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RESISTENCIA DA SOJA A FERRUGEM ASIATICA E AO OIDIO: HERANCA DE
CARACTERES QUALI- QUANTITATIVOS E MAPEAMENTO GENETICO

RESUMO - Os fungos patogénicos Phakopsora pachyrhizi e Erysiphe diffusa causam a
ferrugem asiatica e oidio, respectivamente, em soja, e Sdo responsaveis por grandes
perdas nas areas sojicolas de muitos paises. O objetivo deste trabalho foi estudar a
heranca de caracteres qualitativos e quantitativos e mapear genes de resisténcia dessas
doencas, utllizando populacdes de plantas F, e F,.3 derivados dos cruzamentos entre os
gendtipos resistentes a ferrugem asiatica Pl 200487 e Pl 200526 com o gendtipo
suscetivel BRI98-641. Ambos o0s genotipos apresentaram um gene dominante para a
resisténcia, os quais foram mapeados no mesmo grupo de ligacdo da soja (GL-N).
Adicionalmente, as andlises quantitativas demonstraram que o modelo aditivo-dominante
foi suficiente para explicar a heranca dos dois caracteres, niumero de urédias e
severidade, mostrando que alguns genes adicionais de efeito menores podem contribuir
para a resposta da severidade da ferrugem asiatica nas duas popula¢des. No entanto, o
namero de urédias demonstrou ser menos influenciado pelas condicdes ambientais,
indicando que 0s genes podem estar concentrados apenas nos parentais resistentes,
evidenciando o carater de resisténcia. A severidade continua sendo importante na
selecdo, pois demonstra melhor o carater seletivo e pela facilidade de avaliacdo. Para
oidio da soja 0 gene de resisténcia foi mapeado em uma populacdo F,3, derivada do
cruzamento entre os genotipos BR01-22106 (resistente) e Pl 200487 (suscetivel). A
resisténcia ao oidio nesta populacdo foi determinada por um Unico gene dominante e
permitiu 0 mapeamento de um loco red no grupo de ligacdo C2 da soja. Os marcadores
associados ao Rpp e Red identificados neste trabalho mostraram-se potencialmente Gteis
na selecdo assistida de plantas resisténcia para o desenvolvimento de cultivares elites
carregando estes genes e para manter competitividade e sustentabilidade do agronegocio

brasileiro da soja.

Palavras-Chave: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, Erysiphe diffusa, microssatélites,

resisténcia a doenca.
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SOYBEAN RESISTANCE TO ASIAN RUST AND POWDERY MILDEW: INHERITANCE
OF QUALI-QUANTITATIVE CHARACTERES AND GENETIC MAPPING

SUMMARY - The pathogenic fungi Phakopsora pachyrhizi and Erysiphe diffusa cause the
Asian rust and powdery mildew diseases, respectively, in soybean and are responsible for
severe yield reduction around the world. The aim of this work was to study the inheritance
of qualitative and quantitative resistance characters and to map disease resistance genes
in F, e F,.3 soybean populations, derived from the crosses between Asian rust resistance
genotypes, Pl 200487 and Pl 200526, with the susceptible genotype BRI98-641. Both
genotypes revealed a dominant resistance gene that was mapped in the same soybean
linkage group (LG-N). In addition, quantitative analysis demonstrated that the additive-
dominant model was sufficient to explain the inheritance of both characters, number of
uredinia and severity, showing that some additional genes can contributed to soybean
response to Asian rust severity in the two populations. However, the number of uredinia
showed to be less influenced by environmental conditions, demonstrating that gene could
be concentrated the in P1 200487 and Pl 200526 and be evidence for resistance character.
The severity remains important in the selection process because showing the best
selective character and the available to evaluation. For powdery mildew, the resistance
gene was mapped on linkage group C2 in a F,3 populations derived from the cross
between BR01-22106 (resistant) and Pl 200487 (susceptible) genotypes. The powdery
mildew resistance was determined by one dominant gene, mapped on linkage group C2 of
soybean. The associate markers to Rpp and Red genes will be very useful to assist the
selection of resistant plants on the development of elite cultivars carrying these genes and
keep the competitiveness and sustainability of soybean Brazilian agribusiness.

Keywords: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, Erysiphe diffusa, microsatellites, disease

resistance.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A cultura da soja vem se expandindo progressivamente, tornando-a de grande
importancia econdmica no mundo. Atualmente, sdo produzidas, por ano, cerca de 236
milhdes de toneladas deste grao. Nesse contexto, o Brasil aparece como o segundo maior
produtor, com uma producdo de 60,2 milhdes de toneladas na safra 2007/08,
aproximadamente 25% de toda a producdo mundial. De modo geral, estresses bidticos e
abidticos limitam a distribuicdo geografica das culturas e acarretam reducdes significativas
no crescimento e na produtividade de espécies economicamente importantes (CONAB,
20009).

Algumas doencas fangicas tém recebido grande atencdo devido aos prejuizos que
tém causado a producédo de soja. Dentre elas, a ferrugem asiatica € atualmente a principal
doenca que acomete a producédo de soja no Brasil e uma das mais importantes do mundo.
Outra doenca, o oidio da soja, também tem apresentado severa incidéncia em diversas
cultivares em praticamente todas as regides sojicolas, desde os Cerrados até o Rio
Grande do Sul (SARTORATO & YORINORI, 2001).

A primeira doenca denominada como ferrugem asiatica da soja (Phakopsora
pachyrhizi Sydow & Sydow), é descrita na literatura apresentando cinco genes resistentes
dominantes, classificados como Rppl a Rpp5 (CHENG & CHAN, 1968; HIDAYAT &
SOMAATMADJA, 1977; BROMFIELD & HARTWIG, 1980; HARTWIG, 1986; GARCIA et
al., 2008), sendo que os genes Rppl e Rpp3 ndo sdo mais efetivos no Brasil devido a alta
viruléncia do patégeno, e 0s outros genes que permanecem efetivos ja foram mapeados
através de marcadores moleculares nos grupos de ligacdo J, G, N e C2 da soja (SILVA et
al., 2008; GARCIA et al., 2008; HYTEN et al.,, 2009). Além destes genes, existem

genotipos que possuem genes de resisténcia a ferrugem como, Hyuuga e a Pl 200492,
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nos quais ainda ndo se determinou a relagdo com os genes Rpp, porém localizados nos
grupos de ligacdo C2 e G (HYTEN, 2006; MONTEROS et al., 2007)

Outra doenca que acomete 0s niveis de producdo da soja em varias regides
brasileiras € o oidio da soja [Erysiphe diffusa (Cooke & Peck) BRAUN & TAKAMATSU,
2000], que a partir da safra 1996/1997 teve uma maior importancia decorrente a diversos
surtos epidémicos relatados. Estudos de heranca identificaram a presenca de um Unico
gene dominante controlando a resisténcia ao oidio (GONCALVES et al., 2002; UNEDA-
TREVISOLI et al., 2002; ARIAS et al., 2004). No entanto, muitos dos gendétipos de soja
ainda ndo foram mapeados, abrindo a possibilidade de se identificar um novo gene de
resisténcia ao oidio da soja como ocorreu nos estudos que identificaram o gene de
resisténcia ao oidio (Rmd) mapeado no grupo de ligacdo J (POLZIN et al., 1994).

O desenvolvimento de gendtipos de soja resistentes as principais doencas € uma
necessidade para a agricultura do pais. O alto custo de um programa de melhoramento
genético, principalmente, devido as avaliacdes extensivas dos genoétipos, indica a
necessidade da criacdo de estratégias para aumentar sua eficiéncia. Mecanismos de
selecdo que possibilitem identificar genotipos promissores, logo no inicio da fase de
avanco de geracles, apds 0s cruzamentos, sdo de grande interesse, por exemplo, a
identificacdo de marcadores moleculares ligados a genes que conferem resisténcia a
patdgenos. A utilizacdo de marcadores moleculares pode, ainda, permitir a localizac&o
gendmica dos locos de resisténcia, 0 que cria a possibilidade de clonagem dos mesmos
através de estratégias de clonagem posicional, facilitando assim a piramidacao de genes
em cultivares elites, aléem de facilitar o entendimento de mecanismos moleculares e
evolucdo de resisténcia a doencas permitindo a selecdo de marcadores moleculares em

programas de melhoramento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Soja

A soja € uma planta da familia Fabaceae género Glycine. A espécie cultivada no
Brasil é a Glycine max (L.) Merrill. Antes de existirem registros escritos sobre a sua
utilizacdo, sabe-se que a soja era um grdo fundamental para a alimentacdo na Asia,
especialmente na China, Japao e Coréia. A producédo e consumo de soja nao teve grande
expressao fora da Asia até 1900, mas desde entdo o seu consumo na Europa, América e
Africa aumentou exponencialmente e esta cultura assumiu significativa importancia tanto
na alimentacdo humana como animal. Atualmente, os paises com maior producao do grao
sao os Estados Unidos, o Brasil e a Argentina.

A produgdo mundial corresponde a 236,08 milhdes de toneladas, com uma éarea
plantada de 93,9 milhdes de hectares. Este complexo agroindustrial da soja movimenta
aproximadamente US$ 215 bilhdes/ano (USDA, 2008). A sojicultura brasileira apresenta
nameros expressivos que traduzem a grande importancia econémica e social que a
atividade gera para a economia do pais. O Brasil consolida-se como o segundo maior
produtor mundial, com &rea plantada de 21,25 milhdes de hectares, 0,3% menor que a da
safra 2007/2008, estima-se uma reducdo de producdo na ordem de 3,8% (2,3 milhdes de
toneladas) em relacdo a safra anterior. Tal fato se deve as estiagens ocorridas na Regido
Sul, sobretudo no Parana e Rio Grande do Sul, e na Regido Centro Oeste, principalmente
no Mato Grosso do Sul, que contribuiram para a reducéo da produtividade média do pais,
afetando, sobremaneira, a producdo nacional estimada em 57,76 milhdes de toneladas
(CONAB, 2009).

O Brasil é o maior exportador do mundo em gréos de soja, tendo também
participacdes no farelo e no 6leo de soja. O quadro de oferta e demanda mostra que o
pais exporta em média 40% do que produz, demonstrando a dependéncia do comeércio
exterior. Isto o torna vulneravel as incertezas da economia mundial. Ainda assim, as
expectativas sdo de estabilidade nas cotacdes ao longo do ano de 2009, principalmente
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porque, ao contrario do milho, basicamente ndo ha outra commodity que concorra com a
soja no que se refere ao teor protéico a ser usado no arragcoamento (CONAB, 2009).

Nosso pais é o Unico entre os maiores produtores mundiais de soja que tem
capacidade de expandir sua area plantada e, consequentemente, aumentar sua producao
podendo, desta forma, alcancar o primeiro lugar como produtor mundial.

O complexo soja é formado por soja em graos, 6leo de soja bruto, 6leo de soja
refinado, farelo de soja e demais 6leos e derivados do 6leo. Com uma cadeia produtiva
organizada e eficiente distribuida por todo o pais, a soja deve ser uma das principais
opcbes de matéria-prima na producdo de biodiesel. Esta planta fornece alimento para o
homem, para os animais domeésticos e matérias-primas para a industria. Avaliando-se o
agronegocio sojicola brasileiro, por tras de todo o caminho que percorre a producdo do
grdo até chegar as maos dos consumidores, ha uma cadeia que gera empregos,

pesquisa, movimenta economias locais e gera conhecimento global.

2.2 Doencas que ocorrem na soja

A ampliacdo da sojicultura para novas fronteiras agricolas com diferentes
condicbes edafo-climaticas tem aumentado as demandas por tecnologias que déem
sustentacdo ao sistema de producdo, como a resisténcia genética as doencas. Entre os
principais fatores que limitam a obtencdo de altos rendimentos estdo as doencas.
Aproximadamente 40 doencas que acometem a cultura da soja causada por fungos,
bactérias, nematdides e virus ja foram identificadas no Brasil. Esse nimero continua
aumentando com a expansdo da soja para novas areas e como consequéncia da
monocultura. A importancia econémica de cada doenca varia de ano para ano e de regiao
para regido, dependendo das condicdes climaticas de cada safra. As perdas anuais de
producdo por doencas sdo estimadas em cerca de 15% a 20%, entretanto, algumas
doencas podem ocasionar perdas de quase 100% se constituindo deste modo uma
ameaca a produtividade e competitividade da soja nacional (EMBRAPA, 2008).



2.2.1 Ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi)

2.2.1.1 Agente causador

A soja é infectada por duas espécies de Phakopsora que causa a ferrugem:
Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur, nativa do Continente Americano, ocorrendo desde
Porto Rico, no Caribe, até o sul do Parana, e a ferrugem mais agressiva Phakopsora
pachyrhizi Sydow & Sydow, presente na maioria dos paises asiaticos, na Austrdlia, na
Africa (Zambia, Zimbabue e Africa do Sul) e ausente nas Américas até a safra 1999/00. A
partir de 1992, apés comparacbes com espécimes americana e asiatica, a espécie P.
meibomiae foi considerada pouco agressiva a soja e raramente provocando perdas,
ocorrendo em condicbes de temperaturas amenas e umidade relativa elevada, diferente
do fungo P. pachyrhizi, que esta adaptado a temperaturas que variam de 15°C a mais de
30°C e que pode causar severas perdas na cultura de soja em todas as regides onde
ocorram periodos de molhamento de folha por mais de 10 horas. Atualmente a
diferenciacdo pode ser realizada a partir de amostra de DNA através de estudos
moleculares das sequéncias internas transcritas (Internal Transcribed Spacer - ITS)
(FREDERICK et al., 2002).

2.2.1.2 Histérico da doenca

A ferrugem asiatica da soja P. pachyrhizi, foi descrita pela primeira vez no Japéo
em 1902. Em 1914 surgiu em carater epidémico em varios paises no sudoeste da Asia e,
em 1976, foi descrita em Porto Rico (VAKILI & BROMFIELD, 1976). Em janeiro de 1998
foi constatada em Uganda, Kenia e Ruanda, e em marco de 2001 foi detectada na Africa
do Sul, tendo atingido carater epidémico em 2002. No continente Sul-americano foi
descrito pela primeira vez no Brasil em 1979, no municipio de Lavras (MG) (DESLANDES,
1979). No entanto, foi motivo de grande preocupagdo somente a partir da safra
2001/2002, onde no Paraguai causou danos de até 50%, em areas ndo protegidas
(MOREL PAIVA, 2001). Na safra 2001 também foram verificados focos no Brasil, contudo
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as maiores perdas foram verificadas nas safras seguintes. Em 2002 a doenga foi
verificada na Argentina, na Bolivia em 2003, e no Uruguai, Coldmbia e Estados Unidos
em 2004. No Brasil, desde sua deteccdo em 2002, a doenga atingiu disperséo em
praticamente 100% da area de cultivo, provocando dano estimado em aproximadamente
10%, embora em diversas regides tenha sido superior a 50%. Desde a primeira deteccao,
a importancia da ferrugem asiatica no Brasil tornou-se incontestavel devido principalmente

as perdas severas que tem causado na cultura da soja.

2.2.1.3 Epidemiologia

Os uredosporos séo facilmente disseminados pelo vento, para lavouras proximas
ou a longas distancias, porém, ndo sdo transmitidos pela semente. Supde-se que esporos
do fungo tenham atravessado o Oceano Atlantico ou o Oceano Pacifico, vindo dos paises
do Sul da Africa (Zimbabue e Zambia, desde 1998, ou Africa do Sul, em 2001), onde a
doenca tem causado severas perdas, ou da Australia, onde a ferrugem ocorre ha vérias
décadas (EMBRAPA, 2003).

O processo infeccioso inicia-se quando os ureddsporos germinam e produzem um
tubo germinativo que cresce através da superficie da folha até formar um apressério. A
penetracdo ocorre diretamente através da epiderme, ao contrario das outras ferrugens
que penetram através dos estdbmatos. As urédias podem se desenvolver de 5 a 10 dias
apos a infeccéo e os esporos dos fungos podem ser produzidos por até trés semanas.

De modo geral, as ferrugens sdo parasitas obrigatorios (biotroficos), desenvolvendo
estratégias eficientes para explorar células vivas como fontes de alimento. O ciclo de vida
folhas de soja, na face superior ou inferior, € germinam se a temperatura for favoravel e
se houver pelo menos seis horas de molhamento foliar. Dos ureddsporos germinados
forma-se um tubo germinativo, capaz de penetrar os tecidos foliares. Na infeccéo por P.
pachyrhizi, a penetracdo ocorre diretamente pela epiderme intacta, podendo também
ocorrer pelos estbmatos (ZAMBOLIN, 2006).
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Nas ferrugens em geral, o tubo germinativo forma um apressorio, estrutura que
facilita a penetracdo da hifa. No tecido foliar, a hifa de infec¢cdo entra em contato com uma
célula do mesofilo formando a célula mae do haustério, que realiza a penetracdo nas
células hospedeiras e a diferenciacdo do haustoério. Esta € uma estrutura altamente
ramificada, delimitada pela membrana celular da célula hospedeira, denominada de
membrana extra-haustorial, formada pela matriz extra-haustorial e pela parede celular do
fungo. O haustorio proporciona uma ampla superficie de contato com a célula hospedeira
e através dele sdo adquiridas quantidades massivas de aclUcares e aminoacidos por
mecanismos de simporte a favor de gradiente de prétons. Propde-se que a formacao
desta estrutura dependa de compostos volateis, como o nonanal, decanal e acetato de

hexenil, emitidos pelo hospedeiro (MENDGEN et al., 2006; PANSTRUGA, 2003).

2.2.1.4 Sintomatologia

Os sintomas da ferrugem podem aparecer em qualquer estaddio de
desenvolvimento da planta, como em cotilédones, folhas e hastes, sendo mais
caracteristicos nas folhas. Os primeiros sintomas sdo caracterizados por minusculos
pontos mais escuros do que o tecido sadio da folha, de coloracdo esverdeada a cinza-
esverdeada, com correspondente protuberancia (urédia) na face inferior da folha. As
urédias aparecem predominantemente na superficie inferior, mas podem,
esporadicamente, aparecer na superficie superior das folhas (TECNOLOGIA..., 2008).

Progressivamente, as urédias adquirem cor castanho-clara a castanho-escura,
abrem-se em um minusculo poro, por onde sao liberados os uredosporos. Os
ureddsporos, inicialmente de coloragao hialina (cristalina), tornam-se bege e acumulam-se
ao redor dos poros ou sdo carregados pelo vento. A medida que prossegue a
esporulacéo, o tecido da folha ao redor das primeiras urédias adquire coloragao castanho-
clara (lesdo do tipo TAN) a castanho-avermelhada (lesdo do tipo Reddish Brown - RB),
formando as lesdes que séo facilmente visiveis em ambas as faces da folha. As urédias

gue deixaram de esporular apresentam as pustulas, nitidamente, com os poros abertos, o
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gué permite distinguir da pustula bacteriana, que frequentemente tem sido confundida

com a ferrugem.

2.2.1.5 Perdas

No Brasil, na safra 2001/02, a ferrugem asiatica ocasionou perdas de graos
estimadas em 569 mil toneladas, equivalente a US$125,5 milhBes. Na safra seguinte
(2002/03), os prejuizos atingiram mais de US$1,3 bilhGes refletindo em um volume de
perda de gréos, estimado em 758 milhGes de dodlares, e o gasto com o controle quimico,
avaliado em 592 milhdes de dolares (YORINORI & LAZZAROTTO, 2004). Na safra
2003/2004, a perda em volume de graos foi estimada em cerca de 4,6 mil toneladas e a
doenca foi observada no RS, SP, PR, MT, GO e BA. Além da seca ocorrida no periodo, a
disseminacdo do patdgeno no territério brasileiro tem sido apontada como causa da
reducdo de produtividade do grdo. Os prejuizos neste periodo foram avaliados em
aproximadamente US$ 2,286 bilhdes, refletindo um volume de perda de grdos de US$
1,225 bilhées, um gasto com controle quimico de US$860 milhdes e uma reducdo na
arrecadacdo de impostos para o governo de US$201 milhdes (YORINORI &
LAZZAROTTO, 2004).

Na safra 2006/2007 as perdas foram ainda maiores. De acordo com o
levantamento da Embrapa, o prejuizo causado pela ferrugem nesta safra foi de US$ 2,19
bilhdes s6 em perdas de gréos. Estima-se que os prejuizos pela reducdo da producédo do
grao causado pelo fungo da ferrugem asiatica, na safra brasileira de 2007/2008, foram de
418,5 mil toneladas, representando 1% da producdo nacional, e exibindo financeiramente
um prejuizo de US$204,5 milhdes, que somado ao gasto para o controle da doenga,
resultou em um custo total de US$1,97 bilh&o. As perdas mais amenas da ultima safra,
bastante favoraveis aos produtores, resultaram de praticas de manejo adotadas durante a
mesma, como 0 “vazio sanitario” (periodo sem plantas de soja vivas no campo), de 60 a
90 dias, com o objetivo de reduzir a quantidade de in6culo da ferrugem nos cultivos da
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safra verdo, além da condicdo climatica desfavoravel a manutengcédo e multiplicacdo do
fungo na entressafra de 2007 (EMBRAPA, 2008).

2.2.1.6 Controle dadoenca

A evolugcdo desta doenca na América do Sul provocou um esforgo coletivo de
diversas instituicbes com o objetivo de produzir uma das mais significativas alteracdes
nos diversos conceitos relacionados ao manejo e controle de doencgas foliares em cultivos
anuais de grande escala. Produto deste esfor¢o, diversos posicionamentos foram
ajustados a uma realidade em que a grande escala € uma plena realidade e cujas
respostas necessitaram ser adequadas tanto do ponto de vista operacional como
logistico. Um enfoque multidisciplinar tem sido empregado ao manejo desta doenca ja que
estudos sobre 0 manejo de nutrientes e genético vém evidenciando através de resultados
obtidos com um controle quimico da ferrugem da soja.

A utilizacdo de cultivares resistentes seria 0 método mais viavel de controle. No
entanto, até o momento, ndo estdo disponiveis cultivares com resisténcia completa ao
patdgeno. Contudo, uma grande variacdo € observada entre cultivares no periodo de
laténcia e na taxa de progresso da doenca, parametros da resisténcia parcial. Esta
caracteristica, intrinseca a cada cultivar, pode ser aliada ao melhor gerenciamento do
controle quimico.

O fator de maior relevancia para o controle quimico € o momento da aplicacao.
Aplicacdes realizadas de forma preventiva tém propiciado maior eficiéncia de controle,
além do periodo residual dos fungicidas ser preservado. As aplicacdes realizadas de
forma curativa além de comprometer a eficacia de controle do fungicida, sdo realizadas
apos a planta ja ter sofrido o estresse metabdlico, devido a interacdo patdégeno-
hospedeiro, no sentido de impedir o progresso da doenca. De qualquer maneira,
problemas gerenciais tém se caracterizado pelo maior entrave a adocdo das estratégias
corretas de controle.



10

2.2.1.7 Gendtipos resistentes

No patossistema soja-ferrugem asiatica ha relatos da existéncia de cinco genes
dominantes controlando a resisténcia, denominados de Rppl, Rpp2, Rpp3, Rpp4 e Rpp5,
identificados em introducbes de plantas (CHENG & CHAN, 1968; HIDAYAT &
SOMAATMADJA, 1977; BROMFIELD & HARTWIG, 1980; HARTWIG, 1986; GARCIA et
al., 2008). No entanto, a estabilidade dessa resisténcia é preocupante, devido ao
patégeno apresentar alta diversidade genética, dificultando o desenvolvimento de
cultivares que sejam efetivas por longo periodo (HARTMAN et al., 1994). Vinte racas de
ferrugem asiatica foram identificadas em amostras coletadas em plantas de soja e
hospedeiros selvagens no Japéao (YAMAOKA et al., 2002), nove racas em 42 isolados em
Taiwan e 59 racas em 69 isolados na Tailandia. No Brasil, embora ndo haja comprovacao
cientifica, devido a inexisténcia de trabalhos com hospedeiros diferenciadores de racas
até o momento, admite-se que haja também inimeras racas fisiolégicas do patégeno em
campos de soja. A resisténcia mediada pelos genes dominantes Rpp é monogénica e
raca-especifica, frequentemente explicada pela teoria gene-a-gene.

A resisténcia parcial ou a resisténcia que reduz a taxa de infeccdo foi também
relatada para a ferrugem onde linhagens com resisténcia parcial em avaliacées de campo
foram classificadas como moderadamente resistentes, uma vez que poucas lesdes se
desenvolveram durante o ciclo da cultura. De acordo com HARTMAN et al. (1994), a
identificacdo e a utilizacdo da resisténcia parcial, em programas de melhoramento de
soja, tém sido limitadas. Os métodos de avaliacdo consomem tempo e dificultam a
incorporacdo em programas de melhoramento.

Dois tipos de resisténcia, a horizontal e a vertical, sdo observados entre o0s
genotipos de soja (BROMFIELD & HARTWIG, 1980). A vertical € a mais utilizada devido a
facilidade de ser trabalhada, mas tem sido quebrada com facilidade, indicando a presenca
de racas do fungo, como aconteceu com a resisténcia conferida pelos genes Rppl e
Rpp3 que foi quebrada pela nova raca. Por isso, a obtencdo de cultivares de soja

resistente a ferrugem asiatica € um grande desafio para a pesquisa.
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Ja a resisténcia horizontal envolve a redugdo na taxa de desenvolvimento da
doenca, sendo mais efetiva contra um nimero maior de racas do patdgeno. Entretanto, a
quantificac@o deste tipo de resisténcia € mais dificil, limitando sua utilizacdo (TSCHANZ &
WANG, 1985). Devido as limitacdes no emprego de estratégias para obtencdo de
gendtipos apresentando ambos os tipos de resisténcia, outros métodos tém sido
utilizados, com o objetivo de evitar reducdes de produtividade devido a ocorréncia da
doenca, dentre eles o estudo de tolerancia de cultivares.

O mapeamento utilizando marcadores moleculares possibilitou até o presente
momento a identificacdo e localizacdo de genes de resisténcia a ferrugem. Um primeiro
estudo foi realizado na cultivar FT2, onde foi mapeado o gene de resisténcia RppFT2 no
grupo de ligacdo C2 (BROGIN, 2005). No mesmo grupo de ligacdo, no gendtipo japonés
Hyuuga, este gene foi posicionado entre os marcadores Satt460 e Satt307 a 0,8cM e
2,4cM, respectivamente (MONTEROS et al., 2007). O gene da cultivar FT2 ndo esta mais
ativo no Brasil devido a alta diversidade e viruléncia do patégeno que teve sua resisténcia
quebrada, permanecendo ativo somente 0 gene presente no genétipo Hyuuga. HYTEN
(2006) relata que no grupo de ligacdo C2 da soja, na mesma posicao onde esté localizado
o0 marcador Satt460, encontra-se posicionado o gene de resisténcia a ferrugem Rpp3,
mapeados nos genadtipos P1462312 e PI578457. O locus Rppl mapeado no grupo de
ligacdo G confere resposta imune ao isolado de ferrugem india-73-1, este locus Rpp1 foi
mapeado entre os marcadores Sct_187 e Sat_164, a uma distancia de 0,4 cM de ambos
os marcadores (HYTEN et al., 2007). SILVA et al. (2008) mapearam 0s genes Rpp2 e
Rpp4 em regides consideradas hot spots para genes de resisténcia. O locus Rpp2 foi
mapeado por volta de 25 cM de um cluster para genes de resisténcia no grupo de ligacao
J da soja. O locus Rpp4 foi mapeado no grupo de ligacdo G. Locus de caracteristica
guantitativa (QTLs) para genes de resisténcia a varias doencas também tem sido

reportados nessa regio.
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2.2.2 Oidio da soja (Erysiphe diffusa sin. Microsphaera diffusa)

2.2.2.1 Agente causador

Os oidios constituem um dos mais importantes e bem estudados grupos de fungos
parasitas de plantas. O termo “oidios” tem sido usado para designar a doenca como
também a classe de fungos ascomicetos, pertencentes a ordem Erysiphales, familia
Erysiphacea. Eles séo facilmente reconhecidos por formarem colbnias esbranquicadas de
aspecto pulverulento sobre as superficies de partes aéreas de plantas vivas. Além de sua
simplicidade, a expressédo “oidios” detém a vantagem de descrever diretamente a forma
dos esporos imperfeitos dessa doenca (STADNIK & RIVERA, 2001). O oidio da soja tem

sido causado pela fase anamorfa Pseudoidium, que € caracterizada por conidi6foros

produzindo apenas conidios e apressorios.

2.2.2.2 Morfologia

As caracteristicas de todas as estruturas dos oidios podem ser de grande valor
taxondmico. Para os fungos de caracteristicas anamoérfica, o micélio priméario é hialino e
com paredes finas. As paredes das hifas, conidios e estruturas peridiais sdo estruturas
muito uniformes (BRAUN, 1995). Os apressorios sdo estruturas protuberantes laterais das
hifas, responsaveis pela fixagcdo do micélio a superficie foliar e iniciacdo do haustério. Eles
também ocorrem no final dos tubos germinativos de conidios. Os haustorios sédo formados
dentro de células epidérmicas ou, raramente, em células de camadas mais profundas. Os
haustorios aparecem como estruturas globosas a periformes.

A resisténcia do hospedeiro a oidios pode ser vista como a capacidade de planta
evitar ou atrasar a penetracdo e/ou o0 subsequente desenvolvimento do fungo.
Resumidamente as plantas podem reagir ao ataque fungico pela formacéo de papilas,
reacOes de hipersensibilidade, sintese de compostos antimicrobianos e/ou alteracfes

metabodlicas em seus tecidos. Porém, independentemente da resposta ao ataque, o
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metabolismo dos vegetais infectados € afetado sensivelmente como consequéncia da
interacdo entre 0 patdgeno e o seu hospedeiro (STADNIK & MAZZAFERA, 2001).

2.2.2.3 Histérico

O oidio da soja, causado pelo fungo ascomiceto (E. diffusa), € uma das doencas
mais antigas dessa leguminosa, provocando perdas de até 40% no rendimento.

O oidio foi observado primeiramente na Alemanha em 1921 (WAHL, 1921). Na
América seu primeiro relato foi em 1931, nos Estados Unidos (LEHMAN, 1931). Desde
entdo a doenca tem sido relatada em diversos paises da América do Norte e Sul, como,
Brasil, Canada, Peru, Porto Rico, Venezuela, Bolivia, Paraguai e Argentina (PLOPER et
al, 1999), Asia (Republica Popular da China) e Africa (Africa do Sul).

O oidio foi inicialmente identificado em plantas de soja em casa de vegetacdo e a
campo, em final de ciclo de cultivares tardias, sem causar danos significativos. Somente
apos varios anos € que a doenca passou a causar reducao de rendimentos. No Brasil, até
a safra de 1995/96, o oidio era considerado uma doenca secundaria na economia
agricola. Era observada principalmente em casas de vegetacdo e a campo, em cultivares
tardias, ao final da safra (abril-maio) na Regido Sul, e nas regides altas dos Cerrados, em
altitudes acima de 800m e em cultivos de invernos sob irrigacdo com pivd central. Na
safra de 1996/97, favorecida por um clima chuvoso e temperaturas amenas, uma
epidemia de oidio atingiu as cultivares suscetiveis, envolvendo todas as areas de
producdo de soja. ApOs essa epidemia, houve uma alteragcdo do clima nas safras
subsequentes com predominancia de estiagem e altas temperaturas, restringindo as
areas mais afetadas as regides Sul e dos Cerrados (SARTORATO & YORINORI, 2001).

2.2.2.4 Epidemiologia

Um estudo detalhado do processo de germinacéo, de infeccéo e de reproducédo de
E. diffusa foi realizado por MIGNUCCI & CHAMBERLAIN (1978), utilizando a cultivar de
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soja Harasoy. A germinacdo ocorreu sobre a folha ap6s 3 horas de inoculagdo. Com oito
horas o apéndice de infeccdo penetra nas células epidérmicas. O fungo penetra nas
cuticulas e forma os haustérios nas células epidermais, ndo infectando as células do
mesofilo e ndo penetrando na cAmara estomatica. As colbnias se formam a medida que
as hifas se estendem e se ramificam. A formacao de conidios inicia-se 108 horas apos a
inoculagdo. Com 144 horas da inoculacdo, a célula na extremidade do conidi6foro
apresenta um conidio bem definido com trés a cinco células por conidiéforo. O rapido
crescimento do fungo resulta na distribuicdo de colbnias e no surgimento de novas
colénias, mas ndo causa sintoma visivel. O aumento da infeccao inibe significativamente
a fotossintese e, ao contrario de outros patdégenos, a E. diffusa inibe substancialmente a
transpiracao.

Estudos sobre o efeito da temperatura no desenvolvimento do oidio mostraram que
guanto mais baixa a temperatura, mais rapido e severo foi 0 desenvolvimento do fungo. A
temperatura mais favoravel é de 18°C, sob a qual, as reacdes de resisténcia e
suscetibilidade entre as cultivares podem ser distinguidas (MIGNUCCI et al., 1977). Para
a ocorréncia de oidio, as condi¢cbes mais favoraveis sado a baixa umidade do ar (clima
seco) e temperaturas amenas (18-22°C) (REIS, 2004). BALARDIN (2002) afirma que
temperaturas superiores a 30°C inibem o desenvolvimento da doenca. O molhamento
foliar € um fator inibidor no estabelecimento do oidio. Esta é uma das razdes pelas quais
a doenca apresenta uma severidade elevada durante os estadios vegetativos.
Precipitacdo intensa e frequente pode se constituir em um fator inibidor ao

desenvolvimento do oidio.

2.2.2.5 Sintomas e desenvolvimento da doenca

Patogenos causadores de oidios sdo parasitas biotroficos obrigatérios de plantas,
gue para obtencdo de nutrientes formam haustérios no interior das células do hospedeiro,
sem, no entanto, mata-las. O fungo E. diffusa desenvolve-se em baixa umidade relativa

do ar e em temperaturas amenas e seus sintomas sdo observados em toda parte aérea
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da soja, incluindo folhas, hastes, peciolos e vagens (YORINORI, 1986; SINCLAIR &
HARTMAN, 1999; HUCKELHOVEN, 2005). Os sintomas apresentados pelo oidio podem
variar de clorose, ilhas verdes, manchas ferruginosas, desfolha acentuada ou a
combinacdo desses sintomas, dependendo da reacdo das cultivares. Manchas cloréticas
e necrose nas nervuras indicam reacao de hipersensibilidade (SINCLAIR & HARTMAN,
1999). Todavia, o sintoma mais evidente é a propria estrutura (sinal) branca e
pulverulenta do fungo sobre as superficies das partes infectadas. O fungo pode se
desenvolver abundantemente sobre as partes infectadas sem apresentar sintomas
visiveis. Com o passar dos dias, a coloracdo branca do fungo muda para castanho-
acinzentado, dando aparéncia de uma cobertura de sujeira nas duas faces da folha.
Embora raramente causem a morte da planta, eles exaurem as suas reservas nutricionais
gue poderiam ser utilizadas para fins produtivos, reduzindo a atividade fotossintética em
até 50%, e perdas de rendimento de até 35% (DUNVLEAVY et al., 1978; MIGNUCCI &
BOYER, 1979, PHILLIPS, 1984)

Tanto o patégeno, como o desenvolvimento dos sintomas parece ser afetado pela
cultivar, idade e posicéo da folha e idade da planta no momento da inoculacdo. Em geral,
as folhas inferiores de plantas mais jovens sdo mais suscetiveis do que folhas superiores
(MIGNUCCI & LIM, 1980).

2.2.2.6 Perdas

Nos niveis de producdo da soja, em varias regides brasileiras, o oidio da soja a
partir da safra 1996/1997, teve maior importancia decorrente aos diversos surtos
epidémicos relatados desde a regido Sul até as regides Sudeste e Centro Oeste do Brasil,
causando perdas de producdo de até 25% (REIS et al.,, 1997, EMBRAPA, 2003),
principalmente no Sul e nas chapadas altas dos Cerrados. A falta de resisténcia na
maioria das cultivares e quebra da resisténcia nas cultivares que a apresentavam tém
exigido um grande controle quimico nessas regides. O mesmo ocorre na Bolivia, onde a
soja é cultivada no inverno (STADINIK & RIVERA, 2001)
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2.2.2.7 Controle da doencga

O método mais eficiente de controle do oidio é através do uso de cultivares
resistentes. Devem utilizar cultivares que sejam classificadas como resistentes a
moderadamente resistentes ao fungo. Outra forma de evitar perdas do oidio é ndo semear
cultivares suscetiveis nas épocas mais favoraveis a ocorréncia da doenca, tais como
semeaduras tardias ou safrinha e cultivo sob irrigagcdo no inverno. O controle quimico,
através da aplicacdo de fungicidas foliares, pode ser utilizado. Os fungicidas se
constituem em uma medida adicional de controle de doencas foliares, principalmente
guando ocorrem condi¢des climaticas favoraveis, e quando as cultivares que possuem
resisténcia genética ndo é recomendado para a regido de cultivo ou ndo estédo disponiveis
para o plantio (EMBRAPA, 2008).

Nos Estados Unidos, além da ocorréncia esporadica (GRAU, 1985), o oidio deixou
de ser uma doenca de importancia econdmica devido ao uso de cultivares resistentes e,
portanto, ndo ha recomendacdo de fungicidas (SINCLAIR & HARTMAN, 1999). No
entanto, em paises como Argentina, Brasil, Paraguai e Bolivia (cultivo de inverno), o uso
de fungicidas ainda se faz necessario (SARTORATO & YORINORI, 2001).

2.2.2.8 Genotipos resistentes

Cultivares resistentes tem tido a resisténcia quebrada devido aos processos de
selecdo de variantes presentes na populacdo do patégeno, incapazes de serem
reconhecidos pelo produto do gene R, indicando o aumento da variabilidade do patdégeno,
porém faltam estudos que confirmem a existéncia de racas fisioldgicas. Estudos
moleculares das sequéncias internas transcritas (ITS) do rDNA vem sendo utilizadas para
identificar quais espécies de oidio estdo presentes na soja (TAKAMATSU, et al., 2002;
ALMEIDA et al., 2008). As observacdes sobre a variabilidade patogénica de E. diffusa tem
sido circunstanciais e baseadas em variacdes das rea¢cdes das cultivares em diferentes

anos ou regides produtoras de soja.
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Estudos sobre heranca da resisténcia em soja ao oidio demonstram que dois
genes sdo responsaveis pela resisténcia. Um gene dominante, denominado Rmd -c,
mantém a planta resistente durante todo o ciclo da soja (LOHNES & BERNARD, 1992).
Outro gene, também dominante e denominado de Rmd, é responsavel por conferir
resisténcia de planta adulta (MIGNUCCI & LIM, 1980). Neste caso, as plantas apresentam
suscetibilidade na fase inicial de desenvolvimento, porém, adquirem resisténcia a medida
gue vao atingindo a fase adulta. Sob condicbes menos favoraveis ao oidio da soja as
plantas com o gene Rmd apresentam pouco ou henhum oidio no campo. Aparentemente,
a variabilidade patogénica do fungo tem superado a resisténcia de algumas cultivares,
exigindo continuo trabalho de melhoramento genético e estudos da diversidade de genes
resistentes nos germoplasmas disponiveis.

A presenca de genes maiores na heranca de resisténcia ao oidio também é
relatada por MIGNUCCI & LIM (1980). A resisténcia completa é controlada por um gene
dominante Rmd-c, alélico ao gene que conferem resisténcia a planta adulta (Rmd). O
gene Rmd-c é originario da cultivar CSN e esta associado com o gene Rps2 que confere
resisténcia a podriddo radicular de Phytophtora (Phytophtora megasperma var. sojae)
(LOHNES & BERNARD 1992). No Brasil, estudos de heranca também vém sendo
realizados e indicando a presenca de um Unico gene controlando a resisténcia ao oidio da
soja (GONCALVES et al., 2002; UNEDA-TREVISOLI et al., 2002; ARIAS et al., 2004).

O gene de resisténcia Rmd, presente na cultivar Minsoy, esta ligado ao gene E3
que confere a caracteristica de retardamento de floragdo quando o comprimento natural
do dia € prolongado por 20 horas com uso de luz fluorescente (BUZZELL & PALMER,
1989). O gene Rmd, por sua vez esta ligado ao gene Rj2 que confere a caracteristica de
ndo-nodulacdo com certas estirpes de Bradyrhizobium japonicum e ao gene Rps2, que
confere resisténcia a podriddo de Phytophothora. A ordem desses genes no mapa
genético da soja € Rj2RmdRps2 (LOHNES et al., 1993). Essa sequéncia foi confirmada
com mapeamento no grupo de ligagdo J da soja, identificando assim genes ligados a
resisténcia (Resistance-Like Gene - RLGS) e correlacionada com 0 mapa genético da soja
obtido pelo USDA-ARS (POLZIN et al., 1994, GRAHM et al., 2002). Existe indicac&o de



18

gue o mesmo gene Rmd esta ligado com o locus para resisténcia a podriddo parda da
haste da soja (Phialophora gregata), sendo, portanto, recomendado que esses genes
sejam utilizados como marcadores em programas de melhoramento de soja para
resisténcia a essas doencas (LOHNES & NICKELL, 1994).

2.3 Mecanismos de agressao e defesa nas interacdes planta-patégeno

A presenca dos patdégenos nos tecidos das plantas implica no contato entre eles e
células vegetais vivas, contendo ou capazes de produzir substancias téxicas,
sinalizadoras em respostas a atividade agressora. Assim sendo, para uma eficiente acédo
parasitica e também patogénica, pressupfe-se 0 sucesso da infeccdo da planta
hospedeira, com a retirada de nutrientes para atender as necessidades metabdlicas do
parasita, a custa da neutralizacdo dos mecanismos bioquimicos de defesa, presentes no
tecido vegetal ou desencadeados em resposta a infecgcdo (MISAGHI, 1983).

Alguns organismos dispdéem de forca mecéanica para penetrar diretamente na
cuticula e na parede das células da epiderme. Assim ocorre, por exemplo, em conidios de
Erysiphe, Colletotrichum, Alternaria e com basidiésporos de fungos causadores de
ferrugem, como as espécies de Phakopsora, Puccina e outras, que germinam, fixam na
superficie de suas hospedeiras por meio de apressorio, a partir do qual cresce uma hifa
fina e despontada, o tubo de penetracdo, que termina por perfurar a cuticula e adentrar a
epiderme, podendo atingir o mesofilo (DEAN, 1997).

Muitas das enzimas produzidas por fitopatbgenos tém como substratos os
componentes da parede celular vegetal, e outras, os constituintes de seu protoplasma. A
parede celular € uma importante barreira fisica a ser ultrapassada para que o fungo possa
penetrar e ocorrer e colonizar a planta hospedeira. Portanto, a degradacdo ou a alteracéo
do tecido vegetal podera depender da atuacdo de enzimas sobre as principais camadas e
componentes da parede celular, onde predominam varias substancias complexas como
cutina nas células epidérmicas de folhas e caules verdes, celulose e hemiceluloses,

substancias pécticas, lignina e proteinas. Em conjunto, as enzimas produzidas por
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patégenos e envolvidas na degradacdo da parede celular sdo denominadas enzimas
degradadoras de parede (MEDEIROS et al., 2003).

Na natureza, a resisténcia de plantas a doencas € uma regra ao passo que, a
suscetibilidade é excecdo (PASCHOLATTI & LEITE, 1995). Basta observar a infinidade de
microrganismos aos quais as plantas estdo expostas diariamente, para se comprovar que,
apenas uma pequena parte destes é capaz de provocar doencgas nas plantas. Esta defesa
€ garantida por mecanismos pré-formados, como a espessura da cuticula, o numero e
disposicdo de estdbmatos e de tricomas e ainda de mecanismos de respostas pos-
formadas, como substancias fungitoxicas e antiproteicas, atuantes nestes vegetais
(PASCHOLATTI & LEITE 1995).

Fatores que afetam a pré-penetracdo do fungo podem servir como mecanismos de
defesa para a planta. Cada fator resulta na reducéo da taxa de germinacéo, na formacéo
incorreta do tubo germinativo na superficie da folha, impedindo o reconhecimento do
estbmato, ou na menor frequéncia na formacao do apressaorio.

A variacdo na resisténcia ao patégeno muitas vezes é controlada pela segregacéo
de genes de resisténcia (Resistance - R) e de seus produtos génicos, que direta ou
indiretamente interagem com “elicitores especificos” produzidos pelos patdégenos e
codificados por genes de aviruléncia (avr) (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1997).

Estruturas constitutivas de diferentes 6rgéos da planta tém func¢des de defesa, pois,
séo portadores de estabilidade quimica e propriedades fisicas capazes de evitar adesao e
penetracdo de microrganismos. Por outro lado, certas estruturas podem ser formadas em
resposta a agressao patogénica.

De modo geral, os mecanismos estruturais de defesa podem ser pré-formados
(presente de modo constitutivo) ou induzidos (formados apds o contato com o0 patdgeno)
pelo agente agressor. Esta bem estabelecido que uma variedade de produtos fangicos
induza respostas elicitores defensivas em ambas as plantas hospedeiras e nao-
hospedeiras, e que, algumas respostas também podem ser acionadas por produtos

vegetais liberados durante a degradacéo da parede celular.
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2.4 Marcadores moleculares

O desenvolvimento de marcadores moleculares de DNA proporcionou um grande
impulso para a determinacdo da variabilidade genética dentro e entre espécies de um
mesmo género, para a determinacdo da conservacédo e ordem de genes em espécies de
géneros diferentes (sintenia) e em estudos gendmicos mais elaborados identificando
genes especificos.

A primeira técnica de visualizacdo de fragmentos de DNA foi descrita por
SOUTHERN (1975), derivando a técnica conhecida por Polimorfismo no Comprimento de
Fragmentos de Restricdo (RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism; BOTSTEIN
et al., 1980). Mais tarde, surge uma nova técnica denominada Minissatélites ou locos de
Sequéncias 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 (Polymerase
Chain Reaction - PCR; MULLIS & FALOONA, 1987), aliou-se o poder da informacao
gerada por marcadores moleculares a rapidez da técnica baseada em ciclos continuos de
desnaturacédo e amplificacdo das fitas de DNA mediados pela enzima DNA polimerase em
pontos especificos do genoma, determinados pelo anelamento de primers (seqUéncia de
nucleotideos de tamanho pequeno, variando geralmente entre 20 a 30 bases) especificos
de sequéncias 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 (Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD; WILLIAMS et al., 1990), Regibes
Amplificadas Caracterizadas por Sequéncias (Sequence Characterized Amplified Regions
- SCAR; PARAN & MICHELMORE, 1993), Microssatélites ou Sequéncia Simples
Repetidas (Simple Sequence Repeats - SSR; LITT & LUTTY, 1989), Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos Amplificados (Amplified Fragment Lenght Polymorphism -
AFLP; VOS et al., 1995) e os Polimorfismos de Base Unica (Single Nucleotide
Polymorphisms - SNPs; COLLINS et al., 1998).
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Os microssatélites sao regides no genoma eucarioto que possuem repeticdes em
tandem de mono-, tri-, tetra-, penta ou até mesmo hexanucleotideos, que se repetem de
10 a 60 vezes ou mais raramente até milhares de vezes. As sequéncias de DNA que
flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos de uma
mesma espécie, permitindo a confeccdo de primers especificos que as amplificam, via
PCR (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Os genomas cloroplastico e mitocondrial
também possuem microssatélites, mas em geral, trata-se de repeticdes
mononucleotidicas (POWELL et al., 1996; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os primeiros marcadores microssatélites foram desenvolvidos em humanos e, mais
recentemente, tém recebido grande atencdo dos melhoristas e geneticistas de plantas.
Vérios estudos tém demonstrado que os microssatélites sdo amplamente distribuidos no
genoma das plantas superiores (POWELL et al. 1996). No genoma vegetal, é encontrado
um microssatélite a cada 6-7 kb (CARDLE et al., 2000).

Em plantas, esses marcadores ja foram descritos em milho, soja, arroz, trigo,
cevada e em feijao. No melhoramento vegetal, a utilidade dos microssatélites resulta de
fatores importantes, tais como, o alto grau de informacdo contido em cada alelo,
distribuicdo por todo genoma, codominantes e sua facil genotipagem via PCR (POWELL
et al., 1996). Quando os microssatélites sao individualmente amplificados, usando um par
de primers complementares as sequéncias Unicas que os flanqueiam, eles quase que
invariavelmente mostram extensivo polimorfismo para tamanho de bandas. A variacdo do
tamanho dos produtos de PCR € consequéncia da ocorréncia de diferentes nimeros de
unidades repetitivas dentro da estrutura do microssatélite. Esta variabilidade dos
microssatélites pode ser originada de permuta desigual ou erro da DNA polimerase
durante o processo de replicacdo, conhecida como pareamento desigual que ocorre
devido a um fenébmeno chamado de deslizamento ou slippage (CHARLESWORTH et al.,
1994; TOTH, et al., 2000).

Dessa maneira, cada microssatélite, independentemente do elemento repetitivo,
constitui um loco genético altamente variavel, multialélico e de grande conteddo
informativo. Assim, a variacdo no comprimento do produto gerado pela PCR é em funcédo
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do ndmero de unidades de microssatélites. Cada segmento amplificado de tamanho
diferente representa um alelo do mesmo loco. Dessa forma, os polimorfismos surgem
quando h& numero diferente de repeticbes de um dado motivo. Tendo em vista as
vantagens apresentadas pelos microssatélites, eles tém sido usados como marcadores
genéticos por sua grande distribuicdo no genoma eucarioto e pelo seu alto polimorfismo,
apresentam ainda a vantagem de serem codominantes. Tém sido utilizados em estudos
evolutivos, para fingerprinting, teste de paternidade, mapas de ligacéo, e em estudos de
genética de popula¢cdes (PRIMMER et al., 1997).

Os SNPs representam uma fonte abundante de variacdo genética. Esses
polimorfismos séo gerados por substituicdo de uma Unica base ou pequenos eventos de
insercdo e delecdo, ocorrendo em uma taxa muito baixa, de aproximadamente 10-7
alteracbes por sitios por geracdo ou menos. A grande vantagem dos SNPs em
comparacdo aos outros marcadores moleculares reside na abundancia de polimorfismos

entre alelos de determinado gene.

2.5 Mapas genéticos

A partir da década de 80, com o advento dos marcadores de DNA, o0 mapeamento
genético tornou-se, efetivamente, ilimitado a todas as espécies vegetais (BOSTEIN et al.,
1980). Mapas genéticos que levaram décadas para serem desenvolvidos em virtude da
restrita disponibilidade de marcadores morfologicos e isoenziméticos foram amplamente
saturados com o uso de marcas moleculares. Assim ocorreu em milho (HELENTJARIS et
al., 1986), em arroz (MCCOUCH et al., 1988), em trigo (CHAO et al., 1989), em batata
(GEBHARDT et al., 1989), em soja (CREGAN et al.,, 1999; SONG et al.,, 2004); e em
tomate (TANKSLEY et al., 1992). Varias espécies para as quais os estudos de heranca
eram restritos, e tampouco havia sido descrita ligacdo génica entre qualquer tipo de
marcador, tiveram mapas genéticos rapidamente desenvolvidos, como o eucalipto
(GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994), o kiwi (TESTOLIN et al., 2001) e o maracuja
(CARNEIRO & VIEIRA, 2002).
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O primeiro conceito de um mapa genético foi apresentado por Alfred H.
STURTEVANT (1913), que ordenou cinco caracteres ligados ao sexo no cromossomo Y
da Drosophila melanogaster. Este fenébmeno foi interpretado como ligacdo génica, que € a
base do mapeamento genético (MORGAN et al., 1915).

A grande disponibilidade de marcadores neutros, altamente polimérficos, cuja
heranca ndo sofre influéncia ambiental, aliada a procedimentos estatisticos complexos,
tem permitido a construcdo de mapas de ligacdo para a maioria das espécies vegetais de
interesse agrondémico, até mesmo para aquelas de longo ciclo de vida, como as florestais
e as frutiferas. A construcdo de mapas de ligacdo tem como base a andlise de
segregacao de centenas de marcadores e, por isso, € computadorizada. Programas como
"Mapmaker" (LANDER et al., 1987), "Linkage 1" (SUITER et al., 1983), "Gmendel" (LIU &
KNAPP, 1992), “GQMol’ (CRUZ & SCHUSTER, 2006) foram desenvolvidos e estao
disponiveis na internet, para auxiliar na andlise genética dos dados visando a constru¢ao
de mapas genéticos.

Cada vez mais, mapas genéticos de ligacdo vém sendo utilizados em varias
espécies, principalmente apds o desenvolvimento de diferentes classes de marcadores
moleculares (CARNEIRO & VIEIRA, 2002). No entanto, os primeiros mapas genéticos
baseavam-se em marcadores morfolégicos e citologicos. Estes ultimos eram obtidos a
partir de alteracdes cromossémicas (aneuploidias, translocacdes, delecdes e inversdes),
principalmente em culturas de facil observacdo das alteracdes fenotipicas causadas por
essas modificacdes, como milho, tomate e ervilha. No entanto, esses marcadores sao
restritos as espécies de amplo conhecimento citolégico. A partir do desenvolvimento de
marcadores bioquimicos (isoenzimas) e moleculares (DNA), o mapeamento genético
passou a ser utilizado em varias espécies, até mesmo para aquelas as quais nem sequer
havia ainda estudos de ligacdo a algum marcador.

Os mapas genéticos tém importante papel em muitas areas da genética, como a
analise de QTLs, clonagem baseada em posicdo no mapa, melhoramento por meio da
selecdo assistida por marcadores (SAM) e, mais recentemente, na gendmica
comparativa. A selecéo indireta, por meio de marcadores genéticos, tem sido sugerida
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para caracteristicas de baixa herdabilidade, que requerem grandes popula¢des para sua
mensuracdo (FERREIRA, 1995).

Desse modo, um mapa genético saturado com marcadores passou a ser a base
para estudos avangcados de genética, incluindo a identificacdo e isolamento de genes e
estudos da estrutura, expressao e funcdo desses genes, como enfatizam OLIVEIRA et al.
(2005) em seus trabalhos. Altas resolucdes em regides especificas isto é, préximas a
genes de interesse, sdo fundamentais para a identificacdo, isolamento e clonagem de
genes, que vem se tornando uma realidade em espécies com mapas genéticos bem
definidos (ROOSE et al., 2000). Nos ultimos anos, mapas integrados de muitas espécies
tém sido publicados. Devido ao aumento na densidade dos locos e no decréscimo no
namero de intervalos, estes mapas consensos tém fornecido uma identificacdo mais
precisa de genes principais e/ou QTLs de importancia agronémica. Adicionalmente eles
tém auxiliado a conduzir a selecdo assistida por marcadores e estudar a estrutura e
organizacao do genoma, estudos de evolugéo e introgressao de genes.

O mapeamento genético se tornou mais frequente, principalmente apds o advento
da tecnologia de sequenciamento de alta producdo, que tem gerado informacdes
abundantes sobre sequéncias de DNA para 0os genomas de muitas espécies de plantas.
Isto inclui o sequenciamento de sequéncias gendmicas completas para espécies modelo
como Arabidopsis thaliana, soja, cevada, milho, eucalipto. Adicionalmente, as etiquetas de
sequéncias expressas (Expressed Sequence Tags - ESTs) de outras importantes
espécies cultivadas tém sido geradas, e ferramentas poderosas de bioinformética tém
anotado milhares de sequéncias como genes funcionais putativos.

Neste contexto, marcadores moleculares representam a tarefa de relacionar estas
informacdes geradas de sequéncias de DNA com fenotipos particulares.
Consequentemente ha uma forte demanda em melhorar técnicas de marcadores visando
utilizar a informacdo de sequéncias disponiveis. Um mapa saturado é a base para
estudos avancados de genética, incluindo a identificacdo, isolamento e estudos da
estrutura, expressao e funcao dos genes. Neste contexto, a clonagem de genes se tornou
uma realidade em espécies com mapas geneticos bem definidos. Entretanto, a
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construcdo de mapas de alta resolugcédo que permitam identificar marcadores moleculares
proximos ou até mesmo completamente ligados ao gene € um pré-requisito para a
clonagem de genes baseada em mapa.

A selecédo da populacdo para mapeamento envolve a escolha dos genitores e a
determinacéo do tipo de cruzamento (F2, retrocruzamento, e outros), sendo considerada
uma etapa critica para o sucesso da construcdo do mapa (STAUB et al., 1996). A escolha
do tipo de populacdo mais apropriada ao mapeamento esta relacionada com o tipo de
marcador empregado (TANKSLEY et al., 1988).

No entanto, independentemente dessa escolha, duas condi¢des bésicas devem ser
atendidas: o maximo de polimorfismo entre 0s genitores, e que sejam produzidas
geracdes em que os locos estejam em desequilibrio de ligacdo (TANKSLEY, 1993).

O desequilibrio de ligacdo entre os locos segregantes € atribuido a ligacéo fisica
entre os locos, que por sua vez resulta da reducéo da frequéncia de recombinacéo entre
genes situados em regides préximas ao longo de determinado cromossomo (WEIR, 1996;
COELHO, 2000). O desequilibrio de ligacéo, decorrente da ligacao fisica entre os locos,
atinge seu ponto maximo nas populacdes derivadas de cruzamentos controlados e, como
consequéncia, a capacidade de detectar a ligacdo também é maxima (TANKSLEY, 1993;
LIU, 1998). Cabe ressaltar que o desequilibrio ndo deve ser causado por selecdo ou
deriva genética.

Marcadores moleculares, segundo HU & VICK (2003) e CHEN et al. (2006),
realizam um importante papel na genémicas estrutural e funcional de animais, plantas e
espécies microbianas. A deteccdo de loco de caracteristicas quantitativas (Quantitative
Loci Traits - QTLS), principais em mapas de ligacdo genéticos baseada em marcadores
moleculares, oferece uma refinada visdo da arquitetura genética de caracteres
guantitativos e uma ferramenta potencial para melhoramento efetivo por meio de selecao
assistida por marcadores (YOSHIMARU et al., 1998; LING et al., 2000).

Para estabelecer a relacdo entre as distancias genéticas entre dois locos no mapa
e a frequéncia de gametas recombinantes criaram-se as funcdes de mapeamento
(LYNCH & WALSH, 1998). Um grande numero de fun¢cdes de mapeamento tem sido
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desenvolvido (HALDANE, 1919; KOSAMBI, 1944; RAO et al., 1977; FELSENSTEIN,
1979; KARLIN, 1982), sendo as funcdes de Haldane e Kosambi as mais utilizadas no
mapeamento genético de vegetais (STAUB et al., 1996).

A funcdo de Haldane admite que a ocorréncia de permuta entre as cromatides nao
irméds ocorra de maneira independente com auséncia de interferéncia. Ao contrario, a
funcdo de Kosambi admite a ocorréncia de permutas proximas como eventos nao
independentes (presenca de interferéncia). Assim, esta fungdo assume a interferéncia
completa entre regides arbitrariamente préximas, sendo decrescente para locos mais
distantes, e iguais a zero para locos independentes (WEIR, 1996).

Outro aspecto importante, € que ndo existe correlacdo entre distancia fisica
(nimero de pares de bases) e distincia de mapa, ou seja, existem regides
cromossOmicas de apenas algumas dezenas de milhares de pares de bases (distancia
fisica pequena) em que a probabilidade de recombinacdo € alta (regides-alvo de
recombinacdo — hot spots). Ao mesmo tempo, héa regides de alguns milhdes de pares de
bases (distancia fisica grande) onde a recombinacdo € praticamente suprimida e a
distdncia entre os locos, minima como nas regibes centroméricas e teloméricas
(TANKSLEY et al., 1992; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996; JIANG et al., 1997;
SALIBA-COLOMBANI et al., 2000).

O método mais importante e comum de mapeamento utiliza a frequéncia de
recombinacdo para determinar a distancia relativa entre duas caracteristicas ligadas.
STURTEVANT (1913) estabeleceu que a frequéncia de quiasmas entre dois genes
ligados é de certa forma proporcional a distancia fisica entre ambos. Esse principio € a
base para o0 mapeamento genético. Uma unidade de centiMorgan equivale a
aproximadamente 1% de recombinacdo quando os marcadores estdo bastante préximos,
ou podem diferir da porcentagem de recombinacédo quando estdo mais distantes em vista
da ocorréncia de crossing-over duplo, triplo, etc. Diversas fungbes de mapeamento tém
sido utilizadas na correcdo das distancias calculadas em porcentagem de recombinacéo
para a distancia em centiMorgan (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).
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Os caracteres mapeados devem distribuir-se de acordo com um padrdo de
segregacdo mendeliana. Este padrdo pode ser verificado através do teste do Qui-
quadrado (x?). De modo geral recomenda-se, preferencialmente, o descarte dos locos que
apresentam distor¢cdes da segregacao mendeliana para ndo comprometer a qualidade do
mapa (BEARZOTI, 2000).

Nas analises baseadas em modelo, também chamadas de LOD score ou andlise
paramétrica, admite-se que todos os aspectos do modelo estatistico, exceto a taxa de
recombinacdo, sdo conhecidos. A verossimilhanca é a probabilidade de se observar um
guadro da distribuicdo de gendétipos em uma familia, dada a existéncia da ligagdo com um
valor g da recombinacdo versus a mesma probabilidade estimada para segregacao
independente. Um valor de LOD maior que 3 indica que a hip6tese alternativa tem uma
verossimilhanca mil vezes maior que a hipétese nula, e é indicativo da existéncia da
ligacdo entre o0 marcador e o fenétipo estudado. Valores de LOD score maiores que 1,5 e
menores que trés sugerem a existéncia de ligacdo, enquanto valores iguais ou menores

gue -2 indicam a inexisténcia de ligacéo.

3 OBJETIVOS

Este estudo visa selecionar marcadores moleculares microssatélites que estejam
fortemente ligados a genes que conferem resisténcia a ferrugem asiatica e ao oidio da
soja, possibilitando o mapeamento destes genes nos diferentes grupos de ligacao da soja,
dando deste modo subsidios ao programa de melhoramento da soja e por fim, a obtencao
de cultivares com resisténcia/tolerancia a esse patossistema (ferrugem asiatica e oidio da
soja). Os resultados obtidos aqui auxiliardo na solucdo dos problemas decorrentes da
introducdo desses patdgenos e ainda na manutencdo da competitividade e

sustentabilidade do agronegdcio da soja.
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3.1 Objetivos Especificos

Assim, para que ocorra uma interagcao e aceleracdo na busca destes novos genes,
bem como o entendimento dos mecanismos de reacdo dos genétipos de soja a cada um

destes patdgenos, o presente estudo contempla os seguintes objetivos especificos:

- Estudar a heranca de caracteres qualitativos e quantitativos nos genétipos de soja

relacionados a resisténcia ao oidio e ferrugem asiatica da soja e;

- Selecionar e identificar marcadores moleculares microssatélites fortemente

ligados aos genes de resisténcia a ferrugem asiatica e ao oidio da soja;
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CAPITULO 2 - RESISTENCIA A FERRUGEM ASIATICA DA SOJA: HERANCA DE
CARACTERES QUALITATIVOS E QUANTITATIVOS E MAPEAMENTO GENETICO

RESUMO - A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Sydow & Sydow vem causando grandes perdas nas areas sojicolas de muitos paises. O
objetivo principal desse trabalho foi estudar a heranca de caracteres qualitativos e
guantitativos e mapear genes de resisténcia a esta doenca, utilizando uma populacéo de
plantas F, e F,3 derivada do cruzamento entre os gendtipos resistentes Pl 200487
(Kinoshita) e PI 200526 (Shira Nui) com o gendétipo suscetivel BRI198-641. As populacdes
de mapeamento e 0s gendtipos parentais foram inoculados com esporos de P. pachyrhizi,
sendo avaliadas quanto ao tipo de lesdo como resistentes (lesbes RB) ou suscetiveis
(lesdes TAN), indice de severidade e numero de urédias. Modelos genéticos de média e
de variancia também foram ajustados para os caracteres quantitativos. Um total de 214
marcadores microssatélites foram testados para os genitores dos cruzamentos, sendo 0s
polimorficos utilizados para genotipar as plantas da geracdo F,, que foram inoculadas e
avaliadas para resisténcia/suscetibilidade a ferrugem. As duas populacdes apresentaram
um gene dominante para o carater, os quais foram mapeados no mesmo grupo de
ligacdo, o GL-N da soja. Nas andlises quantitativas, o modelo aditivo-dominante foi
suficiente para explicar a heranca dos dois caracteres. Foi detectada a presenca de genes
que contribuem para aumento ou reducdo da severidade de doenca nos dois parentais
resistentes e também na testadora suscetivel envolvida nos dois cruzamentos. Para o
carater numero de urédias 0s genes podem estar concentrados apenas nos parentais
resistentes. A selecdo para niumero de urédias € mais eficiente que para severidade, pois
€ menos influenciada pelas variacdes ambientais. Apesar disso, 0 carater severidade
continua sendo extremamente interessante para processos seletivos por permitir ganhos
com selecao e ser mais facil de ser avaliado.

Palavras-chave: Glycine max, microssatélites, Phakopsora pachyrhizi, resisténcia a

doenca
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Introducéo

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, tem sido
relatada em todo mundo, exibindo financeiramente um prejuizo no Brasil de US$ 204,5
milhdes que, somado ao gasto para o controle da doenca, resultou em um custo total de
US$ 1,97 bilhdo (EMBRAPA, 2008).

Enquanto cultivares com resisténcia a ferrugem asidtica da soja ndo estédo
disponiveis, sdo necessarias varias aplicacdes de fungicidas foliares, que se constitui na
ferramenta viavel para minimizar os danos causados, onerando os custos da produgéo
para o agricultor.

O patégeno apresenta uma alta diversidade genética, dificultando o
desenvolvimento de cultivares que sejam efetivas por um longo periodo. Vinte racas de
ferrugem asiatica foram identificadas em amostras coletadas em plantas de soja e
hospedeiros selvagens no Japao, nove ragcas em 42 isolados em Taiwan e 59 racas em
69 isolados na Tailandia. No Brasil, embora ndo haja comprovacao cientifica, devido a
inexisténcia de trabalhos com hospedeiros diferenciadores de racas até o momento,
admite-se que haja também inimeras racas fisiologicas do patdgeno em campos de soja.
A resisténcia mediada pelos genes dominantes Rpp é monogénica e raca-especifica,
frequentemente explicada pela teoria gene-a-gene.

Devido a alta especificidade desta interacdo planta-patbgeno no reconhecimento
entre moléculas elicitoras do fungo e o produto dos genes R da planta, essa resisténcia
frequentemente é quebrada pelo patdgeno, o que normalmente causa elevados danos a
cultura.

Até o momento os esforcos de pesquisas buscando identificar genétipos de soja
resistentes resultou na identificacdo de cinco genes dominantes de resisténcia a ferrugem
asidtica dominantes, descritos e nomeados Rppl, Rpp2, Rpp3, Rpp4 e Rpp5,
identificados nas introducdes das plantas (Pls), Pl 200692, Pl 230970, Pl 462312 (Ankur),
Pl 459025 e Pl 200526, respectivamente (CHENG & CHAN, 1968; HIDAYAT &
SOMAATMADJA, 1977; BROMFIELD & HARTWIG, 1980; HARTWIG, 1986; GARCIA et
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al., 2008). Outras fontes de resisténcia a ferrugem asiatica da soja vém sendo
extensivamente estudada em instituicdbes publicas e privadas em muitos paises. O
surgimento de novas ragas do patdgeno tem sido capaz de quebrar a resisténcia de
alguns genotipos, como aconteceu recentemente com Rppl e Rpp3 (GODOY, 2005).

Pesquisas biotecnoldgicas com marcadores moleculares microssatélites ou SSR
(Simple Sequence Repeats) vém sendo desenvolvidas para mapear oS genes de
resisténcia a ferrugem asiatica no mapa genético da soja. Seis destes genes de
resisténcia ja foram identificados e mapeados, nomeados Rppl no GL-G (HYTEN et al.,
2007), Rpp-FT 2 (BROGIN 2005) e Rpp-Hyuuga (MONTEROS et al., 2007) no GL-C2,
Rpp2 no GL-J e Rpp4 no GL-G (SILVA et al., 2008), Rpp5 no GL-N (GARCIA et al., 2008)
e Rpp3 (HYTEN et al., 2009).

Testes de alelismo identificaram que os gendétipos Pl 200487 (Kinoshita) e PI
200526 (Shira Nui) possuem um gene Rpp independente em relacédo aos locos Rpp2 e
Rpp4 e ativo contra o isolado brasileiro que quebrou a resisténcia dos genes Rppl e Rpp3
(LAPERUTA et al.2008; GARCIA et al.2008; RACHID, 2008).

Assim, os objetivos deste trabalho foram estudar a heranca de caracteres
gualitativos e quantitativos e confirmar o0 mapeamento dos genes maiores que conferem
resisténcia a ferrugem presentes nos genétipos Pl 200487 (Kinoshita) e Pl 200526 (Shira
Nui).

Material e Métodos

Material Genético

Duas populagdes distintas foram utilizadas para analises fenotipicas e
mapeamento molecular, obtidas a partir dos cruzamentos Pl 200487 (Kinoshita) x BRI198-
641 e PI 200526 (Shira Nui) x BRI98-641 (daqui por diante referidas como populagfes

KBR e SBR, respectivamente). Essas populagdes consistiram de 117 e 115 individuos,
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respectivamente, e foram desenvolvidas na Embrapa Soja, Londrina, Parana, Brasil,
durante as safras 2006/07 e 2008.

As duas populacdes de mapeamento F,3 e os genitores foram cultivados em casa-
de-vegetacdo para a avaliacdo da resisténcia a ferrugem e para a coleta de folhas. Os
tecidos foliares foram estocados a -80°C para a extracdo de DNA. As sementes dos
genotipos em estudo foram cedidas pelo Banco Ativo de Germoplasma de Soja (BAGS)

da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Soja).

Instalacéo e delineamento do experimento

O experimento foi instalado em casa-de-vegetagcdo com temperatura controlada,
variando de 20 a 28°C. Quinze individuos de cada gendétipo parental e de cada F,.3 para
cada cruzamento foram cultivadas em vasos com 20 cm de didmetro e 25 cm de altura,
contendo cerca de 4,5kg de uma mistura de solo, areia e esterco bovino, distribuidos sob

delineamento em blocos ao acaso, sendo cada parcela representada por uma planta.

Inoculacéo e Avaliacao

Como o agente causador da ferrugem da soja é um parasita obrigatério, a
populacdo do patdgeno foi mantida em plantas suscetiveis de soja em casa-de-
vegetacdo. O inoculo consistiu de uma populacéo fungica coletada em campos comerciais
no estado do Mato Grosso e mantida na cultivar BRSMS Bacuri em condi¢des de casa-
de-vegetacdo. Os urediniésporos foram coletados batendo-se as folhas infectadas sobre
uma bandeja plastica e diluidos em agua destilada com 0,05% (v/v) de “Tween 20"
(Unigema) para uma concentracdo final de aproximadamente 150.000 esporos/ml. As
plantas foram inoculadas quando atingiram o estadio de desenvolvimento V3-V4 de
acordo com a escala proposta por FEHR & CAVINES (1977). A inoculagdo das plantas,

utilizando-se pulverizador manual, foi realizada ao anoitecer para evitar a inviabilizagdo
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dos uredésporos pela falta de agua livre na folhas e baixa umidade do ambiente,
causados pelas temperaturas mais altas na casa-de-vegetagdo durante os horarios de
maior insolacao.

Doze dias apés a inoculagdo, os genitores e as familias F,3, foram analisados
gualitativa e quantitativamente para os seguintes caracteres: tipo de lesdo, nimero de
urédias e nivel de infecgdo. A classificacdo para o tipo de lesédo foi visual, caracterizando
os tipos de lesdes como resistentes ou suscetiveis. Lesdes de resisténcia ou RB (Reddish
Brown) caracterizam-se pela cor castanho-avermelhada, com pouca ou nenhuma
esporulacdo, enquanto as lesdes de suscetibilidade ou TAN caracterizam-se pela cor
castanho-claro com alta esporulacdo de urédias. A contagem do numero médio de
urédias por leséo foi realizada com o auxilio de uma lupa com capacidade de aumento de
20x. O nivel de infec¢do ou a severidade foi avaliado com base na escala diagraméatica
descrita por MARTINS et al. (2004). Na primeira avaliagdo, foi tomado o trifélio mais
infectado (normalmente o terceiro), o qual foi identificado para que as préximas avaliacdes
fossem realizadas sempre no mesmo trifélio. Os caracteres qualitativos e quantitativos

foram avaliados trés vezes, ao longo de trés semanas consecutivas.

Extracdo de DNA e Estratégia de Mapeamento

Amostras de tecido foliar das plantas F, dos dois cruzamentos foram coletadas e
mantidas em ultra freezer (-80°C) até o momento da extracdo de DNA. A extracdo de DNA
dos gendtipos parentais e dos individuos da geracdo F» foi realizada com base no
procedimento descrito por KEIM et al. (1988), com algumas modificacdes. O DNA foi
entdo quantificado por analise espectrofotométrica e diluido para uma concentracdo de
10ng/pl.

O polimorfismo entre o0s genoétipos parentais foi verificado com o teste de
marcadores de microssatélites distribuidos nos vinte grupos de ligacdo da soja
desenvolvidos pelo Centro de Pesquisa Agricola de Beltsville — BARC/ARS (CREGAN et
al.,, 1999; SONG et al., 2004). A informacéo de sequéncias dos iniciadores para todos os
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marcadores  microssatélites  utilizados esta disponivel no site “Soybase”
(http://soybase.agron.iastate.edu/resources/ssr.php; SOYBASE, 2008). Para garantir uma
cobertura suficiente de todo o genoma da soja, pelo menos um marcador polimérfico em
cada 30 cM foi utilizado, em cada um dos 20 grupos de ligacdo da soja.

Foram utilizados também marcadores microssatélites ligados a genes de
resisténcia a varias outras doencas ja mapeadas em soja, como resisténcia a Phakopsora
pachyrhizi (SILVA et al., 2008, MONTEROS et al., 2007; BROGIN, 2005), Phytophthora
(SANDHU, 2005; DEMIRBAS et al., 2001), Microsphera diffusa (POLZIN et al., 1994),
Meloidogyne javanica (FUGANTI et al., 2004), Fusarium solanum f. sp. glycines
(FRONZA, 2003), Heterodera glycines (BENEVENTI et al.,, 2004; SCHUSTER et al.,
2001), Phialophora gregata (KLOS et al., 2000; BACHMAN et al., 2001), uma vez que 0s
genes de resisténcia a doencas podem encontrar-se agrupados.

Com objetivo de acelerar a identificacdo de marcadores ligados a resisténcia a
ferrugem foi utilizada a estratégia de andlises de agrupamentos segregantes (Bulked
Segregant Analysis — BSA; MICHELMORE et al.,, 1991), com algumas modifica¢des.
Foram formados dois grupos, o primeiro consistindo de 10 individuos da populacdo F»
caracterizados como resistentes e 10 individuos caracterizados como suscetiveis. Esses
grupos foram obtidos a partir dos resultados das avaliagbes fenotipicas a ferrugem
asiatica da soja na populacédo segregante F,, permitindo a selecdo de somente plantas
homozigotas para cada fenotipo diferente, trabalho similar ao realizado por BROGIN
(2005). As amostras de DNA dos genitores e dois agrupamentos, para cada cruzamento,
foram usados para a analise de microssatélites. Para confirmar uma possivel ligacao,
marcadores polimérficos encontrados entre os agrupamentos com diferencas alélicas
foram usados para genotipar os individuos de toda a populacéo F».

A amplificacdo dos locos microssatélites foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por AKKAYA et al. (1995), com modificacdes. A eletroforese para verificar os

fragmentos amplificados foi realizada em géis de poliacrilamida 10%.
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Analise dos Dados

Andlises quantitativas

Os caracteres nivel de infeccdo, avaliado através da severidade da area foliar
infectada pelo patégeno, e nimero de urédias, foram obtidos a partir de 12 dias da
inoculagéo, ao longo de trés semanas consecutivas. Os dados foram analisados através
de médias e variancias das diferentes geracdes (parentais e F,3) utilizando os programas
computacionais GENFIT e Sistema de Genética e Quantitativa-SGQ (MATHER & JINKS,
1982). Os modelos genéticos aplicados sobre médias relacionadas as linhas puras e

geracOes derivadas de cruzamentos entre elas sdo (MATHER & JINKS, 1982):

onde:

m é o efeito genético e ambiental comum no cruzamento;
[d] é o efeito genético aditivo;

[h] é o efeito genético de dominancia;

[i] € o efeito genético da interacdo aditiva x aditiva;

[l] € o efeito genético da interacdo dominante x dominante.

Os modelos genéticos aplicados sobre as variancias das geracoes estudadas foram:

VP1 =E;
VP2 = E;
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V1F; (entre familias) = 1/2 D + 1/16 H + (1/n) V2F3, e
V2F3 (dentro de familias) = 1/4 D + 1/8 H + E.

onde:

VP1, VP2, V1F; e V2F; sao, respectivamente, as variancias do parental 1, parental 2,
geracao F3, entre e dentro de familias;

D é a variancia genética aditiva;

H é a variancia genética de dominancia;

E é a variancia ambiental aditiva, e

n é o nimero de individuos dentro das familias Fs.

Analises moleculares

Obtidos os resultados das avaliacbes da reacdo das familias F,.3 a ferrugem que
caracterizaram as plantas F, em homozigotas resistentes, heterozigotas e homozigotas
suscetiveis, foi aplicado o teste de qui-quadrado (x%) para verificar se a segregacéo
observada para as trés classes formadas corresponde a proporcéo esperada de um gene
dominante.

Todos os marcadores foram avaliados como codominantes. A reacdo a ferrugem
foi avaliada como um carater qualitativo codominante, utilizando os resultados da
avaliacdo das progénies F,3. A razdo de segregacao para os marcadores microssatélites
também foi submetida ao teste de aderéncia ao modelo com um unico loco utilizando o
teste do Qui-quadrado (P>0,05). A analise de ligacdo e a construcdo do mapa foram
realizadas com o programa Mapmaker/EXP (LANDER et al., 1987) utilizando a funcdo de
mapeamento de Kosambi (KOSAMBI, 1944). O critério de ligagcédo foi um LOD escore 3,0
e uma distancia maxima de 37,2 cM.

Apos a construcdo do mapa genético, procedeu-se ao mapeamento dos QTLs por
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meio do programa Mapmaker/QTL versao 1.1b, com um LOD score 2,0. Os QTLs foram
analisados por mapeamento por intervalo simples em populacdes F»3 derivadas do
cruzamento SBR e KBR, utilizando marcadores codominantes e médias dos caracteres,
indice de severidade em diferentes tempos (1, 2 e 3) e nimero de urédias (1, 2 e 3)

submetida a analise para identificar a ligacdo entre o0 marcador e o carater.

Resultados

As primeiras lesGes causadas pelo patégeno nas folhas, com urédias em plena
esporulacéo, foram observadas doze dias ap0s a inoculagdo. Os gendtipos Kinoshita e
Shira Nui apresentaram lesfes do tipo RB, caracteristicas de genotipos resistentes a
ferrugem e a linhagem BRI98-641, altamente suscetivel, apresentou somente lesées do
tipo TAN.

Dados quantitativos

Nas analises quantitativas, as médias, as variancias e os graus de liberdade das
geracoes parentais e F,3, utilizados para a obtencdo dos parametros genéticos de média
e variancia dos caracteres severidade e numero de urédias em reacdo a ferrugem
asiatica, encontram-se na Tabela 1. Na tabela 2, estdo resumidos os modelos de média e

variancia ajustados para os dois caracteres quantitativos.
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Tabela 1. Graus de liberdade (n), médias (x) e variancias (Var.) conjuntas dos dois
experimentos, para o carater severidade (1, 2 e 3) e numero de urédias (1, 2 e 3),
das geracgOes parentais e F,3.

B Severidade 1 Severidade 2 Severidade 3
Geragdo n X Var. n X Var. n X Var.
PI200487 (R) 14 10,64 47,32 14 60,00 348,92 15 68,40 27154
BRI98-641 (S) 15 11,44 56,30 15 56,60 532,11 15 68,40 271,54
P1200487 vs BRI98-641 1638 12,42 72,74 1540 47,71 630,76 1578 63,99 427,11
PI200526 (R) 14 3,43 5,49 14 8,71 41,76 14 16,43 15,96
BRI98-641 (S) 15 3,57 6,42 15 8,44 28,42 15 2747 402,41
PI200526 vs BRI98-641 1666 3,26 6,61 1657 8,30 42,48 1644 19,37 199,89
R Urédia 1 Urédia 2 Urédia 3
Geragdo n X Var. n X Var. n X Var.
PI200487 (R) 14 1,50 0,27 8 2,00 0,001 4 1,00 0,001
BRI98-641 (S) 15 5,40 1,54 9 6,11 1,11 4 5,50 1,00
P1200487 vs BRI98-641 1640 3,12 1,95 1224 2,93 2,11 617 2,92 2,35
PI200526 (R) 14 2,64 0,4 14 2,50 0,27 14 2,21 0,18
BRI98-641 (S) 15 4,87 0,27 15 4,73 0,50 15 4,93 0,35
P1200526 vs BRI98-641 1660 3,15 0,95 1656 3,14 0,84 1638 3,22 0,67

*(R) e (S): respectivamente, resistente e suscetivel a ferrugem asiatica da soja.

Nas analises genéticas com base no fenétipo, os efeitos aditivos [d] foram
significativos para nimero de urédias em todas as avaliagdes para os dois cruzamentos e
para severidade 1 e severidade 3 no cruzamento SBR (Tabela 2).

A dominancia [h] foi significativa apenas para severidade 2 no cruzamento KBR e
para o numero de urédias em todas as avalia¢cdes do cruzamento SBR e para urédia 2 do
cruzamento KBR. A dominancia sempre foi direcionada para resisténcia ou reducédo da
severidade e do numero de urédias (Tabela 2).

Nos modelos de variancia, a variancia aditiva (D) foi significativa em todas as
avaliacbes nos dois cruzamentos, enquanto a variancia de dominancia (H) participou
apenas no modelo para o carater urédia 1 no cruzamento SBR. A interacdo genotipo x
microambiente (E1 e E2) esteve presente principalmente para o carater numero de

urédias no cruzamento KBR (Tabela 2).
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Tabela 2. Modelos genéticos de médias e variancia, efeito genético aditivo ([d]),
dominancia ([h]), qui-quadrado (x?), graus de liberdade (g.l), probabilidade (P),
efeito de variancia genética aditiva (D), variancia ambiental aditiva (E), efeito
microambiente (E1 e E2), herdabilidade (h?), ajustados nos caracteres severidade
(1, 2 e 3) e urédias (1, 2 e 3), avaliados para os dois cruzamentos.

. P1200526 P1200487 P1200526 P1200487 P1200526 P1200487
Parametros
genéticos X X X X X X
BRI98-641 BRI198-641 BRI98-641 BRI98-641 BRI98-641 BRI98-641
Severidade 1 Severidade 2 Severidade 3
m 3,26+0,065 12,38+0,21 8,3+0,16 58,18+3,83 19,42+0,35 64,13+0,52
[d] 0,78+0,47 - - - 3,20+1,1 -
[h] - - - -49,90+15,53 - -
12 0,25 1,16 0,016 0,32 0,93 2,08
g.l 1 2 2 1 1 2
P 0,61 0,56 1 0,57 0,33 0,35
D 1,07+0,26 5,17+1,97 3,38+-1,26 63,31+19,50 31,26+7,99  46,15+13,61
E 6,33+0,25 71,08+2,73 41,51+1,60 611,46+24,52 - 412,61+16,39
El - - - - 368,63+16,61 -
E2 - - - - 15,89+-6,22 -
12 0,099 1,04 0,70 1,33 0,06 1,67
gl 2 2 2 2 1 2
P 0,95 0,59 0,70 0,51 0,8 0,43
h? 54,05 31,01 36,05 37,45 53,0 40,0
Urédia 1 Urédia 2 Urédia 3
m 3,75+0,11 3,13+0,43 3,61+-0,11 4,05+0,17 3,570,095 2,95+0,80
[d] 1,11+0,10 1,73+0,13 1,11+-0,11 2,05+017 1,36+0,095 1,95+0,81
[h] -2,42+0,45 - -1,9+-0,47 -4,5+0,73 -1,40+0,40 -
2 - 3,17 - - - 1,56
g.l - 1 - - - 1
P - 0,07 - - - 0,21
D 0,80+0,27 2,18+0,31 1,69+0,21 1,78+0,26 1,67+0,18 1,02+0,26
H 3,32+1,14 - - - - -
E 0,33+0,090 - 0,41+0,058 - 0,25+0,046 -
El - 0,28+0,11 - 0,001+0,00053 - 0,001+0,00081
E2 - 2,50+0,23 - 3,30+0,22 - 4,16+0,31
12 0,51 1,10 11 1,79 1,62 0,87
g.l 1 1 2 1 2 1
P 0,47 0,29 0,57 0,18 0,44 0,35
h? 32,0 91,0 97,0 83,0 98,0 47,35

* Nas andlises de média no carater urédia para o cruzamento SRB, n&o sobraram graus de liberdade para testar o modelo pelo qui-quadrado

A dominancia [h] foi significativa apenas para severidade 2 no cruzamento KBR e

para o numero de urédias em todas as avaliacdes do cruzamento SBR e para urédia 2 do

cruzamento KBR. A dominancia sempre foi direcionada para resisténcia ou reducédo da
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severidade e do numero de urédias (Tabela 2). Nos modelos de variancia, a variancia
aditiva (D) foi significativa em todas as avaliagbes nos dois cruzamentos, enquanto a
variancia de dominancia (H) participou apenas no modelo para o carater urédia 1 no
cruzamento SBR. A interacdo gendtipo x microambiente (E1 e E2) esteve presente

principalmente para o carater nimero de urédias no cruzamento KBR (Tabela 2).

Dados qualitativos

Em ambas as populacdes, a proporcao de plantas resistentes e suscetiveis na
populacdo F, foi de 3:1, indicando a presenca de um Unico gene dominante (Rpp)
conferindo resisténcia em Shira Nui e Kinoshita (Tabela 3). Este resultado foi confirmado
na geracdo F3; onde se observou a segregacdo de 1:2:1 envolvendo homozigotos

resistentes, heterozigotos e homozigotos suscetiveis das familias F,.3 (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado das analises de segregacéo e teste de Qui-quadrado da segregacéao
fenotipica quanto a resisténcia a ferrugem asiatica da soja (geracéo F,:3) e para
0s marcadores moleculares microssatélites (geracdo F;), na populacdo de

mapeamento.
i Proporgéo N a . b m c
Marcador/carater observada® Proporgéo esperada Qui-quadrado Probabilidade” (%)
A B C A B C
Rpp(Shiranui)F2 96 22 88,50 29,50 2.542" 11.08
Rpp(Shiranui)F2:3 27 65 23 29,50 59,0 29,50 2.231"™ 32.71
Satt152 28 65 22 29,50 59,0 29,50 2.58"™ 27.49
Satt675 28 64 22 29,50 59,0 29,50 2.35™ 30.87
Satt080 30 63 21 29,50 59,0 29,50 2.68"™ 26.13
Satt624 28 64 21 29,50 59,0 29,50 2.86" 23.95
Satt631 27 60 27 29,50 59,0 29,50 0.31™ 83.39
Rpp(Kinoshita)F2 84 33 0.81" 42.83
Rpp(Kinoshita)F2:3 23 71 23 29,75 595 29,75 5.34" 6.91
Satt080 21 82 13 29,75 59,5 29,75 20.96" 0.0028
Satt152 28 55 33 29,75 595 29,75 0.74" 69.02
Satt675 24 68 25 29,75 595 29,75 3.1™ 21.20
Satt530 24 63 26 29,75 595 29,75 1.56"™ 45.69
Sat084 31 58 28 29,75 595 29,75 0.16™ 92.20

“A, B e C representa: genotipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental resistente, gendtipo heterozigoto e
gendtipo homozigoto equivalente ao da suscetivel, respectivamente.

°ns : ndo significativo ao nivel de significancia de 5% .

¢ Probabilidade
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Foram testados 87 marcadores microssatélites para o cruzamento SBR, sendo 28
marcadores polimorficos, e para o cruzamento KBR foram testados 127 marcadores
microssatélites, sendo 39 polimoérficos e testados para determinacdo da ligagdo com o
gene de resisténcia, ou seja, uma eficiéncia de 32% e 31%, para cada cruzamento,
respectivamente.

Realizada a genotipagem dos individuos da geragcdo F, com base na avaliacdo
fenotipica das familias F..3,verificaram-se a ligacdo putativa de cinco deles, ao loco Rpp
(Kinoshita) pertencentes ao grupo de ligacdo N, relacionados ao carater: Satt080,
Satt675, Satt530, Sattl52 e Satt084. Para o loco Rpp (Shira Nui) também se verificou a
ligacdo de cinco marcadores microssatélites no grupo de ligacédo N, relacionados com o
carater de resisténcia: Satt631, Satt152, Satt675, Satt624 e Satt080. Esses marcadores
foram utilizados para a genotipagem da populacéo de mapeamento F».

A andlise de ligacdo, utilizando o programa computacional Mapmaker, resultou no
mapeamento do gene de resisténcia a ferrugem asiatica da soja (Rpp) no grupo de
ligacdo N do genoma da soja. Para o Rpp (Kinoshita) a distancia entre eles sdo 20,00cM
do Satt080, a 13,31cM do Satt675, a 5,51cM do Satt530, a 17,69cM do Sattl52 e a
34,96¢cM do Sat_084, os quais estado flanqueando o gene de resisténcia. Para o loco Rpp
(Shira Nui) a distancia entre eles séo 7,86¢cM do Satt080, a 6,94cM do Satt624, a 6,54cM
do Satt675, a 8,78cM do Sattl52, e a 6.44cM do marcador Satt631, 0s quais estdo
flanqueando o gene de resisténcia (Figura 1). N&o houve distorcdo de segregacao
significativa para nenhum dos locos de microssatélites analisados de acordo com o teste
do %2 (P>0,05) (Tabela 3).



59

Figura 1. Mapas de ligacédo da regido genémica do Rpp Shira Nui (A), Rpp Kinoshita (B) e
0 mapa consenso da soja (C). No lado esquerdo da figura (A e B) é mostrado o
mapa genético gerado neste estudo e no lado direito € mostrada parte do grupo
de ligacdo do mapa consenso N. (A) e (B), mostrando os marcadores mapeados
na regido com distancias cumulativas em cM. No lado direito do grupo de ligacéo
consenso sdo mostrados QTLs para locos de resisténcia mapeados nesta regido
(SCN - Soybean Cist Nematode ou Nematoide de Cisto; SDS - Sudden death
syndrome ou Sindrome da morte stbita; Lf - Leaf area ou Area foliar; Sclero-
Sclerotinia). Estas porcbes do mapa de ligacdo consenso foram geradas na
pagina da web do Soybase (mapa fisico da cultivar Williams; SOYBASE, 2008).
Na porcéo final de cada mapa, QTLs identificados para niumero de urédias em
associacao aos locos de microssatélites nas duas populagdes.
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Foram identificados marcadores em associacdo com QTLs, envolvidos na
resisténcia a ferrugem asiatica da soja avaliadas nas progénies Fz3 para 0s
cruzamentos SBR e KBR. O nimero médio de urédias foi significativamente associado
aos locos dos marcadores microssatélites (Figura 1), enquanto o nivel de infeccao

nao foi associado e nédo integrado ao mapa de ligacéo.

Discussao

Heranca dos genes maiores

Neste estudo, os padrdes de segregacao observados nos cruzamentos entre essas
duas fontes com o gendtipo suscetivel, demonstraram que as fontes Shira Nui e Kinoshita
tém sua resisténcia determinada por um gene dominante. Uma das fontes de resisténcia
estudadas neste trabalho, a Pl 200487 (Kinoshita), esta entre as fontes identificadas por
LAPERUTA et al. (2008), por apresentar um gene de resisténcia ativo contra o isolado do
fungo que quebrou a resisténcia conferida pelos genes Rppl e Rpp3 e por estar em loco
diferente em relacdo aos locos Rpp2 e Rpp4. Nos estudos de alelismo envolvendo
cruzamentos dessa fonte com os testadores (Rpp2 e Rpp4) realizados por esses autores,
0 padrédo de segregacédo foi compativel a presenca de dois genes de resisténcia, um em
cada parental.

As fontes P1 200487 e a P1200526, também, foram observadas por PIEROZZI et al.
(2008) em estudos de heranca com testadores suscetiveis e por RACHID (2008) em
estudos de alelismo envolvendo outras fontes de resisténcia. Esses autores também
observaram padrdes de segregacdo compativeis com a presenca de um gene dominante

nesses materiais, confirmando os resultados deste trabalho.
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Heranca dos caracteres quantitativos

A presenca da variancia genética aditiva (D) significativa em todas as avaliagdes
realizadas para os caracteres severidade e numero de urédias nos dois cruzamentos,
mostra que existem diferencas genéticas que podem ser exploradas através de selecéo
nos programas de melhoramento de soja. No caso do carater severidade, a presenca de
D na auséncia de [d] indica que os genes que controlam o carater estdo dispersos nos
dois parentais e, portanto, existem genes desejaveis para reducdo da severidade ndo so6
no parental resistente como também no parental considerado suscetivel a doenca. Esse
fato ocorreu principalmente para o cruzamento KBR e mostra que existem diferencas
entre essas duas fontes estudadas, o que se confirma tanto pela presenca mais frequente
de [d] no cruzamento SBR como pelas diferencas observadas nos valores da média (m)
entre cruzamentos.

A dominancia esteve presente principalmente nos modelos de médias para o
carater numero de urédias do cruzamento SBR, mostrando que, embora a fonte Shira Nui
tenha um gene maior mapeando no mesmo GL de Kinoshita, existem outros genes
afetando esse carater que sdo divergentes nessas duas fontes.

A interacdo gendtipo x microambiente expressa pela presenca de E1 e E2 nos
modelos de variancia principalmente para o carater numero de urédias no cruzamento
KBR, indica que alguns genétipos estdo reagindo diferencialmente as variacoes
microambientais, 0 que pode ser um fator complicador nas avaliacdes e para processos
seletivos realizados pelos programas de melhoramento. A presenca da interacdo
predominantemente no cruzamento envolvendo a fonte Kinoshita é outro fato que a
diferencia da fonte Shira Nui.

As herdabilidades variaram de 31% a 54% para severidade e 32% a 98% para o
namero de urédias (Tabela 2). Para severidade, o cruzamento SBR se destacou
apresentando as maiores herdabilidades na primeira e na ultima avaliagdo. Para o

namero de urédias as herdabilidades foram mais elevadas para a maioria das avaliacdes
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nos dois cruzamentos. No cruzamento KBR, a herdabilidade comecou alta na primeira
avaliagao e foram diminuindo nas demais avaliagdes.

De um modo geral, 0 modelo genético aditivo-dominante foi suficiente para explicar
os resultados para os dois caracteres quantitativos avaliados nas diferentes épocas, nao
havendo nenhum indicio da presenca de efeitos epistaticos ou de interacdo nao alélica
afetando a severidade ou 0 nimero de urédias. Como a linhagem testadora utilizada nos
dois cruzamentos foi a mesma, pode-se concluir que existem genes que contribuem para
aumento ou reducéo da severidade de doenca nas folhas nos dois parentais resistentes e
também na testadora suscetivel envolvidos nos dois cruzamentos. A mesma concluséo
ndo pode ser expandida para o carater numero de urédias, ja que houve divergéncia entre
0s parentais nos dois cruzamentos ao longo de todas as avalia¢des e, portanto, 0s genes
gue afetam esse carater podem estar concentrados apenas nos parentais resistentes.

A selecdo para o carater numero de urédias € mais eficiente que para o carater
severidade, pois € menos influenciada pelas variagcbes ambientais. Apesar disso, o
carater severidade continua sendo extremamente interessante para processos seletivos,

pois ainda permite ganhos com selecédo e € mais facil de ser avaliado.

Mapeamento molecular

Nas duas populacfes segregantes resistentes a ferrugem asiatica da soja o gene
Rpp foi precisamente mapeado na regido central do grupo de ligacdo N através de
marcadores moleculares microssatélites. No cruzamento KBR, os marcadores que
flanqueiam o gene séo os Satt530 e o Satt080 e para SBR os marcadores que flanqueiam
0 gene sdo Satt624 e Satt080 (Figura 1).

O mapeamento molecular resultou na identificacdo de um novo gene de resisténcia
a ferrugem asiatica da soja Phakopsora pachyrhizi posicionado no grupo de ligagédo N,
chamado nesse trabalho de genes Rpp (Kinoshita) e Rpp (Shira Nui). A identificacdo de

novos genes de resisténcia a ferrugem asiatica da soja € de grande importancia para o
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melhoramento de plantas aumentando a eficiéncia do processo de desenvolvimento de
cultivares resistentes.

O loco Rpp (Kinoshita) foi mapeado entre o Satt0O80 e o Satt530. Outros
marcadores localizados na mesma regido (Figura 1B) ndo foram polimérficos na
populagédo utilizada neste estudo. Situacdo similar ocorreu no loco Rpp (Shira Nui).
Entretanto, para obter um mapa saturado desta regido, esforcos adicionais de
mapeamento envolvendo diferentes populacbes e outros tipos de marcadores
moleculares sdo necessarios.

O mapa de ligacao gerado neste estudo mostrou que a ordem dos marcadores
moleculares tem consisténcia com o mapa de ligagdo consenso (SONG et al., 2004), com
apenas algumas inversdes e diferencas minimas ente as distancias (Figura 1). As
diferencas na posicdo do mapa sao esperadas nas analises de ligacdo onde as
populacdes geradas para 0 mapeamento sao distintas. Estes mapas podem ser Uteis na
selecdo de marcadores adequados para a selecdo assistida por marcadores em
programas de melhoramento, visando resisténcia a este patégeno. Embora alguns dos
marcadores mapeados nestas populacées ndo estejam estreitamente ligados aos locos
de resisténcia, outros marcadores localizados na mesma regido podem ser Uteis em

germoplasmas diferentes.

Este estudo também possibilitou evidenciar a presenca de QTL relacionado ao
carater urédia para os cruzamentos SBR e KBR com alta variacdo fenotipica. Esta
variacao foi explicada pelos marcadores associado ao QTL que se encontram no grupo
de ligacdo N da soja, onde foi mapeado o gene Rpp (Kinoshita e Shiranui) (Figura 1). Os
marcadores microssatélites que flanquearam o QTL no cruzamento SBR foram os
Satt080 e Satt624, como variacdo de 92% e 91%, respectivamente, confirmando o
flanqueamento observado na Figura 1 (A). Para o cruzamento KBR 0s marcadores
microssatélites que flanqueiam o QTL foram os Satt 080 e Satt530 com variacdes de 84%
a 92%, respectivamente, também evidenciado na Figura 2 (B). Estes resultados da

associacado dos marcadores ao QTLs envolvidos na determinacdo de urédia estdo sendo
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determinados pelos efeitos aditivos-dominantes na caracteristica de urédia. O pico do
LOD foi acima de 2,0 para todos os tempos avaliados e para todos os marcadores
envolvidos no mapa de ligacdo apresentados na Figura 1 (A-B). A precisdo pode ser
maior com a inclusdo de mais marcadores moleculares aproximando do gene Rpp
(Kinoshita)

Estes dados sdo bem semelhantes aos resultados obtidos nos modelos genéticos
aditivo-dominante (Tabela 2), onde permite observar estes efeitos atuando sobre o
carater de urédia. Assim, este estudo pode confirmar a presenca de QTLs entre os
marcadores que flanqueiam os genes Rpp (Kinoshita) e Rpp (Shiranui), apresentados
pelo alto valor da variagéo fenotipica.

Sabe-se que as plantas possuem um grande nimero de genes de resisténcia e, em
Mmuitos casos, estes genes estdo agrupados em regides do genoma. Varios genes de
resisténcia a doencas em soja tém sido encontrados agrupados no genoma,
especialmente nos grupos de ligacdo F, G, J e N (LOHNES & SCHMMITTHENNER,
1997) e genes de resisténcia a nematoides ou QTL sdo encontrados nos grupos de
ligacdo A2, F, G e O (TAMULONIS et al., 1997; MUDGE et al., 1997). Genes analogos de
resistentes (RGA) foram mapeados em soja em alguns grupos de ligacdo e na
proximidade de genes de resisténcia a doencas e a nematodides (KANAZIN et al., 1996;
YU et al., 1996). QTLs para resisténcia ao fungo patogénico Sclerotinia sclerotiorum foram
encontrados nos grupos de ligacdo F, G, J e N (ARAHANA et al.,, 2001), onde existem
concentracdes de genes de resisténcia para outros fungos patogénicos, como o Fusarium
(SDS), Phytophthora (Rps) e oidio (Rmd) (POLZIN et al., 1994; DEMIRBAS et al., 2001;
NITJI et al., 2001). Além disso, no grupo de ligacdo N, os marcadores Satt009 e Satt387
foram associadas a reducdo no tamanho da lesé@o para Sclerotinia, com o alelo favoravel
proveniente do genotipo Williams 82 (ARAHANA et al., 2001). Williams 82 possui o alelo
Rps1® que confere resisténcia & podriddo radicular Phytophthora (causada por
Phytophthora sojae MJ & JW GERDEMANN Kaufmann), que se encontra na mesma
regido dos dois marcadores (DIERS et al.,, 1992). Um QTL para resisténcia a SDS foi

localizado préoximo ao marcador SattO80 no grupo de ligacdo N, o marcador Satt 387
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também foi fortemente associado com a incidéncia de doenga (SHOEMAKER & SPECHT,
1995; NJITI et al., 2001).

Atualmente, novos marcadores microssatélites baseados no sequenciamento de
extremidades de bibliotecas BAC (Bacterial Artificial Chromosome ou Cromossomo
Artificial Bacteriano) estdo sendo desenvolvidos pela Universidade do Sul de lllinois
(SCHULTZ et al., 2006). Adicional a estes marcadores, CHOI et al. (2007) adicionaram ao
mapa da soja novas sequéncias Unicas de nucleotideos (Single Nucleotide Polymorphism
- SNPs). Na regido em que os genes Rpp (Kinoshita e Shira Nui) estdo posicionados
encontram-se alguns SNPs disponiveis, o que facilita os estudos de mapeamento com
esses marcadores, aumentando a precisdo em funcdo da redugédo das distancias no
mapeamento.

Esforcos vém sendo extensivamente realizados para identificacdo de genes Rpp no
genoma da soja. Um primeiro estudo foi obtido na cultivar FT2 em que foi mapeado o
gene de resisténcia RppFT2 no grupo de ligagcdo C2 (BROGIN, 2005). Nessa mesma
regido o gene de resisténcia proveniente do gendtipo japonés Hyuuga também foi
mapeado entre os marcadores Satt460 e Satt307 (MONTEROS et al.,, 2007). O gene
mapeado na cultivar FT2 ndo estd mais ativo no Brasil devido a alta diversidade e
viruléncia do patdégeno, permanecendo ativo somente 0 gene presente no genotipo
Hyuuga. HYTEN (2006) relata, também, que no grupo de ligacdo C2, na mesma posicao
onde esta localizado o marcador Satt460, encontra-se posicionado o gene de resisténcia
a ferrugem Rpp3, mapeados nos genétipos Pl 462312 e Pl 578457. O loco Rppl,
mapeado no grupo de ligacdo G confere resposta imune ao isolado de ferrugem india-73-
1, usado no experimento de mapeamento. O locus Rppl foi mapeado entre os
marcadores Sct_187 e Sat_164, a distancia de 0,4 cM de ambos os marcadores (HYTEN
et al., 2007). SILVA et al. (2008) mapearam o0s genes Rpp2 e Rpp4 em regides
consideradas hot spots para genes de resisténcia. O locus Rpp2 foi mapeado por volta de
25 cM de um cluster para genes de resisténcia no grupo de ligacdo J, enquanto o locus
Rpp4 foi mapeado no grupo de ligagdo G, proximo a QTLs para genes de resisténcia a
varias doencas. Dos cinco genes mapeados até o momento, apenas 0S genes Rpp2,
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Rpp4 e Rpp5 conferem resisténcia a raca de ferrugem asiatica descoberta em 2003 no
Brasil (ARIAS et al., 2004; RACHID, 2008).

Estes novos marcadores podem ser Uteis para aumentar a densidade de
marcadores nestas regides. Os marcadores microssatélites ligados ao Rpp (Kinoshita) e
Rpp (Shira Nui), descritos neste trabalho, serdo de grande utilidade para assistir a
introgresséo de multiplos locos em uma Unica cultivar e terdo grande valor como um ponto

de inicio em direcdo a clonagem destes genes de resisténcia.
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CAPITULO 3 - MAPEAMENTO MOLECULAR DE UM NOVO GENE DE RESISTENCIA
AO OIDIO DA SOJA

RESUMO - O oidio da soja, Erysiphe diffusa, desde a safra de 1996/97, passou a
provocar perdas no rendimento de até 40% no Brasil. Dentre as principais alternativas
para o combate do patdgeno estd o uso de cultivares resistentes. O principal objetivo
deste trabalho foi estudar a herangca e mapear um novo gene de resisténcia ao oidio da
soja e para tal uma populacao F.3, derivada do cruzamento BR01-22106 (resistente) e PI
200487 (suscetivel), foi utilizada. A presenca ou auséncia da doenca foi avaliada sobre a
populacéo e sobre os parentais, naturalmente infectados pelo fungo em condicbes de
casa-de-vegetacao, sendo os individuos classificados como resistentes (sem sintomas)
ou suscetiveis (com sintomas). A populacdo de mapeamento foi avaliada com marcadores
microssatélites, realizando-se previamente uma analise de 10 individuos resistentes e 10
individuos suscetiveis, para identificacdo de marcadores ligados. O carater resisténcia ao
oidio nesta populacéo foi determinado por um Unico gene dominante e o estudo permitiu o
mapeamento de um loco red no grupo de ligacao C2 da soja. Os marcadores associados
terdo grande valor no processo de selecdo assistida para este carater, auxiliando na
manutencdo da competitividade e sustentabilidade do agronegécio brasileiro da soja.

Palavras—Chave: Glycine max, microssatélites, Erysiphe diffusa
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Introducéo

A crescente expansao da cultura da soja para novas fronteiras agricolas brasileiras
com diferentes condicdes edafo-climaticas tem aumentado as demandas por tecnologias
gue déem sustentacdo ao sistema de produc¢do, como a resisténcia genética a doencas.

O oidio da soja Erysiphe diffusa [(Cooke & Peck); BRAUN & TAKAMATSU, 2000],
era considerado uma doenca secundaria no Brasil e, a partir da safra de 1996/97, passou
a ocorrer de forma generalizada em vérias regides sojicolas, provocando perdas no
rendimento de até 40% e tornando-se uma das doencas mais importantes dessa
leguminosa.

Cultivares resistentes tem-se tornado suscetiveis indicando a variabilidade do
patdgeno, porém faltam estudos que confirmem a existéncia de racas fisiologicas.
Estudos moleculares das regides espacadoras internas transcritas (Internal Transcribed
Spacer - ITS) do rDNA vem sendo utilizadas para identificar quais espécies de oidio estdo
presentes em soja (Glycine max) (ALMEIDA et al., 2008). As observacOes sobre a
variabilidade patogénica de E. diffusa tem sido circunstanciais e baseadas em variacdes
das reac0Oes das cultivares em diferentes anos ou regides produtoras de soja.

Estudos sobre heranca da resisténcia ao oidio em soja demonstram que existem
pelo menos dois genes responsaveis pela resisténcia. Um gene dominante, denominado
Rmd -c, mantém a planta resistente durante todo o ciclo da soja (LOHNES & BERNARD,
1992). Outro gene, também dominante e denominado de Rmd, é responséavel por conferir
resisténcia de planta adulta (MIGNUCCI & LIM, 1980). No caso, as plantas apresentam
suscetibilidade na fase inicial de desenvolvimento, porém, adquirem resisténcia a medida
que vao atingindo a fase adulta. Sob condicbes menos favoraveis ao oidio da soja as
plantas com o gene Rmd apresentam pouco ou henhum oidio no campo. Aparentemente,
a variabilidade patogénica do fungo tem superado a resisténcia de algumas cultivares,
exigindo continuo trabalho de melhoramento genético de soja e estudo da diversidade de
genes resistentes nos germoplasmas disponiveis.
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Marcadores microssatélites sdao uma excelente ferramenta molecular para o
posicionamento de caracteristicas agrondmicas nos cromossomos, com as vantagens de
serem eficientes, codominantes, estaveis e abundantes, e baseados em reacdo de
polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction — PCR). Até hoje, varios
microssatélites foram identificados e distribuidos ao longo dos cromossomos pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of
Agriculture - USDA-ARS), proporcionando uma excelente cobertura do genoma da soja.
(SONG et al., 2004). Marcadores microssatélites tem também sido amplamente utilizados
para deteccao de diversidade genética, identificacdo genética de cultivares, genotipagem
e selecdo assistida por marcadores em soja.

Este trabalho visou estudar a heranca e mapear um novo gene de resisténcia ao
oidio da soja, dando subsidios a programas de melhoramento da soja para
resisténcia/tolerancia a esse patossistema, auxiliando na manutencao da competitividade

e sustentabilidade do agronegdcio brasileiro da soja.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado utilizando a estrutura (casa-de-vegetacdo e
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal e Bioinformética) do Centro Nacional de Pesquisa
de Soja. A populacdo de mapeamento foi constituida de 109 individuos F, e respectivas
familias F,3, originadas do cruzamento da linhagem BRI01-22106, resistente, e o
genotipo Pl 200487, suscetivel ao oidio. As sementes dos parentais foram obtidas da
colecdo do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Soja (Londrina, Parang, Brasil). A
linhagem BRI01-22106 foi desenvolvida pelo programa de melhoramento da Embrapa
Soja, por possuir caracteristicas agronémicas desejaveis de resisténcia a doencas e
pragas. ARIAS et al. (2004), através de estudos de heranca constataram na linhagem
BR01-22106 apenas um gene dominante de resisténcia ao oidio da soja.
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Em condicdes de casa-de-vegetacdo, principalmente no inverno, € comum o
aparecimento da doenca sem necessidade de inoculagdo. Para garantir a presenca do
patdgeno foram mantidas plantas suscetiveis em fase anterior a instalagdo do
experimento, considerando-se que se trata de um parasita obrigatério. A infeccdo das
plantas no experimento ocorreu naturalmente, sem a necessidade de inoculagdo. Nao
houve necessidade de nebulizacdo com agua, ja que o fungo se desenvolve sobre folhas
secas.

O experimento foi instalado em casa-de-vegetacdo em maio de 2006, com
temperatura controlada, variando de 18 a 25°C. A populacdo F, foi avaliada
gualitativamente, sob um delineamento em blocos casualizados. Em marco de 2007,
foram avaliados 15 individuos de cada gendétipo parental (BRI01-22106 e Pl 200487) e de
cada uma das 109 familias F2.3. O experimento foi conduzido sob um delineamento em
blocos ao acaso, sendo cada parcela constituida de uma planta. A semeadura foi
realizada em vasos de 4,5 kg, contendo uma mistura de solo, areia e esterco.

Os parentais, a populacdo F; e as familias F2.3 foram avaliadas qualitativamente,
apos o florescimento classificando as plantas como resistentes (auséncia de sintoma) ou
suscetiveis (presenca de sintoma). Cada familia F,.3, constituida de 15 plantas, foi
independentemente avaliada durante trés semanas consecutivas, 0 que permitiu a
classificacdo de cada uma das 109 familias F,.; como homozigota resistente, heterozigota
resistente ou homozigota suscetivel.

As amostras de tecido foliar dos parentais e da populacdo F,, constituidas de trés
folhas recém expandidas (estadio V2), foram coletadas e armazenadas no ultra freezer (-
80°C). O DNA das amostras foi purificado de acordo com o protocolo descrito por KEIM et
al. (1988), com algumas modificacdes. O DNA foi entdo quantificado por analise
espectrofotométrica, através da leitura de absorbancia a 260nm e 280nm, e a integridade
foi verificada em gel de agarose 0,8%.

Foi verificado inicialmente polimorfismos entre os parentais BRI0O1-22106 e
P1200487 através dos marcadores microssatélites, que foram previamente desenvolvidos
(SONG et al., 2004). Os marcadores microssatelites testados foram escolhidos para se
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conseguir uma cobertura a cada 30 cM nos 20 grupos de ligacdo da soja (SONG et al.,
2004). Para facilitar a busca de possiveis marcadores ligados aos genes de resisténcia ao
oidio da soja, foi utilizada uma estratégia baseada na analise de agrupamentos
segregantes (Bulked Segregant Analysis - BSA; MICHELMORE et al.,, 1991), com
modificacbes. Foram formados dois grupos, o primeiro consistindo de 10 individuos
caracterizados como resistentes e 10 individuos caracterizados como suscetiveis,
escolhidos com base nas avaliagdes fenotipicas das familias F».3, permitindo a selecéo de
somente plantas homozigotas para cada fendtipo diferente. As amostras de DNA dos
genitores e dos dois agrupamentos, para cada cruzamento, foram usadas para a analise
de microssatélites. Para confirmar uma possivel ligacdo, marcadores polimérficos
encontrados entre os agrupamentos com diferencas alélicas foram usados para genotipar
os individuos de toda a populacao F.

Para que os resultados tivessem ainda uma maior eficiéncia para encontrar uma
possivel ligacdo, buscaram-se também marcadores microssatélites ligados a genes de
resisténcia a patdgenos, como resisténcia a Phakopsora pachyrhizi (BROGIN, 2005;
MONTEROS et al.; HYTEN et al., 2007; SILVA et al., 2008), Phytophthora (SANDHU,
2005), Microsphera diffusa (POLZIN et al., 1994), Meloydogine javanica (FUGANTI et al.,
2004), Fusarium solani f. sp. glycines (FRONZA, 2003) Heterodera glycines (SCHUSTER
et al., 2001;), Phialophora gregata (BACHMAN et al., 2001), entre outros.

As amplificacbes foram feitas através da técnica de PCR, de acordo com a
metodologia descrita por AKKAYA et al. (1995), com modificagcbes. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, por
aproximadamente 4 horas. Para estimar o tamanho dos fragmentos foram utilizados
marcadores com fragmentos de DNA padrao com escala de 100 pares de bases (pb). Os
fragmentos obtidos foram corados com brometo de etidio e a aquisicdo da imagem foi
realizada através do sistema digital Kodak DC 290.

Todos os marcadores microssatélites foram testados para associacdo de
significancia com a resisténcia ao oidio usando teste de aderéncia ao modelo de um locus

co-dominante utilizando o teste do Qui-quadrado (%) (P>0,05), utilizando o programa
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Mapmaker/EXP (LANDER et al., 1987). Para as analises genéticas, a resisténcia ao oidio
da soja foi tratada como carater qualitativo, através dos resultados das progénies F3.
Para a andlise de ligacdo o mesmo padrdo de codificagcdo foi utilizado tanto para
caracterizar a reacdo fenotipica ao oidio como para genotipagem dos marcadores
microssatélites nos individuos da geracdo F», ou seja, a reacédo fenotipica foi codificada
como um marcador molecular e mapeada como uma caracteristica qualitativa. O
programa (Mapmaker/EXP) foi utilizado para a realizagdo da andlise de ligagdo com o
valor de LOD score minimo de 3,0 e opcdo de funcdo de mapeamento de Kosambi
(KOSAMBI, 1944), com distancia maxima de 37,2 centiMorgan (cM).

Resultados e Discusséao

As plantas com sintomas de oidio foram visualizadas ja nos primeiros estagios
foliares de crescimento, enquanto as avaliacdes das populagdes F; e F,.3 foram iniciadas
no estagio V,. A linhagem BR01-22106 ndo apresentou sintoma de oidio, confirmando
sua resisténcia, enquanto o genétipo P1200487, suscetivel, dado a presenca de sintomas
de oidio.

Nas avaliacGes fenotipicas da populacdo F,.3 observou-se que as plantas tiveram
comportamento de resisténcia parcial e resisténcia completa, pois ao longo das
avaliacbes plantas consideradas suscetiveis, tiveram os sintomas diminuidos até o
completo desaparecimento. AZEVEDO et al. (2005), observando a estabilidade nos
genotipos de soja em relacdo a infeccdo ao oidio, classificou como resistentes,
moderadamente resistentes, suscetiveis e moderadamente suscetiveis. Essas variacdes
encontradas na resisténcia podem ser resultantes da existéncia de variabilidade do
patdgeno (racgas fisioldégicas), ou da influéncia de alguns genes presentes no parental
suscetivel que estdo controlando a caracteristica de resisténcia e suscetibilidade na
populacdo. Embora pouco se saiba sobre a base genética desse fendbmeno, maior

resisténcia de plantas adultas ao oidio tem sido observada neste trabalho.
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Das 109 familias F,.3, 31 foram caracterizadas como homozigotas resistentes, 60
heterozigotas resistentes e 18 homozigotas suscetiveis, considerando que das plantas F»
gue deram origem a essas progénies, 86 foram resistentes e 23 foram suscetiveis. A
diminuicdo de individuos suscetiveis nas familias F,3 estdo relacionados com o aumento
de individuos heterozigotos nesta populacdo, uma vez que se tem uma representacao
maior de cada individuo. Essa propor¢cao observada foi testada para verificar a
conformidade com a proporcdo mendeliana esperada de 3:1, se adequando
satisfatoriamente aos dados (Tabela 1), confirmando o trabalho de ARIAS et al. (2004) em
que a resisténcia oriunda da BR01-22106 é condicionada por um gene Unico dominante.

Tabela 1. Dados referentes a andlises de segregacdo e teste de Qui-quadrado da
segregacao fenotipica quanto a resisténcia a Erysiphe diffusa (geracdo F,3) e
para os marcadores moleculares microssatélites (geracdo F;), na populacdo de

mapeamento.
i Proporcéo
Marcador/carater observada® Proporgéo esperada® Qui-quadrado” Probabilidade® (%)
A B C A B C
Red (F,) 86 23 81,75 27,25 0,884" 3471
Red (Fy3) 31 60 18 2725 545 2725 4,211 12.17
Satt277 29 62 18 2725 545 27,25 4,284™ 11.73
Satt460 27 61 21 2725 545 27,25 2,211 33.10
Satt263 30 56 23 2725 545 27,25 0,982" 61.21
Satt307 25 64 20 2725 545 27,25 3,771 15.17
Satt316 24 63 22 2725 545 27,25 2,725™ 25.60
Satt357 23 62 24 2725 545 27,25 2,083" 35.30
Satt708 86 21 81,75 27,25 1,648"™ 19.92

2A, B e C representa: gendtipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental resistente, gendtipo heterozigoto
e genotipo homozigoto equivalente ao da suscetivel, respectivamente.

®ns : ndo significativo ao nivel de significancia de 5% .

“Probabilidade a 5% de significancia

Com o uso de marcadores moleculares foi possivel localizar o gene de resisténcia
a oidio no genoma da soja. Foram testados 83 marcadores microssatélites para verificar
polimorfismo entre os genoétipos parentais BR01-22106 e Pl 200487. Um total de 53
marcadores microssatélites apresentou polimorfismo (aproximadamente 64%) e foram
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utiizados no mapeamento. Em outros trabalhos de mapeamento na soja, niveis de
polimorfismo foram encontrados, variando de 43% a 37% (SILVA et al., 2008).

Para a identificacdo dos marcadores ligados a resisténcia ao oidio, inicialmente 10
plantas F2 homozigotas resistentes e 10 homozigotos suscetiveis que foram selecionadas
com base na avaliacdo da populacdo F,3, foram analisadas com os marcadores
polimorficos. Verificou-se a ligacdo putativa de sete deles com o carater de resisténcia:
Satt277, Satt460, Satt307, Satt316, Satt357, Satt708 e Sat _263. Esses marcadores, que
pertencem ao grupo de ligacdo C2, foram utilizados para a genotipagem da populacao de
mapeamento F,. Todos apresentaram heranga mendeliana e n&o houve distor¢cdo de
segregacao significativa para quaisquer locos de microssatélites analisados, de acordo
com o teste do x* (P>0,05) (Tabela 1), e apenas um marcador microssatélite teve padréo
de dominéancia.

O mapeamento molecular utilizando marcadores microssatélites resultou na
identificacdo de um novo gene de resisténcia ao oidio da soja Erishype diffusa, chamado
nesse trabalho de gene Red, que foi posicionado no grupo de ligagdo C2, flanqueado
pelos marcadores Satt307 e Sat_263 (Figura 1). Essa regido do grupo de ligacdo C2 tem
sido associada com resisténcia a doencas fungicas, nematoides e insetos, como genes

relacionados a resisténcia a ferrugem, morte subita e nematoéide de cisto da soja.
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Figura 1. Mapa de ligacdo da regido gendémica do gene Red. No lado esquerdo é
apresentado 0 mapa genético gerado neste estudo e no lado direito € mostrada
parte dos grupos de ligacdo consenso C2, indicando os marcadores mapeados na
regido com distancias cumulativas em cM. No lado direito do grupo de ligacéo
consenso sdo mostrados QTLs para locos de resisténcia mapeados nesta regido
(SCN - Soybean Cist Nematode ou Nematoide de Cisto; SDS - Sudden death
syndrome ou Sindrome da morte subita; Reprod - Reproductive period ou Periodo
Reprodutivo; Lf - Leaf area ou Area foliar; Lf wdth-Leaf width ou Largura da folha;
Lflt shape - Leaflet Shape ou Formato da folha; Fflr - First flower ou Inicio do
florescimento; Sd fill - Seed filling ou Enchimento de graos; CID - Carbon isotope
discrimination ou discriminacéo isotépica do carbono). Estas por¢des do mapa de
ligacdo consenso foram geradas na pagina da web do Soybase (mapa fisico da
cultivar Williams; Soybase, 2008).
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A identificacdo de novos genes de resisténcia ao oidio da soja € de grande
importancia para o melhoramento de plantas aumentando a eficiéncia do processo de
desenvolvimento de cultivares resistentes.

Os genes de resisténcia a ferrugem oriundos da cultivar FT-2 e Hyugga foram
mapeados no mesmo intervalo do gene Red (BROGIN, 2005; MONTEROS et al., 2007),
entre os marcadores Satt307 e Satt460. No entanto, ainda n&o se tém dados confirmando
se sdo dois genes de resisténcia independentes ou se sdo alelos do mesmo loco,
considerando que a resisténcia da cultivar FT-2 foi quebrada, permanecendo ativa apenas
a fonte de resisténcia ‘Hyuuga’. HYTEN (2006) relata, também, que nessa mesma
posicao, préximo ao marcador Satt460, encontra-se posicionado o gene de resisténcia a
ferrugem Rpp3, mapeados nos gendtipos, Pl 462312 e Pl 578457. A distancia entre os
genes de resisténcia a ferrugem (‘Hyuuga’, Pl 462312 e Pl 578457) € menor que 2,3cM
de distancia do gene de resisténcia Red, mostrando uma possivel existéncia de um
agrupamento de genes de resisténcia nessa regido. Um QTL de resisténcia a SDS foi
identificado préoximo ao marcador Satt307 no cruzamento Pyramid x Douglas (NJITI et al.,
2002), enquanto que um QTL para resisténcia a nematoide de cisto em soja (Heterodera
glycines Ichinobe) foi localizado préximo a Satt100, no grupo de ligacdo C2 (WANG et al.,
2001).

Agrupamentos de genes de resisténcia ndo sdo incomuns, tendo sido registrados
em varias espécies de plantas (MILCHELMORE et al., 1998), inclusive em soja. KANAZIN
et al. (1996) mapeou em oito diferentes grupos de ligacdo da soja (D1, H, J, L, M, N e P)
classes de analogos de genes de resisténcia (Resistance Gene Analogs — RGASs), sendo
encontrados individualmente e agrupados. Genes de resisténcia a doengas em soja como
Rpsl, Rmd, Rps2 e Rj2 e genes que conferem resisténcia a nematodide de cisto foram
mapeados agrupados no grupo de ligacdo J (LHONES et al., 1993). Em Arabidopsis, tem
se evidenciado que pelo menos 21 loci de doencgas diferentes estdo associados com
RGAs (AARTS et al., 1998).

A ligacdo existente entre o gene Red e outros genes de resisténcia pode ser
bastante utili no desenvolvimento de linhagens de soja com resisténcia a multiplos
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patégenos. Como o oidio pode ser faciimente avaliado em casa-de-vegetacdo, o gene
Red pode ser util como marcador para selecdo indireta para resisténcia a ferrugem e
outras doencas. Como esses genes estdo em associacdo, mas em plantas diferentes,
uma estratégia seria agrupar 0os genes em um Unico gendtipo, aumentando assim a
precisdo da utilizacdo de marcadores. Estratégia semelhante foi relatada por LHONES &
NICKELL (1994) com o gene Rmd com relagdo ao gene Rps2 que confere resisténcia a
Phytophthora durante a transferéncia dos alelos de resisténcia a cultivares elite.

Os marcadores mapeados nesse trabalho foram comparados com o mapa
consenso de SONG et al. (2004), sendo observado que ndo houve inversao na posicao
dos marcadores, e as distancias dadas em cM em relagdo ao mapa consenso
apresentaram diferencas minimas.

Outro gene de resisténcia ao oidio (Microsphaera diffusa-Rmd) foi anteriormente
mapeado no grupo de ligacdo J (POLZIN et al., 1994), mostrando que a linhagem BRIO1-
22106 apresenta um novo gene de resisténcia. Deste modo, os marcadores Sat_263 e
Satt307, que flanqueiam o gene Red, posicionados em uma distancia de 3,22 e 4,74cM,
respectivamente, serdo importantes para auxiliar na selecdo assistida de gendétipos
homozigotos contendo esse gene e facilitando a introgressédo de locos de resisténcia ao
oidio da soja em cultivares elites. Saturacdo de novos marcadores moleculares nessa
regido e clonagem de genes de resisténcia em plantas facilitard o entendimento de
mecanismos moleculares e evolucdo de resisténcia para o oidio da soja e permitird
selecdo assistida de marcadores em programas de melhoramento. CHOI et al. (2007),
adicionaram ao mapa de ligacdo da soja novas sequéncias Unicas de nucleotideos
(SNP’s). Na regido em que o gene estd posicionado encontram-se alguns SNP’s
disponiveis, o que facilita os estudos de mapeamento com esses marcadores,
aumentando a precisdo em funcdo da reducdo das distancias no mapeamento.
GRIMMER et al. (2007) mapearam cinco genes dominantes de resisténcia ao oidio em
beterraba utilizando marcadores RFLP, ancorados com marcadores SNP’s.

A identificacdo de novos genes de resisténcia ao oidio da soja € de grande
importancia para o melhoramento de plantas aumentando a eficiéncia do processo de
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desenvolvimento de cultivares resistentes através da selecdo assistida por marcadores.
Além disso, 0 uso de marcadores mais préximos possibilitaria a exploracéo de bibliotecas
gendmicas de soja, com a identificacdo de clones BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
contendo o gene de resisténcia ao oidio da soja, o que poderia levar a clonagem desse
gene. Dessa forma sua sequiéncia seria conhecida e marcadores especificos poderiam
ser desenvolvidos, permitindo inclusive a comparacdo com outros genes de resisténcia a
doencas ja clonados. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar
essas hipbteses e explorar melhor essa regido onde o gene de resisténcia ao oidio esta
localizado.
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CAPITULO 4 - CONCLUSOES

1. O estudo possibilitou 0 mapeamento genético dos genes de resisténcia para ambas

as doencas, ferrugem asiatica e oidio da soja.

2. Para ferrugem, nos dois cruzamentos (SBR e KBR) os genes de resisténcia foram

mapeados no mesmo grupo de ligacdo N da soja.

3. No grupo de ligacdo N, foi detectado QTL que explicou uma grande porcentagem
da variacao fenotipica do carater numero de urédia, predominando os efeitos aditivos e de

dominancia para os dois cruzamentos.

4, Houve correspondéncia significativa entre os QTLs identificados nas geracdes

segregantes F,3 e os marcadores que flanqueiam o gene Rpp.

5. A selecdo para o carater numero de urédias revelou-se mais eficiente, quando
comparadas com a selecdo para o carater severidade, pois € menos influenciada pelas

variagbes ambientais.

6. O modelo genético aditivo-dominante foi suficiente para explicar os resultados para
os dois caracteres quantitativos, ndo havendo nenhum indicio da presenca de efeitos

epistaticos ou de interacdo ndo alélica afetando a severidade ou o numero de urédias.

7. E provavel a existéncia de fatores modificadores que contribuem para aumento ou
reducdo da severidade de doenca nas folhas nos dois parentais resistentes e também na
testadora suscetivel envolvidos nos dois cruzamentos. A mesma eficiéncia ndo poder ser

associada ao carater numero de urédias, j& que houve divergéncia entre os parentais nos
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dois cruzamentos ao longo de todas as avalia¢fes, sugerindo que os genes associados a

esse carater podem estar concentrados nos parentais resistentes.

8. A linhagem BRI01-22106 apresentou resisténcia completa ao fungo Erysiphe
diffusa.
9. O mapeamento molecular utilizando marcadores microssatélites resultou na

identificacdo de um novo gene de resisténcia ao oidio da soja Erysiphe diffusa, chamado
nesse trabalho de gene Red. Este gene foi mapeado no grupo de ligacdo C2 da soja,

flanqueado pelos marcadores Satt307 e Sat_263

10. Nao foi constatado inversao na posicao dos marcadores, e as distancias, dadas em

cM, apresentaram diferencas minimas em relacdo ao mapa consenso.

11. Os resultados obtidos evidenciaram que novos marcadores devem ser adicionados
nos mapas gerados para as duas doencas ampliando a cobertura do genoma da soja,

visando ampliar o entendimento das bases genéticas desses patossistemas.

12. Marcadores mais préximos possibilitariam a exploracédo de bibliotecas gendémicas
de soja, com a identificacdo de clones BAC contendo o gene de resisténcia a essas

doencas o que poderia levar a clonagem desses genes.

13. A identificacdo de novos genes de resisténcia a doencas é de grande importancia
para o melhoramento de plantas aumentando a eficiéncia do processo de
desenvolvimento de cultivares resistentes atraves da sele¢éo assistida por marcadores
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