Lideranca), todos
derivados de Peking.

No geral, sdo muitas as coincidéncias de agrupamentos hierarquicos e também
do de otimizacdo de Tocher. Alguns genoétipos aparecem sempre no mesmo grupo,
independente do meétodo aglomerativo, tais como: 32 (JAB 99102/8.1), 33 (JAB
99103/8.2), 11 (Nobreza), 31 (JAB 99102/4.5) e 24 (98N71), com o parental resistente
em comum; 16 (M-SQOY 8400),17 (M-SOY 8329) e 10 (Lideranca), todos compartilhando
a mesma fonte de resisténcia; os genétipos 2 (BRS Jiripoca) e 5 (FMT Tucunaré), com
Peking e Pl 437654 na genealogia; 9 (FMT Cachara), 12 (Robusta) e 18 (M-SOY 8757),
com fonte de resisténcia ao NCS derivada de Peking.

Além disso, foram realizadas as projecbes das distancias no plano, que

convertem as medidas de dissimilaridade em escores relativos as variaveis X e Y, que,
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quando representadas em graficos de dispersao, refletem no espacgo bidimensional, as
distancias originalmente obtidas a partir do espag¢o n-dimensional (n = numero de
caracteres utilizados para obtengéao das distancias) (Cruz & Carneiro, 2006). Os dados
originais foram calculados e projetados no plano através de diferentes tipos de analise
gréfica. A projecdo 2D (bidimensional) revelou uma distor¢cdo de 35,8% e estresse de
44 2%, com correlacdes entre as distancias originais e as estimadas de 0,58 (Figura
10). Ja as projecoes 3D (tridimensionais) apresentaram uma menor distor¢cao, de 20,9%
e estresse de 29,7%; a correlacao entre as distancias originais e as estimadas foi de
0,73 (Figura 11 e 12).

O processo de dispersdao das medidas de dissimilaridade no plano pode ser
considerado satisfatério quando os coeficientes que expressam o grau de distorcdo e o
estresse sdo inferiores a 20% (Cruz & Carneiro, 2006). Dessa forma, as projecées mais
adequadas sao as tridimensionais, que apresentam valores de distorgdo e estresse
mais proximos do adequado, além de alta correlagdo entre as distancias originais e as
distancias estimadas.

A dispersao bidimensional evidencia alguns gendtipos mais distantes, tais como
12 (Robusta), 16 (MSOY 8400) e 21 (Hartwig) e alguns genétipos bem préximos como 4
(Tambaqui), 23 (98N41) e 27 (Fayette), além de 31(JAB 99102/4.5), 33 (JAB 99103/8.2)
e 11 (Nobreza); concordando em parte com os resultados dos dendrogramas.

As projegbes tridimensionais ilustram um grupo bem adensado, com alguns
gendtipos mais distantes, como o 12 (Robusta), 16 (M-SOY 8400), 17 (M-SOY 8329),
21 (Hartwig), 32 (JAB 99102/8.1) e 35 (JAB 99174/9.15). As projecdes 3D com rotacao
apresentaram-se mais adequadas para visualizagdo e andlise, com 3 eixos (x: x1, y: x2
e z: x3). Esse método nao obteve muito sucesso na distingao dos gendtipos em grupos,
além de ndo haver adequada distincao entre as coincidéncias com os resultados dos

agrupamentos hierarquicos.
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Apo6s as andlises de agrupamentos foi calculada a matriz dos mais € menos
similares, com a finalidade de Identificar, para cada acesso, aqueles outros que lhes
sao mais ou menos similares. Sdo fornecidas as médias gerais e do grupo de acesso
considerado. Foram constatadas algumas coincidéncias, ainda, entre os agrupamentos
hierarquicos e a matriz dos gendtipos mais similares (Tabela 5), havendo confirmagao
de alguns agrupamentos observados nos dendrogramas com os dados obtidos pela

matriz que revela os gendtipos mais similares.

4.2.Coeficientes de Similaridade pelo Método de Rogers e
Tanimoto

A média aritmética do complemento do coeficiente de similaridade obtido
pelo coeficiente de Rogers e Tanimoto entre todos os gendétipos foi de 0,5033 (Tabela
6), sendo pouco superior ao valor encontrado pelo coeficiente de Coincidéncia Simples.
Os pares de gendtipos mais divergentes foram: 4 (Tambaqui) e 16 (M-SOY 8400), 34
(JAB99174/9.1) e 16 (M-SQOY 8400), 35 (JAB99174/9.15) e 16 (M-SOY 8400) e o
genotipo 28 (Egyptiam) com os gendtipos 15 (M-SQOY 8200), 16 (M-SOY 8400) e 17 (M-
SQOY 8329), com coeficiente de dissimilaridade igual a 0,7797. Os pares de gendtipos
mais similares foram: 16 (M-SOY 8400) e 17 (M-SOY 8329), 11 (Nobreza) e 31
(JAB99102/4.5), 31 (JAB99102/4.5) e 32 (JAB99102/8.1), 32 (JAB99102/8.1) e 33
(JAB99103/8.2), com coeficientes de dissimilaridade igual a 0,11. Os resultados foram
coincidentes com o método anterior (Coincidéncia Simples).

ApoGs analise de dissimilaridade, foram realizados os agrupamentos dos 40
gendtipos resistentes ao NCS, raca 3, estudados, adotando-se um percentual de
similaridade genética em torno de 65%, também utilizada no Coeficiente de
Coincidéncia Simples.
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Tabela 5. Dez genoétipos mais similares, em ordem decrescente, em relagdo a cada um

dos 40 gendtipos estudados com fonte de resisténcia ao nematdide de
cisto da soja, através do complemento aritmético do Coeficiente de

Similaridade de Coincidéncia Simples.

Gen Mais similares Gen Mais similares

6, 27, 38, 30, 23, 34, 40, 21, 5, 29 21 24,30, 14, 29, 11, 18, 19, 22, 31, 32
5,6,8,24,4,23,34,11,12, 18 22 19, 24, 9,10, 11, 18, 33, 13, 20, 23

32, 29, 11, 24, 31, 33, 14, 15, 30, 36 23 26, 27,34, 5, 20, 35, 2, 8, 12, 22
5,34,8,7, 25, 28, 2, 26, 35, 6 24 11, 32, 22, 30, 31, 33, 5,29, 2,3
2,8,4,6,11,12,18, 24,9, 23 25 4, 8,11, 31,5, 28, 18, 21, 30, 32
1, 5,27, 2,8, 18, 24, 30, 31, 32 26 23,34,12,5,7,9,27,35, 8,4
20,34, 8,4,26,6,18,5,9, 28 27 23,6, 1, 26, 34, 8, 18, 19, 22, 30
5,28,34,18,4,7,35,2,6,12 28 8,4,5,7,34,2,12,18,9, 25

©® Yoo rovao©®NOG AN

20

12,18, 22, 5,13, 26, 8,19, 7, 10 29 3, 24, 30, 32, 11, 18, 19, 21, 22, 31
17,16, 11, 22, 13, 14, 19, 24, 31, 32 30 24,32, 33, 29, 6, 21, 31, 1, 23, 27

31, 24, 32, 33, 5,10, 3, 22, 29, 2 31 11, 32, 33, 24, 3, 6, 18, 30, 5, 10
9,5,26,8,23,2,18,7,27,28 32 31,33, 11, 24, 3, 30, 29,6, 18, 5
9,10, 18, 19, 22, 33, 5, 11, 17, 21 33 32, 31, 11, 24, 30, 3, 19, 22, 10, 13

36, 10, 3, 15, 16, 21, 37, 39, 20, 29 34 8,4,7,23,26,35,5,27,2,6

17,37, 14, 3, 16, 32, 33, 36, 10, 29 35 34, 8, 23, 26, 4, 7, 20, 27, 38, 12
17,10, 14,15, 36, 11,22, 9, 13, 3 36 14,37, 39, 40, 3, 15, 16, 10, 29, 38
16, 10, 15, 11, 22, 9, 13, 14, 12, 19 37 15, 36, 14, 38, 3, 39, 34, 40 2, 21
98,5,6,19,22,31,32,7, 13 38 1, 40, 37, 39, 34, 35, 36, 27, 2, 6
22,18, 33,9, 10, 13, 20, 27, 29, 11 39 36, 14, 20, 38, 40, 37, 23, 34, 2, 8
7,23, 8,19, 22, 39, 14, 26, 27, 29 40 38, 36, 39, 1, 2, 6, 37, 14, 23, 27

'Gen = gendtipos estudados
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O Método de Otimizacao de Tocher (Tabela 7) identifica o par de individuos mais
similares para formar o grupo inicial e a partir dai avalia a possibilidade de inclusdo de
novos individuos com o critério que a distancia média intragrupo deve ser menor que a
distancia média intergrupo (CRUZ & CARNEIRO, 2006). Apresentou a formagéao de 17
grupos, idénticos aos grupos apresentados pelo Coeficiente de Coincidéncia Simples.
Os grupos mais divergentes, foram 2 e 15 englobando os gendétipos: 16 (M-SOY 8400),
17 (M-SQY 8329) e 10 (BRSMG Lideranca); e 15 (M-SOY 8200) e 37 (JAB 99102/4.2),
respectivamente, com coeficiente de dissimilaridade igual a 0,76. Os grupos mais
semelhantes foram 9 e 12, com 0,38 de dissimilaridade. O grupo 9 foi formado pelos
gendtipos 14 (M-SQOY 8001) e 36 (JAB 99101/2.5) e o grupo 12 composto por 39 (JAB
994311/15.20). Nota-se que os agrupamentos realizados a partir das dissimilaridades
de Rogers e Tanimoto foram exatamente iguais aos resultados obtidos pelo método de
Coincidéncia Simples, com alteragcdo apenas nos valores médios das distancias intra e
intergrupos, o que acarretou em alteragdes nos grupos mais e menos similares.

No método hierarquico de Ligacdo Simples — Vizinho mais Proximo (Figura 13)
as conexodes entre grupos sao feitas por ligacées simples entre pares de individuos, ou
seja, as distancias entre grupos sao definidas como sendo aquela entre os individuos
mais parecidos entre esses grupos (CRUZ & CARNEIRO, 2006). Foram formados 32
grupos, sendo 28 destes compostos por um sé gendtipo (1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 12, 13, 14,

15, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 27, 28, 29, 30, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40). Um grupo maior
englobou os gendtipos 11 (Nobreza), 24 (98N71), 31 (JAB 99102/4.2), 32 (JAB
99102/8.1) e 33 (JAB 99103/8.2). Houve ainda a formacdo de mais dois grupos: um
formado pelos genétipos 10 (BRSMG Lideranga), 16 (M-SOY 8400) e 17 (M-SQOY
8329) e outro pelos gendtipos 23 (98N41) e 26 (Foster). Tais resultados apresentaram-
se bem diferentes daqueles obtidos pelo coeficiente de Coincidéncia Simples.
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Tabela 7. Formacao de grupos através do método de otimizacao de Tocher, utilizando
o complemento aritmético do Coeficiente de Rogers e Tanimoto dos 40

gendtipos de soja resistentes ao NCS estudados.

Grupo Individuos
| 11, 31, 32, 33, 24, 30, 3, 29
| 16,17, 10
] 2,5,8,34,4
v 23, 26, 27
Vv 912,18
Vi 7,20

Vil 19, 22
Vil 1,6
IX 14, 36
X 15, 37
Xi 38, 40
Xl 39
Xl 35
XIv 21
XV 28
XVI 25
XVl 13

O método Ligagdo Completa — Vizinho Mais Distante (Figura 14) define a
similaridade entre dois grupos como aquela apresentada pelos individuos de cada
grupo que menos se identificam (MEYER, 2002). A partir desse método, 10
agrupamentos foram formados, abrangendo de 2 a 9 gendtipos, revelando alguns
grupos bem semelhantes ao mesmo agrupamento utilizando o complemento aritmético

do Coeficiente de Coincidéncia Simples. Alguns grupos apresentaram-se iguais ao
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método aplicado anteriormente, tais como: | (32, 33, 11, 31, 3, 29, 24, 30, 21); Il (16,
17,10); 1l (4, 28, 25); IV (9, 18, 19, 22, 13); V (2, 5, 12); VI (7, 20, 23, 26, 8, 34, 35).

O método de Ward (Figura 15) considera para formacgao inicial do grupo, aqueles
individuos que proporcionam a menor soma de quadrados dos desvios (CRUZ &
CARNEIRO, 2006). Tal método revelou 6 grandes grupos: | (32, 33, 11, 31, 24, 29, 30,
3,21); 11 (16, 17, 10); Il (15, 37, 14, 36, 39); IV (9, 18, 12, 19, 22, 13); V (6, 27, 1, 38,
40) e VI (28, 26, 7, 20, 2, 5, 8, 34, 35, 4, 28, 25).

A Ligacdao Média Dentro de Grupo (Figura 16) calcula a similaridade média dos
individuos do grupo e depois os coeficientes de similaridade do individuo que pretende
se juntar ao grupo. Este método apresentou 18 grupos com muita distribuicdo dos
genotipos e muitos grupos formados por apenas um genoétipo. Alguns gendtipos
mantiveram-se agrupados de forma semelhante aos outros métodos, mas com
alteragdes na composigao geral dos grupos.

O agrupamento por UPGMA (Figura 17) é, recentemente, o mais utilizado nos
estudos de divergéncia genética (DIAS, 1998; CRUZ & CARNEIRO, 2006), este
algoritmo ndo considera a estrutura de subdivisdo do grupo, dando pesos iguais a cada
individuo do grupo e calcula a similaridade média de um individuo que pretende se
juntar ao grupo ja existente (MEYER, 2002). Tal método propds a formacdo de 15
grupos, assim como o WPGMA (Figura 18), que difere do método anterior por ser nao
ponderado, ou seja, ndo aferir pesos diferentes aos individuos que ja se uniram o grupo
e aos que pretender se unir. Ambos, UPGMA e WPGMA apresentaram um padréo de
agrupamento completamente semelhante, com formagao de grupos iguais, fato também
observado em partes em relagdo ao Coeficiente de Coincidéncia Simples.

Na maioria das vezes, verifica-se que, apesar da estrutura final mostrar-se
parecida, ocorreram algumas alteracbes nos niveis em que 0s genétipos sao
agrupados. Entretanto, apesar de tal fato, existem gendtipos que se mantiveram no
mesmo grupo na maioria dos métodos aglomerativos, como os gendtipos 10 (BRSMG
Lideranca), 16 (M-SQOY 8400), 17 (M-SOY 8329), todos com fonte de resisténcia de
Peking; os gendtipos 3 (BRS Piraiba), 11 (Nobreza), 24 (98N71), 29 (Leflore), 30 (Jeff),
31 (JAB 99102/4.5), 32 (JAB 99102/8.1), 33 (JAB 99103/8.2), com a cultivar Peking



59

envolvida na genealogia; os genétipos 9 (FMT Cachara), 12 (Robusta), 18 (M-SOY
8757), também oriundos de Peking; os gendtipos 2 (BRS Jiripoca) e 5 (FMT Tucunaré),
compartilhando Peking e Pl 437654 em sua genealogia; os genétipos 19 (BRSMT
Pintado) e 22 (MGBR 9520937); entre outros.

As projecdes das distancias das dissimilaridades calculadas pelo Coeficiente de
Rogers e Tanimoto no espago bidimensional e tridimensional apresentaram-se menos
satisfatorias do que as obtidas pelo coeficiente de Coincidéncia Simples. A projecéo 2D
(bidimensional) revelou uma distor¢do de 47% e estresse de 51,8%, com correlagdes
entre as distancias originais e as estimadas de 0,55 (Figura 19). J& as projecées 3D
(tridimensionais) apresentaram uma menor distor¢cao, de 34,95% e estresse de 39,85%;
onde a correlagao entre as distancias originais e as estimadas foi de 0,66 (Figuras 20 e
21).

Enquanto que as projecdes 2D apresentaram uma certa dispersdo dos gendbtipos,
com os individuos 12 (Robusta), 16 (M-SOY 8400), 21 (Hartwig) e 35 (JAB99174/9.15)
mais afastados dos demais; as projecdes tridimensionais no plano revelaram uma
grande proximidade entre todos os gendtipos. Podem-se verificar claramente os
gendtipos 10 (Lideranga), 16 (M-SOY 8400) e 17 (M-SQOY 8329) mais unidos entre si e
um pouco mais afastados dos outros, concordando com métodos de agrupamento
hierarquicos e de otimizagdo. Novamente o genédtipo 21 (Hartwig) aparece mais
distanciado dos grupos, assim como o gen6tipo 12 (Robusta) e 0 35 (JAB99174/9.15).

A matriz dos gendtipos mais similares revelou muitas coincidéncias de

agrupamento, sendo Util como complemento para as analises (Tabela 8).
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Tabela 8. Dez gendétipos mais similares, em ordem decrescente, em relagdo a cada um

dos 40 gendtipos estudados com fonte de resisténcia ao nematdide de

cisto da soja, através do Coeficiente de Rogers e Tanimoto.

1/

Gen Mais similares Gen Mais similares

1 6, 27, 38, 30, 23, 34, 40, 21, 5, 29 21 24,30, 14, 29, 11, 18, 19, 22, 31, 32
2 5,6,8,24,4,23,34,11,12, 18 22 19, 24, 9,10, 11, 18, 33, 13, 20, 23
3 32, 29, 11, 24, 31, 33, 14, 15, 30, 36 23 26, 27,34, 5, 20, 35, 2, 8, 12, 22
4 5,34,8,7, 25, 28, 2, 26, 35, 6 24 11, 32, 22, 30, 31, 33, 5,29, 2,3
5 2,8,4,6,11,12,18, 24,9, 23 25 4,8,11, 31,5, 28, 18, 21, 30, 32
6 1,5,27,2,8, 18, 24, 30, 31, 32 26 23,34,12,5,7,9,27,35, 8,4
7 20,34, 8,4,26,6,18,5,9, 28 27 23,6,1,26,34,8,18,19, 22, 30
8 5,28,34,18,4,7,35,2,6, 12 28 8,4,5,7,34,2,12,18,9, 25

9 12,18, 22, 5,13, 26, 8,19, 7, 10 29 3, 24, 30, 32, 11, 18, 19, 21, 22, 31
10 17,16, 11,22, 13, 14, 19, 24, 31, 32 30 24,32, 33, 29, 6, 21, 31,1, 23, 27
11 31, 24, 32, 33, 5, 10, 3, 22, 29, 2 31 11, 32, 33, 24, 3, 6, 18, 30, 5, 10
12 9,5,26,8,23,2,18, 7,27, 28 32 31, 33, 11,24, 3, 30, 29, 6, 18, 5
13 9,10, 18,19, 22, 33,5, 11,17, 21 33 32,31, 11,24, 30, 3,19, 22, 10, 13
14 36, 10, 3, 15, 16, 21, 37, 39, 20, 29 34 8,4,7,23,26,35,5,27,2,6
15 17,37, 14, 3, 16, 32, 33, 36, 10, 29 35 34, 8, 23, 26, 4, 7, 20, 27, 38, 12
16 17,10, 14,15, 36, 11,22, 9, 13, 3 36 14, 37, 39, 40, 3, 15, 16, 10, 29, 38
17 16, 10, 15,11, 22,9, 13, 14,12, 19 37 15, 36, 14, 38, 3, 39, 34, 40, 2, 21
18 9,8,5,6,19,22, 31,32,7,13 38 1, 40, 37, 39, 34, 35, 36, 27,2, 6
19 22,18, 33, 9, 10, 13, 20, 27, 29, 11 39 36, 14, 20, 38, 40, 37,23, 34,2, 8
20 7,23, 8,19, 22, 39, 14, 26, 27, 29 40 38, 36, 39, 1, 2, 6, 37, 14, 23, 27

'Gen = gendtipos estudados
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4.3. Correlacao entre Matrizes

A correlagdo entre as matrizes de dissimilaridade obtidas pelos Coeficientes de
Coincidéncia Simples e de Rogers e Tanimoto revelou-se significativa a 1% de
probabilidade pelo Teste t e pelo Teste de Mantel baseado em 1000 simulagdes,
demonstrando-se altamente correlacionadas, com valor de correlagdo igual a 0,99409
(Figura 22).

O emprego dos dois coeficientes causou poucas alteragdes no agrupamento das
cultivares, o que também foi observado por DUARTE et al. (1999), na comparacgao de
oito coeficientes de similaridade, baseados em marcadores RAPD, em feijao; e ROCHA
(2000), que comparou oito coeficientes de similaridade por meio de marcadores RAPD

em batata e ndo observou alteragao no agrupamento dos gendétipos estudados.

4.4.Consideracoes Finais

A média aritmética dos coeficientes de dissimilaridade obtidos através do
complemento aritmético dos coeficientes de Coincidéncia Simples e Rogers e Tanimoto
apresentaram valores de reduzidos a médios, 0,36 € 0,50, respectivamente. PRIOLLI et
al. (2002), encontraram em seus estudos coeficientes de dissimilaridade entre 0,4 e 0,9,
quando realizam-se comparag¢des entre cultivares brasileiras de soja, através de
marcadores SSR. Os valores médios de similaridade também variaram em outros
estudos, como em SMITH et al. (2000), que evidenciou um valor médio de similaridade
de 0,38, utilizando marcadores RFLP e 0,36 utilizando marcadores SSR, em sorgo. Por
sua vez, ABDELNOOR et al. (1995) obtiveram média de similaridade de 0,82 em

estudos com marcadores RAPD em soja.
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Matriz 2: Coincidéncia Simples

i r=0,9%

Matriz 1: Rogers e Tanimoto

Figura 22. Correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade de Rogers e Tanimoto e de

Coincidéncia Simples.

Os resultados dos diferentes métodos aglomerativos confirmaram a existéncia de
uma estrutura natural de agrupamento em funcao da similaridade genética entre os
gendtipos. Ressalta-se, entretanto, a importancia do emprego de mais de um método
de agrupamento, em fungdo das diferengas na hierarquiza¢ao, otimizagcao e ordenacgao
dos mesmos. Isto permite que as classificagcbes dos grupos se complementem em
funcéo dos critérios que cada técnica utiliza, impedindo que inferéncias errbneas sejam
adotadas na alocacgao de genotipos dentro de um determinado subgrupo (Arriel, 2004).

Alguns métodos mais comumente utilizados como o Vizinho Mais Distante, Ward,
WPGMA e UPGMA foram considerados adequados ao agrupamento de genétipos no
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presente estudo, apresentando coincidéncia de resultados, inclusive com relagéo as
fontes de resisténcias encontradas nas genealogias dos genétipos. Conclusdes
semelhantes foram obtidas por ARRIEL et al. (2006) para gergelim e MEYER et al.
(2004) para genotipos de milho. Além disso, muitos estudos atualmente adotam apenas
o método UPGMA para analises de agrupamentos, como SMITH et al. (2000) com SSR
em sorgo; PEREIRA & KERR (2001) com RAPD em abacaxizeiro; OLIVEIRA et al.
(2002) com RAPD em citrus e AREIAS et al. (2006) com RAPD em arroz.

As projegcdes bi e tridimensionais ndo apresentaram indices satisfatérios,
sugerindo que tal método ndo € o mais adequado para esses tipos de dados e as
projecées nao sao eficientes para representar as matrizes de similaridade. De acordo
com CRUZ & CARNEIRO (2006) o processo de dispersao das medidas de
dissimilaridade no plano pode ser considerado satisfatério quando os coeficientes que
expressam o grau de distorcdo e o estresse sao inferiores a 20%, fato que n&o ocorreu
no presente estudo para quaisquer dos métodos utilizados. Tais resultados também
foram obtidos por MEYER et al (2004), que obtiveram valores de distorcdo entre 44 e
67% e estresse chegando a 71,35%, para marcadores AFLP e RAPD e para varios
coeficientes de similaridade ou dissimilaridade. EMYGDIO et al. (2003) em estudos com
gendtipos de feijao obtiveram, para o coeficiente de Coincidéncia Simples, distor¢do de
29,7%, correlagdo de 0,924 e estresse de 32,9% na projecao das distancias genéticas
em um espaco bidimensional. Para o coeficiente de Rogers e Tanimoto, encontraram
maiores problemas, assim como no presente estudo (51,8%), com distor¢cdo de 33%,
correlagdo de 0,008 e estresse de 61,4%, sendo o maior valor de estresse observado
pelos coeficientes de Russel e Rao e Rogers e Tanimoto, com niveis considerados
insatisfatérios.

Apesar de algumas diferencas na estrutura dos agrupamentos, e alteragdes nas
relagbes entre os gendtipos nos diferentes coeficientes, alguns genédtipos mantiveram-
se agrupados, com baixa dissimilaridade genética e outros se apresentaram mais

divergentes, em todos os agrupamentos.
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CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos, pode-se concluir que:

1. Os gendtipos de soja resistentes ao nematéide de cisto

apresentaram baixa divergéncia genética entre si;

2. Os marcadores microssatélites permitem identificar grupos similares
e gendtipos divergentes, apresentando-se eficientes no estudo de divergéncia
genética entre gendtipos de soja;

3. As projecdes no plano ndo apresentaram resultados satisfatérios;
4. A combinacdo das informacbes provenientes dos diferentes

métodos de agrupamentos mostrou-se eficiente na separacao dos gendtipos e
cultivares de soja em grupos distintos.
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