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MAPEAMENTO MOLECULAR DO LOCO Rpp5 DE RESISTENCIA A
FERRUGEM ASIATICA DA SOJA

RESUMO - A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi (Sidow & P. Sidow) foi relatada no Brasil ao final da safra 2001 e ja
nas safras seguintes, ocasionou severas perdas de produtividade. Cinco genes
de resisténcia a ferrugem asiatica da soja (Rpp1 a Rpp5) estao descritos na
literatura. O objetivo geral deste trabalho foi identificar marcadores moleculares
microssatélites ligados ao gene de resisténcia a P. pachyrhizi presente na
linhagem de soja Pl 200526. Uma populacdo de plantas F, derivada do
cruzamento entre esta linhagem e a cultivar suscetivel Coodetec 208, foi
artificialmente inoculada e avaliada quanto a sua reacdo de resisténcia a
ferrugem. Marcadores microssatélites foram testados nos genitores e em dois
bulks contrastantes para possibilitar a identificacdo de possiveis marcadores
ligados. Os trés marcadores polimérficos que foram caracterizados como
potencialmente associados com a resisténcia a ferrugem asiatica foram,
posteriormente, avaliados em toda a populacdo. A resisténcia comportou-se
como governada por um gene com dominancia completa. O gene de
resisténcia da Pl 200526 foi mapeado no grupo de ligacao N da soja, estando
préximo ao marcador Sat 166. Existe grande possibilidade de que o gene
mapeado neste estudo corresponda ao novo loco de resisténcia a ferrugem

asiatica da soja, denominado de Rpp5, recentemente descrito.

PALAVRAS-CHAVE: genes de resisténcia, Glycine max, marcadores
microssatélites, selecao assistida.
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MOLECULAR MAPPING OF Rpp5 RESISTANCE LOCUS TO ASIAN
SOYBEAN RUST

SUMMARY- The Asian soybean rust caused by the Phakopsora
pachyrhizi (Sidow & P. Sidow) fungus was related in Brazil at the end of 2001
crop year, and already in the following seasons, caused severe losses in
productivity. Five distinct resistance genes to Asian rust (Rpp1 to Rpp5) are
described. The main objective of this work was to identify microsatellite markers
linked to a resistance gene to P. pachyrhizi present in the soybean line Pl
200526. One population of F, plants originated from the cross between this
resistant line and the suscetible cultivar Coodetec 208 was artificially inoculated
and evaluated for the Asian rust resistance. Microsatellite markers were tested
on parents and in the two contrasting bulks to enable the identification of linked
markers. The three polymorphic markers that were identified potentially
associated with resistance to Asian rust were then evaluated throughout the
progeny. The resistance showed to be governed by a gene with complete
dominance. The resistance gene of Pl 200526 was mapped on the soybean
linkage group N, being close to Sat 166 marker. Possibly, the gene mapped on
this linkage group is part of the new locus of resistance to Asian soybean rust,
called Rpp5, recently described.

KEYWORDS: resistance genes, Glycine max, microsatellites markers, assisted

selection.



l. INTRODUCAO

A soja é uma espécie originaria da Asia, e vem sendo cultivada ha
centenas de anos. Gracas as suas caracteristicas nutritivas e industriais e a
sua adaptabilidade a diferentes latitudes, solos e condi¢des climaticas, o cultivo
se expandiu por todo o mundo, constituindo-se na principal leguminosa
cultivada atualmente (MARTINS, 2006).

A producdo mundial de soja prevista para o ano agricola 2007/08 € de
cerca de 221,3 milhdes de toneladas, sendo que os Estados Unidos deve
produzir 71,2 milhdes de toneladas segundo o relatério do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), mantendo-se como o maior produtor
mundial, seguido do Brasil com uma producdo estimada em 59,6 milhdes de
toneladas (CONAB, 2008).

Embora o Brasil tenha aumentado sua producédo e produtividade nos
ultimos anos, a cultura apresenta potencial ainda maior, e dentre os fatores que
impedem que seu potencial maximo seja atingido estdo as doencgas (ALVES,
2007). Aproximadamente 50 doengas ja foram identificadas no Brasil, e este
namero continua aumentando devido a expansao das fronteiras agricolas e a
pratica da monocultura.

Sob este aspecto, a doenca que mais preocupa 0S sojicultores
atualmente, é a ferrugem asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
que desde a sua primeira ocorréncia foi responsavel por severos danos
econdmicos, causando perdas de rendimento de até 70% (SOARES et al.,
2004; SILVA, 2007).

Os sintomas associados a esta doenca sdo a presenca de lesdes
formadas nas folhas que podem ser classificadas como do tipo castanho clara
(TAN), caracteristica de plantas suscetiveis e do tipo castanho avermelhada
(RB — Reddish Brown), tipicas de plantas resistentes (ZAMBENEDETTI et al.,
2007).

O uso de fungicidas é o método mais empregado para o controle da

doenca, porém sua aplicacao deve ser feita de forma racional para nao



inviabilizar a cultura e agredir o meio ambiente de forma indiscriminada
(GODOQY & CANTERI, 2004). Dessa maneira, o uso de cultivares resistentes é
o método mais indicado para o controle da doenca.

Estao referenciados até o momento na literatura, cinco genes de
resisténcia dominantes e independentes: Rpp1(Pl 200692), Rpp2 (Pl 230970),
Rpp3 (Pl 462312) e Rpp4 (Pl 459025) (BROMFIELD & HARTIWIG, 1980;
MCLEAN & BYTH, 1980; HARTWIG & BROMFIELD, 1983; HARTWIG, 1986)
Rpp5 (Pl 200487) (GARCIA et al.,, 2008). Existem, no entanto, evidéncias
experimentais de novos genes e estudos detalhados estdo sendo
desenvolvidos para confirmar estes resultados. Com relacdo as cultivares
disponiveis, ndo existe, até o presente momento, nenhum registro no cadastro
nacional de cultivares, de um genoétipo que seja portador de qualquer gene de
resisténcia a este patégeno.

As cultivares comerciais, geralmente, sdao desenvolvidas utilizando-se
transferéncia de alelos de resisténcia oriundos de fontes exdticas e, muitas
vezes, ndao adaptadas, para cultivares elite. No processo de transferéncia de
genes de resisténcia, os marcadores moleculares podem-se constituir em uma
ferramenta bastante Util. Esses marcadores, se estreitamente ligados aos
genes de resisténcia, podem ser usados na selecéo assistida por marcadores
(SAM), particularmente nas etapas iniciais e intermediarias do melhoramento
(ALZATE-MARIN et al, 2005).

A busca de fontes de resisténcia para a ferrugem asiatica devera ser
continua e o monitoramento dos diversos genes de resisténcia nos genaotipos
serd fundamental para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia
satisfatéria.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi mapear um loco de resisténcia
presente na linhagem resistente Pl 200526, dentro do mapa genético da soja,
utilizando marcadores microssatélites ou SSR (Single Sequences Repeats).



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Soja: descricao botanica e morfolégica

A soja cultivada comercialmente hoje (Glycine max (L) Merrill) é uma
planta herbacea, incluida na divisao Magnoliophyta, classe Magnoliopsida,
ordem Fabales, familia Fabaceae (CAPELLARI Jr et al., 1999).

E uma planta de ciclo anual, sendo que as cultivares brasileiras tém
ciclos entre 100 e 160 dias, e podem ser classificadas em grupos de
maturacdo, como: precoce, semiprecoce, meédio, semitardio e tardio,
dependendo da regiéo.

A soja apresenta trés tipos principais de folhas: as cotiledonares, que
constituem o primeiro par; as unifoliadas (primarias), que se sucedem aos
cotilédones e as trifoliadas, que seguem as primarias e constituem todas as
demais folhas da planta (VIEIRA & CASTRO, 2004).

As folhas s&o ovaladas e as flores sdo brancas ou roxas, localizadas em
ramacenos curtos axilares e, ou, terminais, sobre pequenos pendunculos. As
vagens sao retas ou ligeiramente curvadas, contendo cada uma, uma a quatro
sementes ovaladas ou subesféricas (SEDIYAMA et al., 1999).

A planta de soja tem porte ereto e crescimento morfolégico diversificado,
apresentando hastes e vagens pubescentes. A altura varia de 0,3 a 2,0 metros
podendo ser muito ou pouco ramificada. A espécie cultivada possui 2n = 40
cromossomos (Apéndice A) (SEDIYAMA et al., 1985).

Os estadios de desenvolvimento para a cultura da soja foram
estabelecidos por FEHR & CAVINESS em 1977, para aumentar a precisdo com
que se descreve a planta ao longo do seu crescimento (fase vegetativa) e

desenvolvimento (fase reprodutiva) (Quadro 1).



Quadro 1. Estadios fendlogicos de plantas de soja, segundo FEHR &
CAVINESS (1977).

Estadio | Descricao
Fase vegetativa
V. Da emergéncia a cotilédones abertos.
V4 Primeiro ng; folhas unifolioladas abertas.
Vo Segundo né; primeiro trifélio aberto.
V3 Terceiro nd; segundo trifélio aberto.
Vi Enésimo (Ultimo) né com trifélio aberto, antes da floracéo.
Fase reprodutiva
R4 Inicio da floracao.
Ro Floracao plena.
Rs Inicio da formacéo de vagens.
R4 Vagens completamente desenvolvidas.
Rs Inicio da formacédo de sementes.
Rs Vagens com granacado completa, folhas verdes.
R~ Inicio da maturacéo (50% de amarelamento de folhas e
vagens).
Rs Ponto de maturacéo de colheita.

Fonte: Adaptado de ARANTES et al., 1998.

2.2. Origem, expansao e diversidade da cultura da soja

Evidéncias histéricas e geograficas indicam que a soja (Glycine max (L.)
Merrill) foi domesticada no século Xl A.C. no norte da China. A partir da sua
origem, a soja expandiu-se para o Sul da China, Coréia, Japao e Sudeste da
Asia. Os europeus tiveram conhecimento da soja por volta de 1712 através de
um botanico alemao. Em 1740 sementes de soja levadas por missionarios
chineses eram cultivadas na Franca como planta horticula (GIBSON &
BENSON, 2005).

Na América do Norte, a primeira mengao sobre soja na literatura data de
1804, cultivada na Pensilvania, nos Estados Unidos (SEDIYAMA et al., 1999).
Desde entéo, diversos experimentos foram conduzidos com soja naquele pais.

A partir de 1880 a soja adquiriu importancia nos Estados Unidos como
planta forrageira. Em 1920 a area destinada a producéo de graos era de 76 mil
ha, e a destinada a producéo de forragem, pastagem e silagem chegava a 300




mil ha. A partir de 1941, a area cultivada para graos superou a cultivada para
forragem, cujo cultivo declinou rapidamente, até desaparecer em meados dos
anos 60, enquanto a area cultivada para a producao de graos crescia de forma
exponencial, ndo apenas nos EUA, como também no Brasil e na Argentina,
principalmente (BERTRAND et al., 1987).

No Brasil, a soja foi primeiramente introduzida na Bahia, em 1882. Em
1908, imigrantes japoneses a introduziram em Sao Paulo; e em 1914 foi levada
ao Rio Grande do Sul pelo professor E. C. Craig, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (SEDIYAMA et al., 1999).

Somente a partir da década de 1960, impulsionada pela politica de
subsidios ao trigo, visando auto-suficiéncia, a soja se estabeleceu como cultura
economicamente importante para o Brasil. Seu cultivo foi estabelecido
inicialmente no Rio Grande do Sul, e posteriormente, se expandiu para os
estados de Santa Catarina, Parand e S&do Paulo (MUELLER & BUSTANTE,
2002).

O Centro-Oeste surgiu como uma nova op¢ao produtiva da soja, a partir
da década de 1970, quando houve uma mecanizacdo na agricultura e o
desenvolvimento de novas -cultivares adaptadas as diferentes regides
edafoclimaticas do Pais. Esta regido €, atualmente, a maior produtora de soja
do pais, ocupando uma condicao geopolitica que favorece a producao.

A cultura da soja tem alcancado a cada ano, indices de producao cada
vez mais elevados, decorrentes da insercao constante de tecnologia que ignora
as questdes de solo e climas. Atualmente a soja € cultivada em praticamente
todo o territério nacional, sendo o principal produto agricola do pais.

Grande parte deste sucesso deve-se a pesquisa com melhoramento
genético. Estimativas de ganho genético de produtividade indicam que até a
década de 90 o ganho genético médio para produtividade da soja no Brasil foi
algo préximo de 0,9 % ao ano. Sem duvida, além de melhorar o potencial
genético produtivo per se, outras duas grandes contribuicbes do melhoramento
genético da soja no Brasil podem ser destacadas. A primeira foi a adaptacao
da soja as baixas latitudes através da introducao de genes para “periodo juvenil

longo” no germoplasma brasileiro. A segunda, dando sustentagdo a primeira,



foram os diversos trabalhos em melhoramento para resisténcia genética as
doencas mais expressivas da cultura (KIIHL & CALVO, 2006).

As estratégias de melhoramento, entretanto, ndo foram acompanhadas
de avaliacbes do aumento ou da reducdo da diversidade genética da soja
cultivada. Estimativas sobre a variabilidade genética da cultura tém destacado
que o germoplasma brasileiro provém de base genética restrita, tendo se
originado de poucas linhagens ancestrais (PRIOLLI et al., 2004).

No Brasil, BONETTI (1983) estimou que cerca de 70% dos cultivares
desenvolvidos para o Rio Grande do Sul, na década de 60, descendiam das
cultivares americanas Hill, Hood ou ambas. HIROMOTO & VELLO (1986),
utilizando coeficiente de parentesco de Malécot, determinaram a base genética
do germoplasma da soja e relataram que 100% do conjunto génico de soja
existente no Brasil na época era originario da contribuicdo de apenas 26
ancestrais, tendo 11 linhagens asiaticas ancestrais contribuindo com mais de
90%. Quatro ancestrais com maior contribuicdo para o germoplasma brasileiro
sd0 0s mesmos que dao maior contribuicdo para o germoplasma do sul dos
Estados Unidos, evidenciando que, possivelmente, os cultivares brasileiros
foram desenvolvidos com a utilizacdo de genoétipos oriundos daquela regiao.

Dessa maneira, ha a necessidade de aumentar a base genética dos
cultivares brasileiros, para evitar o perigo da vulnerabilidade do germoplasma e
0 estabelecimento de patamares baixos na producéo de graos.

Dentre o0s métodos de melhoramento, duas estratégias séao
particularmente importantes para maximizar a variabilidade genética: a)
Selecao recorrente, que consiste na sintetizacdo de uma populacao base
geneticamente divergente, selecdo dos melhores genétipos e recombinacao
para formar a nova populacdo melhorada, e esta, por sua vez, podera ser
utilizada para iniciar um novo ciclo de selecdo e b) Cruzamentos amplos,
envolvendo normalmente um gendtipo elite e um gendtipo exdtico, que inclui
todo material ndo-adaptado ou nao-comercial (variedades antigas e espécies
silvestres) e que podem ser utilizados como fonte de novos gendtipos para o
melhoramento. Neste caso, s&0 necessarios dois a trés retrocruzamentos

utilizando o genitor elite como parental recorrente, a fim de produzir uma



progénie sem as caracteristicas indesejaveis do germoplasma exético. O
produto final das duas metodologias € a obtencao de linhas puras que podem
ser lancadas como novas cultivares, ou utilizadas como genitores em
cruzamentos dentro do programa de melhoramento genético da cultura
(BRONDANI, et al., 2003)

2.3. Importancia econémica da soja

A soja é uma das principais espécies graniferas e a mais importante
oleaginosa cultivada em escala mundial. No Brasil € a cultura agricola com
maior extensdo de area plantada (FURTADO, 2007), sendo que na safra
2007/08, foram cultivados 329,3 mil hectares (CONAB, 2008).

Atualmente, o pais se destaca no cenario mundial como o segundo
maior produtor e exportador de soja, sendo responsavel por 38% do comércio
global, sendo superado apenas pelos Estados Unidos (UNFRIED, 2007).

A produgéo nacional de soja na safra 2007/2008 foi estimada em 59,6
milhées de toneladas, superior a safra anterior em 2,1%. O referido aumento é
atribuido as boas condigbes climaticas aliadas ao alto nivel tecnolégico. Do
total produzido, a regido Centro-Sul responde por 90,9% (54,2 milhdes de
toneladas) e a regiao Norte/Nordeste por 9,1% (5,4 milhdes de toneladas)
(CONAB, 2008).

Além da sua importancia em valores econémicos, a soja apresenta-se
como um grdo com valiosas caracteristicas nutricionais para humanos e
animais. Devido a sua composicdo, a soja pode ser utilizada em varios
produtos industriais € como matéria-prima para agroindustrias. Os graos de
soja podem ser processados, gerando inicialmente o 6leo, o farelo e a farinha.

O farelo é o principal subproduto da soja, considerando-se que o
resultado do processamento gera cerca de 78% de farelo protéico e 20% de
6leo. Os indicadores da safra 2007/2008 apontam para a industrializagdo de 30
milhdes de toneladas de soja. O montante deve resultar em 23 milhdes de



toneladas de farelo e 5,7 milhdes de toneladas de 6leo (ANUARIO
BRASILEIRO DE SOJA, 2007).

Os beneficios da producdo de soja para a economia brasileira séo
indiscutiveis. A cultura deve ser encarada como uma cadeia que movimenta a
industria, o comércio e varios servicos. Restringir as anéalises somente ao
campo é ignorar a importancia social da cultura. O complexo soja representa,
sozinho, 12% do Produto Interno Bruto (PIB). Em 2007, U$11,4 milhdes foram
exportados (FMT, 2007).

2.4. Ferrugem asiatica da soja

2.4.1. Etiologia

A ferrugem da soja é causada por duas espécies de fungos
basidiomicetos: o Phakopsora pachyrhizi, que causa a ferrugem asiatica,
presente na maioria dos paises que cultivam a soja e o Phakopsora
meibomiae, agente etiolégico da ferrugem americana, que acomete uma ampla
gama de hospedeiros desde Porto Rico até o sul do Parana (YORINORI et al.,
2004).

Estas espécies foram descritas como sendo distintas em 1980, e em
1992, foram identificadas as diferengas morfoldgicas, genéticas e patologicas,
destacando a maior agressividade de P. pachyrhizi perante P. meibomiae
(UNFRIED, 2007).

A principal diferenga entre as duas espécies de Phakopsora esta nos
telibsporos. P. pachyrhizi possui teliosporos organizados em duas a sete
camadas, as paredes dos esporos sao amarelo escuro a hialino, com
espessura mais ou menos uniforme de 1 um ou levemente mais grossa na
regiao superior e com até 3 um de espessura nas células das camadas apicais.
P. meibomiae apresenta telibsporos organizados em uma a quatro camadas,

raramente cinco, os esporos tém paredes de coloracdo canela a castanho



claras, com 1,5 a 2,0 um de espessura e com células da camada apical com
espessura de até 6 um (ONO et al., 1992).

As duas espécies podem ser distinguidas através da utilizacdo de
técnicas convencionais, que incluem a identificacao através de microscopio e
teste de inoculacdo em diferentes espécies hospedeiras ou cultivares; além de
técnicas moleculares, através da utilizagdo de iniciadores especificos que
flagueiam as regides ribossomais ITS (“Internal Transcribed Squences”)1 e 4
(SOUZA et al., 2006).

2.4.2. Epidemiologia

As ferrugens sdo causadas por parasitas obrigatorios (biotroficos), isto é,
ndao matam seus hospedeiros, mas desenvolvem estratégias efetivas para
explorar células vivas como fontes de alimento (SILVA, 2007). Sua
sobrevivéncia na entressafra ocorre em hospedeiros alternativos e em soja
“guaxa” (MARTINS, 2006; PASSINI, 2007).

O ciclo de vida do agente etiolégico da ferrugem asiatica inicia-se
quando os ureddsporos, oriundos das urédias, germinam e produzem um tubo
germinativo que cresce através da superficie da folha até que se forma um
apressorio (Figura 1).

Ao contrario da maioria dos fungos causadores de ferrugens que
penetram por aberturas naturais, como estébmatos, os urediniésporos da
ferrugem da soja podem penetrar também diretamente pela cuticula da folha,
epiderme e principalmente nas jungdes entre as células aumentando assim a
rapidez da infecgcdo (ZAMBENEDETTI et al., 2007).

Para que ocorra o0 processo infeccioso é necessario a presenca de
umidade nas folhas por periodo prolongado, no minimo de seis horas (FMT,
2007). A germinagdo dos ureddsporos ocorre em uma hora a temperatura
ambiente de 25 a 27°C, porém a penetracado no tecido da folha pode ocorrer a

temperatura variando de 8 a 28°C. Sob condigdes favoraveis, as primeiras



10

lesbes podem ser visiveis entre quatro a cinco dias apds a inoculagcédo e as
primeiras frutificacbes (urédias) e esporulagdes aparecem entre seis e sete
dias apos a inoculagao (YORINORI et al., 2004).

O estadio uredinial de P. pachyrhizi é o0 mais comumente encontrado nos
campos brasileiros, porém em situacdes desfavoraveis, este fungo pode iniciar
o estadio telial, ja que os telibsporos tém melhor sobrevivéncia em condicdes
adversas. Dessa maneira, apesar da formacao de télia ndo estar diretamente
relacionada com a infeccao primaria de P. pachyrhizi, ela pode ser util para a
geracdao de variabilidade do patégeno, devido a ocorréncia de reproducao
sexuada (Patricia Ferreira Cunha Souza, Msc - Comunicagéo pessoal).

Colonizagao
e T

Sintomas
4 a 5 dias ap6s infecgéo

Infeccao

Agua livre na folha Penetracio

Minimo: 6 horas Germinagao: 25 a 27°C
Otimo: 12 a 14 horas por 1 hora

Reproducao Estadio telial

Disseminagao - Vento

Uma Unica pustula produz

uredospdros por 3 semanas U

Figura 1. Ciclo de vida de Phakopsora pachyrizi, agente etiol6gico da

6 a 7 dias: inicio
liberacé@o de esporos

ferrugem asiatica da soja.
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2.4.3. Sintomatologia

Os sintomas da ferrugem asiatica podem surgir em qualquer momento
do ciclo fenol6gico da cultura, porém tem surgido de forma mais freqliente em
plantas proximas a floracao, ou em pleno estadio (AZEVEDO et al., 2007).

Os primeiros sintomas da ferrugem sdo caracterizados por minusculos
pontos, de no maximo um milimetro de didmetro, de coloracdo esverdeada a
cinza—esverdeada. No local correspondente ao ponto, observa-se, inicialmente,
uma minuascula protuberancia, semelhante a uma ferida, que é o inicio da
formagdo da urédia. Progressivamente, as urédias, também chamadas de
pustulas adquirem coloragédo castanho clara a castanho escura, que abrem-se
em um minusculo poro, expelindo os uredosporos (YORINORI et al., 2004).

Os uredédsporos, inicialmente de coloracdo cristalina, tornam-se bege e
acumulam-se ao redor dos poros e sdo carregados pelo vento. O numero de
urédias , por ponto, pode variar de uma a seis (YORINORI et al., 2004).

As lesdes formadas nas folhas podem ser classificadas como do tipo
castanho clara com muitos soros urediniais e abundante esporulagédo (TAN) ou
castanho avermelhada com poucos soros urediniais e com pouca ou nenhuma
esporulacido (RB - Reddish Brown) (ZAMBENEDETTI et al., 2007) (Figura 2).

Lesdes do tipo RB sao tipicas de genoétipos resistentes ou de efeito
principal a essa doenca. Estes tipos de lesbes podem ser descritos como uma
reacdo de hipersensibilidade. Nestas, as células do hospedeiro, préximas ao
local de infecgdo do patégeno, morrem logo apds a infeccao. O patégeno P.
pachyrhizi € um parasita obrigatério, ou seja, necessita de células vivas para
sobreviver e se multiplicar e, com a morte dessas células, o crescimento do
patégeno é limitado ao local de infecgdo. Do ponto de vista do melhoramento
genético, a planta com reagéo de hipersensibilidade é considerada resistente,
por ter a reproducao do patdégeno limitada, cessando o processo epidémico no
campo (ZAMBENEDETTI et al., 2007).

As plantas infectadas desenvolvem a doenca rapidamente, ocasionando
gueda prematura das folhas, aparentando o fim do desenvolvimento da cultura.
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Essa queda prematura das folhas ndo permite a plena formagéo dos graos,
sendo que, quanto mais cedo ocorrer a desfolha, menor ser4 o tamanho dos
graos e, conseqliientemente, maior sera a perda de rendimento e qualidade das
sementes (EMBRAPA, 2004).

A velocidade de aumento no numero de lesdes € determinada
fundamentalmente, pelos fatores climaticos reinantes na éarea, pelo manejo
cultural da lavoura e pela resisténcia que determinados genétipos apresentam
(COSTA, 2007).

asidtica da soja. A: Lesdes do tipo RB, caracteristicas de gendtipos

resistentes. B: Lesdes do tipo TAN, caracteristicas de gendtipos

suscetiveis.
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2.4.4. Historico no Brasil

O primeiro registro de ocorréncia de ferrugem na soja foi em 1979, em
Minas Gerais (DESLANDES, 1979). Na época, essa constatacao foi de grande
preocupacao devido ao alto potencial de danos que esta doenca apresentava
nos paises asiaticos, porém a nao confirmacao desse potencial fez com que as
pesquisas fossem desativadas em 1989 (YORINORI, 1997).

Na época, o fungo foi identificado como P. pachyrhizi, ao adotar a
classificacao disponivel, baseada apenas na planta hospedeira. No entanto,
trabalhos recentes confirmaram que a espécie que ocorria no Brasil naquela
época era P. meibomiae (CARVALHO JR & FIGUEIREDO, 2000).

A ferrugem asiatica da soja, causada por P. pachyrhizi foi identifica pela
primeira vez no Brasil, no ano de 2001, em areas de soja safrinha e “guaxa” no
Estado do Parana. Na safra 2001/02 a doenca foi observada primeiramente em
Londrina, espalhando-se rapidamente, atingindo-se os estados do Rio Grande
do Sul, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias e Mato Grosso. Nestes estados,
as lavouras mais atingidas registraram perdas de rendimento variando de 30 a
75%, totalizando uma perda estimada de US$125,5 milhées (YORINORI et al.,
2002).

Na safra 2002/03 o quadro de ocorréncia da ferrugem foi diferente da
anterior. Nas localidades do Centro-Sul, apesar da chuva abundante, as altas
temperaturas impediram o desenvolvimento da doenga na época normal,
porém, causou perdas em plantios tardios. Nessa safra, uma nova raca de P.
pachyrhizi causou perdas severas na regiao Centro-Oeste e Norte do Brasil,
atingindo também a soja de entressafra no Maranh&o. O custo total, ao nivel de
lavoura atingiu US$ 1,16 bilhdes e as perdas de arrecadag¢ado, em funcdo das
perdas de graos, foram de US$ 1,29 bilhdes (YORINORI et al., 2003).

A safra 2003/04 foi caracterizada pela falta de fungicidas no mercado. O
volume da perda de soja por ferrugem foi estimado em 4,6 milhdes de
toneladas, correspondendo a US$ 1,22 bilhdes. Nesta safra a ferrugem foi
detectada em todos os estados produtores do Brasil, exceto o estado de
Roraima (YORINORI et al., 2004).
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A safra seguinte, 2004/05, os gastos com controle quimico atingiram
US$ 860 milhdes, elevando o custo da doenca, ao nivel de lavoura, para US$
2,08 bilndes. As perdas de arrecadacao, em funcao das perdas de graos, foram
estimadas em US$ 200 milhdes (YORINORI et al., 2005).

No ano de 2005/06, era esperado que se produzisse 63 milhdes de
toneladas, porém alcancou-se uma producdao de 51 milhdes de toneladas.
Perdas essas causadas por longos periodos sem chuva e pela agressiva
ocorréncia da ferrugem asiatica. Nesta safra, a perda em graos foi de US$ 2,9
milhdes e o custo com controle quimico foi estimado em US$ 1,75 bilhdes. As
perdas de arrecadacao alcancaram US$5,14 bilhdes (IBGE, 2006).

As perdas em graos provocadas pela ferrugem asiatica da soja
totalizaram aproximadamente 4,5% da producéao brasileira de soja em 2006/07,
0 que equivale a 2,67 milhdes de toneladas de grdos ou US$ 615,7 milhdes. O
custo da operagédo de controle, cuja média nacional ficou em 2,3 aplica¢des por
hectare, na safra 2006/07 foi de US$ 2,19 bilhdes (SILVA, 2007).

Na safra atual, foram constatados 2106 focos de ferrugem no Brasil,
sendo que o estado mais atingido foi o Parana com 1038 focos da doenca
(CONSORCIO ANTIFERRUGEM, 2008). No Rio Grande do Sul, os nlimeros
apontam para valores préximos a R$ 2,1 bilhdes nos gastos com controle da
ferrugem, e perdas que podem chegar a R$ 488 milhdes (EMBRAPA, 2008).

2.4.5. Estratégias de manejo e controle da ferrugem

Os principais fatores que reduzem a eficiéncia do controle da ferrugem
no Brasil sdo a extensao territorial das lavouras e a monocultura, favorecendo a
maior produgdo e disseminagdo do indculo, surgimento de diferentes
isolados/racas do patoégeno, falhas na aplicacdo de fungicidas, além da
sobrevivéncia do patégeno em restos culturais (UNFRIED, 2007).

Dessa maneira, diversas medidas sdo fundamentais para o controle da

ferrugem da soja (SOARES et al, 2004), tais como: semear preferencialmente



15

cultivares precoces e no inicio da época recomendada para cada regido; evitar
prolongar o periodo de semeadura, pois a soja semeada tardiamente (ou de
ciclo longo) ira sofrer maiores danos, devido a multiplicagdo do fungo nos
primeiros plantios, além de semear a soja com densidade de plantas que
forneca bom arejamento foliar com o objetivo de otimizar a penetracdo e a
cobertura foliar pelos fungicidas (YORINIRI et al., 2004; MARTINS, 2006).

Uma nova medida de manejo foi adota por alguns estados produtores de
soja (Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul, Maranhdo, Sao Paulo e
Tocantins) regulamentada por uma Instrucdo Normativa, que estabelece o
“vazio sanitario” constituindo em um periodo de 90 dias sem soja durante a
entressafra, tanto a semeada quanto as plantas voluntarias. Esse periodo foi
determinado, incluindo uma margem de seguranga, em funcdo do maior
periodo de sobrevivéncia observado do patégeno, que foi de 55 dias em folhas
jovens infectadas armazenadas na sombra (GODQY et al., 2006).

Esta medida visa a eliminacdo da chamada “ponte-verde”, ou seja,
proporcionar um periodo de entressafra sem plantas de soja no ambiente a fim
de favorecer a diminuicdo do fungo, principalmente para os primeiros cultivos
de soja da regido, retardando a entrada da doenca e favorecendo o escape da
maioria das planta¢cdes com relacdo ao periodo de maior quantidade de inéculo
no ambiente (BARROS, 2008).

Além dessas acoOes estratégicas de manejo integrado de doencas, o
monitoramento constante, acentuando-se quando a soja estiver préxima a
floracdo, especialmente se o ambiente estiver favoravel (chuva e/ou abundante
orvalho) e aos primeiros sinais da doencga, torna-se necessario para a tomada
de decisao sobre o inicio e o sucesso do controle curativo (BARROS, 2008).

A aplicacdo de fungicidas como controle preventivo e curativo €
atualmente a pratica mais adotada pelos produtores. REIS et al. (2007)
concluiram que o controle quimico através do triazol (tetraconazol) e da mistura
de triazol + estrobilurina (pyraclostrobina + poxiconazol), apresentaram controle

eficiente do fungo favorecendo a reducéo do progresso da ferrugem.
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Porém, a aplicacado de defensivos deve ser feita de forma racional para
nao inviabilizar a cultura e agredir o meio ambiente de forma indiscriminada
(GODQY & CANTERI, 2004).

2.4.6. Controle genético

O melhoramento genético da soja é responsavel pela eliminacdo ou
minimizacdo dos danos causados por varias doencas. Compete ao
melhoramento genético produzir e fornecer as cultivares/sementes com
tecnologia agregadas e resistentes a doencas, representando menores custos
de produgcdo e menor utilizacdo de defensivos agricolas. Desta forma, os
beneficios ao meio ambiente e sociedade em geral s&o inquestionaveis. Para
tanto, trabalhos e publicacdes relacionados a resisténcia genética da soja a
ferrugem e as fontes dos genes que a conferem, sdo encontrados na literatura
mundial e sdo, inclusive, o ponto de partida para as pesquisas visando
resisténcia genética (UNFRIED, 2007).

Cinco genes de resisténcia (Rpp1 — Rpp5) identificados em introducoes
de plantas (PI's) estado referenciados até o momento na literatura.

Através da inoculagdo com dois isolados de ferrugem Taiwan-72-1 e
india-73-1, BROMFIELD & HARTIWIG (1983) comprovaram a existéncia de um
gene dominante diferente conferindo resisténcia especifica a ferrugem da soja
em cada um das Pl's estudadas (Pl 200492, Pl 230970, Pl 462312). Estes
genes estavam localizados em locos diferentes e foram designados Rpp1,
Rpp2 e Rpp3, respectivamente, nas P1 200492, Pl 230970 e Pl 462312.

HARTIWIG (1986) identificou na Pl 459025, um gene de resisténcia
dominante presente em um loco diferente dos outros trés descritos por
BROMFIELD & HARTIWIG (1983). Este gene foi denominado Rpp4.

GARCIA et al. (2008) identificaram um gene de resisténcia presente na
P1 200456. Este novo loco de resisténcia foi mapeado no grupo de ligacédo N e

foi denominado Rppb5.
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No Brasil, a busca por cultivares resistentes foi iniciada em 2001. A
cultivar FT-2 e varios genoétipos descendentes dessa cultivar, se mostraram
resistentes quando inoculadas com esporos de P. pachyrhizi, apresentando
reacdo de hipersensibilidade, com lesées RB com pouco ou nenhuma
esporulacdo (EMBRAPA, 2004).

Em 2003, um isolado proveniente de regides do Mato Grosso (Sorriso e
Lucas do Rio Verde) foi capaz de vencer a resisténcia da cultivar FT-2 e
consequentemente, de todas as demais cultivares identificadas, sendo
caracterizada, portanto, como uma nova raca do fungo (AZEVEDO et al.,
2007).

Esta nova raca de P. pachyrhizi quebrou a resisténcia conferida pelos
genes Rpp1 e Rpp3. Em virtude dessa quebra de resisténcia, ndo foi possivel a
realizacdo de experimentos para determinar se o alelo presente em FT-2 é um
derivado de Rpp1 ou Rpp3; entretanto, a genealogia desta cultivar sugere que
este seja Rpp3 (POLIZEL, 2005).

Os resultados da identificacdo de fontes de genes de resisténcia a
ferrugem; assim como informac6es novas a respeito dos genes e/ou novos
genes presentes nas respectivas fontes ou introducées em estudo, ainda sao
incipientes, porém sao de importancia inquestionavel para o progresso da
obtencédo de uma resisténcia duradoura (UNFRIED, 2007).

2.5. Marcadores moleculares

Marcadores sao fatores morfolégicos, fisiolégicos, bioquimicos ou
genéticos passiveis de serem identificados, herdaveis e que permitem o estudo
comparativo de gendtipos e suas progénies. Dentre os marcadores existentes,
os marcadores de DNA sdo os mais interessantes, devido a auséncia de efeito
ambiental, abundancia e alto polimorfismo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).
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Os marcadores de DNA foram inicialmente utilizados no melhoramento
de plantas no inicio da década de 1980. Resumidamente, esses marcadores
sdo segmentos de DNA que estéo fisicamente ligados a locos que determinam
caracteristicas de interesse. Podem ser evidenciados por métodos que
combinam o uso de enzimas de restricdo a hibridizacdo entre seqiéncias
complementares de DNA, ou pela “Polymrase Chain Reaction” (PCR). O
grande potencial do uso de marcadores no melhoramento reside no fato deles
serem praticamente ilimitados em numero, de facil deteccdo e se comportarem
como “caracteres” de heranca simples e previsivel, ndo sendo afetados pelo
meio ambiente (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Uma das etapas mais importantes no uso de marcadores moleculares é
0 estabelecimento da relacdo entre um dado marcador e um loco de interesse.
Esta é uma etapa trabalhosa que exige bastante critério. Devido ao fenébmeno
de recombinagao, as regides que circunvizinham o loco de interesse podem ser
distintas, mesmo em genétipos aparentados. Dessa maneira, para cada
populacado, marcadores especificos devem ser identificados. Em muitos casos,
no entanto, um mesmo marcador pode ser util em diferentes populacdes
derivadas de cruzamentos diferentes (ALZATE-MARIN et al., 2005).

2.5.1. Tipos de marcadores moleculares

Atualmente, existe uma grande variedade de marcadores moleculares
disponiveis para diferentes espécies vegetais. Dentre os quais pode-se
destacar: “Restriction Fragment Lenght Plymorphisms” (RFLP), “Randomly
Amplified Polymorphic DNA” (RAPD), “Amplified Fragment Lenght
Polymorphism” (AFLP) e os marcadores microssatélites ou SSR (“Simple
Sequence Repeats”).

Na técnica de RFLP, o DNA total de um individuo ¢é inicialmente isolado
e clivado com enzimas de restricdo. Os fragmentos obtidos sdo separados por

eletroforese e transferidos para uma membrana de nitrocelulose ou nailon. Em
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seguida, fragmentos especificos podem ser detectados pela incubagdo da
membrana com uma sonda previamente marcada (radioativamente ou a frio). A
posicdo da membrana onde a sonda hibridiza pode ser determinada por
autoradiografia. O polimorfismo entre diferentes individuos decorre de
variagdes nas sequiéncias primarias dos sitios de restricdo ou na mudanca de
posicao devido a inser¢des e/ou delecdes (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Entre as vantagens do RFLP, pode-se destacar a expressao
codominate, a alta reprodutibilidade, além da possibilidade de utilizacdo de
sondas heterdlogas, 0 que permite 0 mapeamento comparativo entre espécies.
Porém, as dificuldades inerentes a técnica, o grande numero de etapas e o
uso, em muitos casos, de sondas radioativas, impedem que o RFLP seja
extensivamente utilizado no melhoramento (ALZATE-MARIN et al.; 2005,
CAIXETA et al., 2006).

O RAPD é uma variagdo da técnica de PCR, diferindo desta por utilizar
apenas um iniciador. Para que haja amplificacdo de um fragmento, duas
seqUéncias de DNA complementares ao iniciador aleatério devem estar
adjacentes e em orientacdo oposta. Cada um desses iniciadores aleatérios
dirige a sintese de varios segmentos de DNA, de varios pontos do genoma,
resultando em varios fragmentos no gel (BROGIN, 2005).

As bases moleculares do polimorfismo revelado pelo RAPD podem ser
mutacdes de ponto no sitio de pareamento do iniciador, que impedem o seu
pareamento e a consequiente amplificacdo do fragmento de DNA. Dele¢des ou
inser¢des entre dois sitios de pareamento de iniciadores sdo outras fontes de
polimorfismo geradas por esses marcadores (CAIXETA et al., 2006).

As grandes vantagens da técnica RAPD sao: a simplicidade, a rapidez
na obtencao de dados e o custo relativamente reduzido.

Os marcadores RAPD se comportam como marcadores dominantes, ou
seja, ndo é possivel distinguir individuos homozigotos dominantes de
heterozigotos em uma populacdo, sendo esta, uma de suas desvantagens,
além da baixa reprodutibilidade dos resultados, o que limita até certo ponto, o
seu uso generalizado. Para contornar essa limitagdo, marcadores RAPD

podem ser transformados em marcadores SCAR (“Sequence Characterized
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Amplified Regions”). Neste caso o fragmento de DNA correspondente ao
marcador RAPD é clonado, seqlenciado e dois iniciadores mais longos sao
sintetizados e utilizados com uma temperatura de anelamento mais elevada,
tornando o processo de amplificagdo mais estavel e reprodutivel.

O marcador molecular AFLP é uma técnica que combina a clivagem de
fragmentos de DNA com enzimas de restricio e a amplificacdo desses
fragmentos por PCR. Nessa técnica, o DNA € digerido com enzimas de
restricdo, sendo ligados as suas extremidades, adaptadores que servem de
sitios de ligacdo para iniciadores na reacdo de PCR (ALZATE-MARIN et al,;
2005).

Diferentes enzimas de restricao e iniciadores estao disponiveis, o que
fornece alto grau de flexibilidade, permitindo um padrao eletroforético que pode
ser manipulado para aplicacées especificas, fornecendo uma eficiente analise
do polimorfismo presente no genoma (CAIXETA et al., 2006). As suas
limitagdes s@o o elevado custo e as dificuldades inerentes a técnica.

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por seqléncias
simples repetidas, as quais constituem em um a seis nucleotideos repetidos em
tandem. Essas regides sdo denominadas microssatélites (CAIXETA et al.,
2006).

Os SSR ou microssatélites baseiam-se na amplificacdo via PCR dessas
seqiéncias  simples  repetidas  utilizando iniciadores  especificos
complementares as regides que flanqueiam essas sequéncias. As seqliéncias
flanqueadoras sdo conservadas dentro de uma espécie, permitindo a selecao
de iniciadores de PCR que possam ser utilizados para amplificar os SSRs.
Apo6s a amplificagdo dessas regides especificas, o polimorfismo no tamanho
dos fragmentos obtidos € devido ao numero diferente de repeticbes das
seqliéncias simples (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Em um estudo de SSR utilizando 34 espécies de plantas, o elemento
repetido mais comum foi dinucleotidio AT (MORGANTE & OLIVIERI, 1993)

Os marcadores SSR sdo altamente polimoérficos, abundantes e
distribuidos por todo o genoma. Com o desenvolvimento e a publicacao dos

iniciadores para amplificacdo de SSRs da soja, marcadores para todos os
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grupos de ligacao puderam ser mapeados (CREGAN et al., 1999; SONG et al.,
2004). Em soja, os marcadores SSR tém sido muito utilizados para o
mapeamento de genes especificos que determinam caracteristicas
agronomicamente importantes, como resisténcia a doencas e, também, para a
identificacdo de locos de caracteristicas quantitativas (“Quantitative Trait Loci”
ou QTLs) de importancia econémica, envolvidos na produtividade de graos e
na resisténcia genética a pragas e doencas (FRANCIA et al., 2005).

A grande limitacdo dos SSR é a necessidade de serem isolados e
desenvolvidos especificamente para cada espécie, ndo sendo possivel utilizar
a estratégia de desenho de iniciadores universais. No entanto, esta
desvantagem €& compensada pela facilidade e eficiéncia do uso desses
marcadores pela comunidade. Uma vez desenvolvidos, eles podem ser
utilizados com facilidade e a rapidez tipica da técnica de PCR (CAIXETA et al.,
2006).

2.6. Mapeamento Genético de Genes de Resisténcia

O mapa genético de uma espécie € um modelo abstrato do arranjo linear
de um grupo de genes ou marcadores (SCHUSTER & CRUZ, 2004).

A grande disponibilidade de marcadores neutros, altamente polimérficos,
cuja herangca nao sofre influéncia ambiental, aliada a procedimentos
estatisticos complexos, tem permitido a constru¢cao de mapas de ligacao para a
maioria das espécies vegetais de interesse agronémico, até mesmo para
aquelas de longo ciclo de vida, como as florestais e as frutiferas (SILVA, 2007).

A construcdo de mapas de ligacdo tem como base a analise 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, 1990) e GQMOL 9.1 (CRUZ &
SCHUSTER, 2006), foram desenvolvidos para auxiliar na analise genética dos
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dados visando a construgcdo de mapas genéticos (CARNEIRO & VIEIRA,
2002).

A selecdo da populacdo para mapeamento envolve a escolha de
genitores, 0s quais devem ser suficientemente contrastantes para garantir o
maximo de polimorfismo, e a determinacdo do tipo de populagcdo, sendo
considerada uma etapa critica para o sucesso da construcdo do mapa (STAUB
et al., 1996).

Diversos tipos de populacdes podem ser utilizadas para 0 mapeamento.
Para espécies vegetais passiveis de autofecundagéo, como a soja, podem ser
utilizadas as populacdes F2, F3 ou Fn, os duplo hapléides, as linhagens
endogamicas recombinantes (“Recombinant Imbred Lines” ou RILs) e
populacdes derivadas de retrocruzamento (SILVA, 2007).

A escolha do tipo de populacdo mais apropriada ao mapeamento esta
relacionada com o tipo de marcador empregado. O maximo de informacao
genética é alcancado quando se usa uma populacdo F, e marcadores
codominantes (CARNEIRO & VIEIRA, 2002).

O tamanho da populacdo também é algo determinante para o sucesso
do trabalho. O tamanho da populacdo de mapeamento pode ser definido
considerando-se a precisdao desejada para a estimativa de frequéncia de
recombinacdo. Quanto maior o tamanho da populacdo, maior sera a resolucao
do mapa e, consequentemente, menores frequéncias de recombinacao
poderdo ser estimadas. Populacbées F2 com marcadores codominantes sao
aquelas que demandam o menor tamanho de populacdo. (SCHUSTER &
CRUZ, 2004).

A busca por marcadores ligados ao carater que se pretende mapear é
uma etapa decisiva no trabalho de mapeamento. Uma estratégia interessante é
a andlise de segregantes agrupados (“Bulked Segregant Analysis” ou BSA -
MICHELMORE et al., 1991). Este método consiste na avaliacdo de dois grupos
de individuos obtidos de pontos extremos da curva de distribuicdo do carater
em estudo. Espera-se que os alelos dos marcadores que estiverem associados
aos alelos do carater que esta sendo mapeado estejam distribuidos de forma

desigual entre os dois grupos, possibilitando sua deteccao. A BSA tornou a
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identificagdo de marcadores moleculares ligados a caracteres de interesse um
processo mais eficiente. Este método tem sido utilizado com sucesso na
deteccdo de marcadores moleculares associados a genes de resisténcia a
doencas (ZHAO et al., 2005).

Os caracteres mapeados devem distribuir-se de acordo com um padréao
de segregacdo mendeliana. Este padrdao pode ser verificado através do teste
do Quiquadrado (x?). E recomendado, preferencialmente, o descarte dos locos
que apresentam distor¢des da segregacdo mendeliana para nao comprometer
a qualidade do mapa (BEARZQOTI, 2000).

A falta de aditividade das freqléncias de recombinacdo levou ao
desenvolvimento das fungdes de mapeamento. Elas sao utilizadas para
converter freqiéncias de recombinacdo, expressas em unidades de mapa
(centiMorgan ou cM) em medidas de distdncia com propriedades mais
interessantes para o ordenamento dos locos. As mais conhecidas sao as de
Haldane (HALDANE, 1919) e de Kosambi (KOSAMBI, 1944). A funcédo de
Haldane admite a independéncia das permutas nos intervalos adjacentes,
enquanto a funcdo de Kosambi considera a interferéncia. Uma vez estimadas
as freqUéncias de recombinacao e estabelecida a funcdo de mapeamento, a
etapa seguinte € formar os grupos de ligacdo contendo os marcadores ligados.
Dois marcadores sdo considerados ligados quando a freqiéncia de
recombinacao entre eles for inferior a um limite predefinido e/ou o LOD escore
(“Logarithm of ODds” ou Logaritmo dos NGs) for inferior a um limite também
predefinido.

A distdncia maxima de ligacdo utilizada como padrdo em varios
programas de mapeamento é 37,2 cM e o LOD escore igual a 3,0. Um LOD
escore igual a 3 indica que a ocorréncia de ligacao é mil vezes mais provavel
que a de segregacao independente (BEARZOTI, 2000; SCHUSTER & CRUZ,
2004).

O desenvolvimento de mapas genéticos € considerado uma das
aplicacées de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares.
Presta-se as analises filogenéticas, e potencialmente, ao melhoramento de
plantas. Diante desses avancos, procedimentos como a localizacdo e o
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mapeamento de QTL's (Quantitative Trait Loci), estudos de sintenia e
clonagem de genes com base em mapas genéticos passaram a representar
complementos importantes a serem considerados em programas de

melhoramento das mais variadas espécies vegetais (SILVA, 2007).
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ll. MATERIAL E METODOS

3.1. Conducao do experimento

As etapas de cultivo, inoculacdo e coleta foram realizadas em parceria
com a Empresa Tropical Melhoramento e Genética (TMG), localizada em
Cambé, Parana e as etapas moleculares foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia Aplicada ao Melhoramento de Plantas do Departamento de
Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, campus de Jaboticabal.

3.2 Material Vegetal

Uma populacédo F,, contendo 100 individuos derivada do cruzamento
entre a linhagem Pl 200526, resistente a ferrugem asiatica, e a cultivar
brasileira Coodetec 208, suscetivel a este patdgeno, foi utilizada para a
caracterizacao fenotipica quanto a reagao de resisténcia.

A populagdo de mapeamento e os genitores foram cultivados em casa
de vegetacdo com temperatura controlada variando entre 20°C a 25°C e
umidade em torno de 90%.

A semeadura foi realizada em vasos de sete litros contendo uma mistura
de solo, areia e esterco bovino, esterilizado com brometo de metila. Em cada
vaso foram cultivadas trés plantas F», as quais foram devidamente identificadas
com um numero correspondente para a avaliacdo da reacdao a ferrugem

asiatica e para a coleta de folhas para as analises moleculares.
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3.3 Inoculacao e Avaliacao Fenotipica da Geracao F»

Para a avaliagdo fenotipica da reacdo a ferrugem, foram realizadas
inoculacdes a partir de uma populacao fungica coletada de plantas de soja da
cultivar BRSMS Bacuri, naturalmente infectadas durante a safra de 2004/05 em
Cambé, Parana.

Essa cultivar é portadora do mesmo gene presente na cultivar FT-2
(BROGIN et al., 2004), cuja resisténcia foi quebrada durante a safra 2003/04.

O inéculo foi preparado a partir de folhas infectadas, que foram lavadas
em solucao de agua destilada visando a retirada dos esporos da superficie
abaxial das folhas. A contagem dos esporos da suspensao foi realizada em
camara de contagem de células (Neubauer) para a obtencdo de uma
concentragdo de 10* uredosporos/mL. Foi adicionado & solugdo final, o
espalhante adesivo Tween 20 na proporcéo de 0,5 ml/lde solucéao.

A primeira inoculacao foi realizada quando a planta atingiu o estadio V;
da escala de FEHR & CAVINESS (1977), sendo feitas posteriormente mais
sete inoculagdes, em um intervalo de quatro dias.

Apo6s o aparecimento dos sintomas, plantas resistentes e suscetiveis
foram discriminadas pelas reacdes tipicas de cada situacdo. Lesdes RB sao
caracteristicas de gendétipos resistentes e lesées TAN caracterizam os
gendtipos suscetiveis. Essa avaliacdo qualitativa classificou cada uma das 100
plantas F> em resistentes e suscetiveis de acordo com a reacdo do gendtipo a

presencga da doenca.

3.4 Coleta de tecido foliar

Trifélios de cada uma das plantas F, e dos genitores foram coletados e

imediatamente congelados em nitrogénio liquido.
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Os trifdlios ainda congelados foram liofilizados em um equipamento
FreeZone 12L (LabConco). As amostras foram aliquotadas em microtubos de
1,5 ul, sendo posteriormente estocados em freezer -80°C até a realizacao dos

estudos moleculares.

3.5 Extracao de DNA

Trifélios dos gendtipos parentais e dos individuos da populacado
segregante foram submetidos a extracdo de DNA, pelo método CTAB (Brometo
de Cetiltrimetilamonio), conforme descrito por FERREIRA & GRATTAPAGLIA
(1998), com algumas modificacoes.

O tampéo de extracao foi preparado utilizando-se CTAB 2%, 8,12 g de
NaCl, 4 mL de uma solugédo 0,5M EDTA e 10 ml de uma solugéo Tris-HCI pH
8,0. Completou-se o volume para 100 ml com agua Milli-Q. A solugéo foi
colocada em agitador, para completa dissolu¢cdo dos componentes, aquecendo
a mesma a cerca de 45° C. Em capela de exaustéo, acrescentou-se 2 pl de 2-
B-Mercapto-etanol para cada mililitro de tampéo de extracdo. O ideal € manter
o tampao de extracdo aquecido até a sua utilizacao.

As extragdes de DNA ocorreram diretamente em microtubos de 1,5 ml,
contendo 10 ug de tecido foliar liofilizado.

O tecido foliar foi ressuspendido em 700 pl de tampao de extracao CTAB
e, posteriormente incubado por 30 minutos a 65°C. Durante a incubacao, os
tubos foram agitados em intervalos de 10 minutos para homogeneizacao da
suspensdo. Os tubos foram retirados do banho-maria e esfriados em capela de
exaustao. Neste local, foi realizada a primeira extracdo com solvente organico
pela adicdo de 600 pl de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1). Os tubos
foram agitados por 5 minutos, invertendo-se no minimo 20 vezes, ou até se

formar uma emulsdo homogénea.

As fases foram separadas por centrifugacdo em microcentrifuga, a
velocidade de 16000 x g, durante 5 minutos. Logo apés, os tubos foram
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retirados cuidadosamente da microcentrifuga, evitando perturbar a interface
entre as duas fases formadas. A seguir, a fase aquosa (superior) foi retirada
em cerca de trés aliquotas de 180 pl e disposta em novo tubo. Este
procedimento ajuda a evitar possiveis contaminagcdes com a fase organica

inferior.

Ao novo tubo, foi adicionado isopropanol frio (-20° C) na proporgao de
2/3 do volume da solugé&o aquosa, perfazendo um volume de cerca de 400 pl. A
mistura foi gentilmente agitada para precipitacdo dos acidos nucléicos. O
sedimentado (“pellet”) de DNA foi formado apds a centrifugacdo dos tubos a
7400 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi descartado.

Duas lavagens de 10 minutos com 1 ml de etanol 70% foram realizadas,
sendo o sobrenadante retirado apdés cada uma delas. Em seguida, nova
lavagem foi realizada com 1 ml de etanol absoluto durante 3 minutos, sendo o
sobrenadante novamente descartado. Nesta fase, € preciso retirar o maximo
possivel do etanol, posteriormente, os tubos permanecem abertos em fluxo
laminar durante alguns minutos, até que o sedimento de DNA esteja
completamente seco.

Apbs a secagem, o sedimento foi entdo ressuspendido em 100 pl de
Tampéao TE (10mM Tris pH 8,0 + TmM EDTA), contendo 10 ug/ml de RNAse e
incubado a 37° C em banho-maria, por aproximadamente 60 minutos para a
digestdo do RNA, e purificacdo do DNA.

O DNA extraido foi quantificado, mediante leitura da densidade ética a
260 e 280 nm em aparelho BioPhotometer Eppendorf AG. Posteriormente a
quantificacao, a integridade do DNA foi observada pela visualizagdo em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. Posteriormente, aliquotas das
amostras de DNA foram diluidas e como solucdo de trabalho. Parte foi
estocada a —20° C para uso posterior.

De acordo com os resultados da avaliacdo fenotipica quantidades
equimolares de DNA de 10 individuos resistentes e 10 suscetiveis foram
utilizados para a montagem dos bulks contrastantes, conforme a metodologia
de BSA ou “Bulked Segregant Analysis” (MICHELMORE et al., 1991). As
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amostras de DNA dos genitores e dos dois bulks foram utilizadas para os
testes de marcadores microssatélites (SSR).

3.6 Marcadores SSR para Ferrugem Asiatica

Para facilitar a identificacdo de marcadores ligados ao gene de
resisténcia a ferrugem asiatica presente na linhagem Pl 200526, foram
utilizados neste trabalho, primeiramente, marcadores conhecidos por sua
ligacdo a locos de resisténcia a doencgas da soja. Estratégia similar também foi
utilizada para mapear outros locos de resisténcia na soja (MIAN et al., 1999;
GORDON et al.,, 2006; SILVA et al.,, 2008). Assim, foram testados 50
marcadores microssatélite para verificar o polimorfismo entre os genitores,
sendo que nove deles se apresentaram polimérficos e foram utilizados na
discriminagao dos bulks contrastantes.

A informacdo de seqlUéncia dos iniciadores para todos os marcadores
SSR utilizados esta disponivel no site “Soybase”
(http://soybase.agron.iastate.edu/resources/ssr.php).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com um volume total de 20
I, utilizando 300 ng de DNA genbmico de soja, 1,5 mM de MgCl,, Tampéo
PCR 1X (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 e 50 mM KCI), 0,2 mM de dNTP’s, 1U de
Tag-DNA polimerase e 10 uM de cada iniciador “Forward” e “Reverse”.

A ciclagem consistiu de 7 minutos a 94°C; 30 ciclos de 1 minuto a 94°C,
1 minuto a 55°C, 2 minutos a 72°C, seguidos por 7 minutos a 72°C.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose de alta resolugdao (agarose 1000), a uma concentracdo de 3% para
melhor padréo de diferenciagdo de bandas, em tampao TAE (2 M Tris, 100 mM
EDTA, 1M &cido acético) e corados com brometo de etideo. A eletroforese
procedeu-se a 80 V por cerca de duas horas. A visualizagéo foi feita em luz UV
através de transluminador e fotografada pelo sistema Kodak EDAS 290. O

tamanho de cada marca foi estimado por meio de comparacédo com o marcador
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de tamanho 100 pb e também pelas ferramentas digitais do Programa Kodak
EDAS 290.

Para confirmar uma possivel ligacdo, os marcadores polimérficos entre
0s genitores e os bulks contrastantes foram, posteriormente, testados em toda

a progénie.

3.7 Analise dos Dados

Todos os marcadores, bem como, a reagao fenotipica a ferrugem da
populacdo foram avaliados quanto ao seu padrdo de heranca baseados nos
resultados da avaliagdo das progénies. A razao de segregacado para 0S
marcadores SSR e os fenoétipos observados (avaliacdo fenotipica) foram
submetidos ao teste de aderéncia seguindo o modelo de um gene dominante
utilizando o teste do Qui-quadrado (P>0,05). A analise de ligacdo e a
construcdo do mapa foram realizadas com o auxilio do programa GQMOL 9.1
(CRUZ & SCHUSTER, 2006) utilizando a funcao de mapeamento de Kosambi
(KOSAMBI, 1944). O critério de ligacdo foi um LOD escore maior que 3,0 e

uma distancia maxima de 37,2 cM.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

A populacao segregante foi avaliada quanto a reacao a ferrugem asiatica
da soja ap6s a inoculagdo do fungo P. pachyrhizi. O in6culo utilizado
representa uma mistura de isolados que contém a nova raca encontrada na
regiao centro-oeste que quebrou a resisténcia dos genes Rpp1 e Rpp3.

As reacOes genéticas a ferrugem asiatica foram avaliadas nos genitores
(linhagem PI 200526 e cultivar Coodetec 208), assim como nos 100 individuos
da progénie F,, pertencentes a este cruzamento. Todas as plantas da
cultivar suscetivel apresentaram lesées TAN enquanto a linhagem Pl 200526
apresentou somente lesdes do tipo RB, caracteristica de gendétipos resistentes.

Das 100 progénies F», 82 foram caracterizadas como resistentes e 18,
como suscetiveis (Apéndice B). A proporcdo observada foi testada para
verificar a conformidade com a proporcdo mendeliana esperada de 3:1.

Na Tabela 1, pode ser observado o valor de Qui-quadrado (x%) de 2,61
que confirma, satisfatoriamente, a segregacao esperada.

Portanto, no cruzamento avaliado neste estudo, a resisténcia envolve
um unico gene, com dominancia completa. Resultados semelhantes foram
encontrados por GARCIA et al., 2008, que mapearam o gene Rpp5 em trés
genotipos exdticos. Dois outros genes de acao dominante (Rpp2 e Rpp4) que
condicionam resisténcia a ferrugem asiatica foram encontrados nas linhagens
P1 230970 e PI 459025, respectivamente, por SILVA et al.(2008). HYTEN et al.
(2007) encontraram marcadores ligados ao gene dominante (Rpp1) na PI

200429 condicionando resisténcia ao isolado de ferrugem India-73-1.
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Tabela 1. Analise por Qui-quadrado da segregacao fenotipica da populacao F»
de mapeamento do gene de resisténcia (Rpp5) e dos marcadores SSR

polimérficos.
Proporcao Teste Qui-quadrado (%)
observada*

Carater A B Segregacao x>
Avaliacéo 82 18 3:1 2,61
Fenotipica
Marcador R H S Segregacao x>

Satt009 27 46 27 1:2:1 0,64"

Satt152 29 45 26 1:2:1 1,18"

Sat 166 28 46 26 1:2:1 0,72™

A = plantas que apresentaram lesdes do tipo RB (resistentes); B = plantas que
apresentaram lesdes do tipo TAN (suscetiveis).

R = homozigoto resistente; H= heterozigoto; S = homozigoto suscetivel.

ns = ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Do total de 50 iniciadores testados, nove marcadores comportaram-se
como polimérficos, sendo que destes, trés (Satt009, Satt152, Sat 166)
possibilitaram a diferenciacao entre os bulks resistente e suscetivel (Apéndice
C).

Cada um dos marcadores SSR polimérficos foi usado na avaliacdo dos
bulks (Figura 3) e, posteriormente, em todos os individuos da populacao de
mapeamento F» (Figuras 4, 5 e 6).

Primeiramente, foram testados os marcadores ligados aos locos Rpp2 e
Rpp4 descritos por SILVA et al. (2008), uma vez que ainda ndo ha estudos
sobre as racas da ferrugem no Brasil e devido ao fato destes locos conferirem
resisténcia a maioria dos isolados caracterizados em outros paises (YAMAOKA
et al., 2002). Esta analise demonstrou que a resisténcia da Pl 200526 envolve
um novo gene, sendo possivelmente o Rpp5, ja que os marcadores utilizados

apresentaram-se monomorficos.
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Os marcadores SSR polimérficos também foram testados quanto a
adequacdo para a observacdo de segregacdo, onde 0sS mesmos se
enquadraram satisfatoriamente a razdo esperada para uma heranca co-
dominante (1:2:1), de acordo com a natureza do marcador, considerando um
nivel de significancia de 5% (Tabela 1).

O teste de Qui-quadrado também foi utilizado para testar a hipétese de
segregacao independente de cada marcador com o gene de resisténcia, ou
seja, a hipotese de 9:3:3:1, (Tabela 2).

Tabela 2. Analise por Qui-quadrado da hip6tese de segregacao independente
de cada marcador com o gene de resisténcia (Rpp5).

Teste Qui-quadrado (x?)

Marcador Segregacao x>
Satt009 9:3:3:1 31,27*
Satt152 9:3:3:1 32,55*
Sat_166 9:3:3:1 52,60*

Para o marcador Satt009 o valor de x? foi de 31,27 (P < 0,001); para o
marcador Satt152 o valor de x? foi de 32,55 (P < 0,001) e, finalmente, para o
marcador Sat_166 o valor de ¥ foi de 52,60 (P < 0,001). Todos os valores de
Qui-Quadrado foram altamente significativos o que indica que a hipotese de
segregacao independente nao foi aceita, podendo-se, portanto, concluir que os
marcadores SRR estéo ligados ao loco de resisténcia a ferrugem (Rpp)).

Com auxilio do programa GQMOL 9.1 (CRUZ & SCHUSTER, 2006)
foram estimadas as distancias entre cada marcador ao loco Rpp5, o desvio

padrao e os valores de LOD escore. (Tabela 3).
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PM PR PS R1 S1 R2 S2 R3 S3 R4 S4 R5 S5

PM PR PS R6 S6 R7 S7 R8 S8 R9 S9 R10 S10

Figura 3. Perfil do marcador microssatélite Sat 166 em cada um dos
individuos dos bulks resistente e suscetivel. PM = 100pb; PR = parental
resistente; PS = parental suscetivel, R1 a R10 = Individuos pertencentes ao
bulk resistente (individuos (indiv.): 4; 8; 9; 14; 23; 42; 45; 78; 86; 91) S1 a S10
= Individuos pertencentes ao bulk suscetivel (indiv.: 3; 12; 37; 48; 51; 58; 62;
74;90).

Tabela 3. Estimativa das distancias entre cada marcador e o loco Rpp5, desvio
padrao e valores de LOD escore gerados pelo programa GQMOL 9.1 (Cruz &
Schuster, 2008).

Marcadores Distancia (cM) Desvio-padrao LOD escore
Satt009 20,9 4,21 6,11
Satt152 27,4 4,11 6,64

Sat_166 9,1 2,95 11,68
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O loco Rpp5 foi mapeado no grupo de ligacdo N da soja proximo ao
marcador Sat 166 a uma distancia estimada em 9,1 + 2,9 cM. Os marcadores
Satt009 e Satt152 foram posicionados a uma distancia estimada de 20,9 + 4,2

cM. e 27,4 £ 4,1 cM, respectivamente.

PR P8 s7E 6 18

8788, 89 <9093 94

Figura 4. Perfil do marcador microssatélite Sat_166 em individuos da
populagcdo de mapeamento F,. PM = 100pb; PR = parental resistente; PS =

parental suscetivel.

O mapa de ligagdo gerado neste estudo indica que a ordem dos
marcadores moleculares microssatélite foi consistente com o mapa de ligacao
consenso da soja com pequenas diferencas de distancia (Figura 7). Estas
diferengas na posicao do loco se devem ao fato de que as analises de ligagao
foram realizadas em populacdes de mapeamento diferentes.

Varios trabalhos de mapeamento dos locos de resisténcia a ferrugem
asiatica tém sido conduzidos. O loco Rpp1 foi mapeado entre os marcadores
SSR Sct_187 e Sat_164, a uma distancia de 0,4 cM de ambos os marcadores,
no grupo de ligacdo G da soja (HYTEN et al., 2007). Além do loco Rpp1, alelos
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identificados em outras variedades também foram mapeados. O loco
identificado na cultivar japonesa Hyuuga foi mapeado entre os marcadores
SSR Satt460 e Satt307, no grupo de ligacdo C2, as distancias de 0,8 cM e 2,4
cM, respectivamente (MONTEROS et al., 2007). Nesta mesma regiao
gendmica, foi mapeado o loco presente na cultivar FT-2, localizando-se entre
os marcadores SSR Satt460 e Satt079, as distancias de 20,3 cM e 7,8 cM,
respectivamente (BROGIN et al. 2004; POLIZEL et al., 2006).

PM PR PS 59 60 6163 64 65666768 6970 71 72 73 7576

PM 77 79 80 81 82 83 8485 87 888992 93 94 95 96 97 98

Figura 5. Perfil do marcador microssatélite Satt009 em individuos da
populagcdo de mapeamento F,. PM = 100pb; PR = parental resistente; PS =

parental suscetivel.

Os marcadores microssatélites (Satt009, Satt152 e Sat_166) ligados ao
loco de resisténcia Rpp5 apresentaram-se potencialmente Uteis na selecao
assistida por marcadores em programas de melhoramento visando resisténcia
a P. pachyrhizi.

Outros marcadores moleculares ligados a varias doengas da soja foram
relatados na literatura. FUNGANTI et al. (2004) identificaram o marcador
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Satt114 ligado ao loco de resisténcia ao nematdide da galha no grupo de
ligacdo F. O marcador Satt215 mostrou-se ligado ao gene Rbs1 que confere
resisténcia a podriddo-parda-da-haste causada pelo fungo Phialophora
gregata, com eficiéncia de selecédo de 88% (BACHMAN et al., 2001). Um novo
gene, Rcspeking, que confere resisténcia a mancha-olho-de-ra foi mapeado a 1,1
cM do marcador Satt244 no grupo de ligacédo G ( YANG et al., 2001).

PM-==8¢_6 ¥ AetDRC T SIS SRR ZHI 8- 9 20121122 1245225 ..26 27 28

PM PR PS 2930 3132 33 34 35 36 394041 43 44 4647 49 50

Figura 6. Perfl do marcador microssatélite Satt152 em individuos da
populagcdo de mapeamento F,. PM = 100pb; PR = parental resistente; PS =

parental suscetivel.

Conforme mencionado, o loco de resisténcia mapeado neste trabalho foi
posicionado em uma regido do grupo de ligagdo N onde ja foram mapeados
locos de caracteristica quantitativa (QTLs) de outras doencas, indicando que
genes e QTLs ligados a doengas podem estar organizados em clusters, e
dessa maneira a estratégia de buscar marcadores préximos a locos de
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resisténcia ja conhecidos, constitui-se em uma estratégia que pode fornecer
grande sucesso no processo seletivo de populagdes superiores.

Alguns QTLs significativos para a resisténcia a algumas doencas da soja
foram mapeados na regiao cromossdmica vizinha ao loco de resisténcia a
ferrugem, denominado de Rpp5, descrito neste trabalho (Figura 1). Proximos
ao marcador Satt009, foram mapeados QTLs para o patdégeno Sclerotinia
sclerotiorum, fungo causador do mofo branco na cultura da soja (ARAHANA,
2001). Em uma regido cromossOmica adjacente encontra-se mapeado um QTL
para o nematdide do cisto, causador de uma das mais sérias ameacgas a
sojicultura. (CONCIBIDO et al., 1997).

Ainda no grupo de ligagao N, outros locos qualitativos e quantitativos de
resisténcia a doengas foram mapeados. WENG et al. (2001) encontraram a 3,2
cM do marcador Satt009, um loco de resisténcia a Phytophthora sojae,
patdbgeno causador da podriddo radicular em soja. Ligado ao marcador
Satt080, foi mapeado um QTL de resisténcia a Fusarium solani f. sp. glycines,
causador da podridao vermelha da raiz, também conhecida com sindrome da
morte subita da soja (NJITI et al., 2002).

Alguns trabalhos de gendmica funcional da soja sob infeccdo com
ferrugem asiatica foram realizados recentemente. A analise de expresséo
génica de uma cultivar americana de soja através de microarranjos de DNA
revelou que a maioria dos genes que mudaram sua expressao em situacao de
infeccdo precoce foram genes de resposta de defesa (PANTHEE et al., 2007).
Este trabalho, entretanto, foi conduzido utilizando um genétipo para o qual ndo
se conhece a resposta a ferrugem, uma vez que as plantas inoculadas nao
apresentaram sintomas de infecgéo. A infeccao foi dada como positiva através
da amplificacdo de um fragmento especifico do fungo nas amostras de cDNA
das folhas inoculadas. Deste modo, ndo é possivel relacionar os genes
expressos diferencialmente com um mecanismo de resisténcia, mas sim com

um mecanismo de resposta a infeccao.
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Figura 7. Mapa de ligagéo indicando o posicionamento do gene de resisténcia
a ferrugem asiatica da soja (Rpp5) em relagdo aos marcadores SSR
polimérficos. Mapa 1: mapa genético gerado neste estudo; Mapa 2: parte do
grupo de ligagdo consenso N, indicando os marcadores mapeados na regiao e
os QTLs para locos de resisténcia mapeados nesta regido (Sclero — Sclerotinia
sclerotiorum e SCN - Nematdide do cisto). A por¢cdo do mapa de ligacédo
consenso foi gerada na pagina da web do Soybase (mapa fisico da cultivar
Williams; Soybase, 2007).
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Em outro trabalho de analise de expressado génica utilizando o mesmo
microarranjo comercial (MORTEL et al., 2007), foram analisados dois genétipos
de soja, Embrapa 48 (suscetivel) e P1230970 (resistente, possuidora do gene
Rpp2), no decorrer dos primeiros sete dias apds a inoculagdo em intervalos
variaveis de 6 h a 1 dia. Foram detectadas mudancas na expressdao dos
MRNAs, com um pico de expressao de genes relacionados a defesa dentro das
primeiras 12 h apés a infeccdo, em ambos os gendtipos, e outro préximo de 96
h ap6s infeccdo no gendtipo suscetivel e préximo de 72 h apés infecgcdo no
genotipo resistente, indicando uma expressdo génica relativamente precoce
nos mecanismos mediados pelo gene Rpp2.

Em ambos os trabalhos, a analise de microarranjos foi conduzida
utilizando microarranjos de oligonucleotideos comerciais (“Soybean Genome
GeneChip Array”, Affymetrix), os quais representam mais de 37.500 transcritos
da soja. Os oligonucleotideos presentes no microarranjo comercial sao restritos
a certos germoplasmas e condicdes de cultivo, o que representa uma limitacdo
da técnica.

Apesar de terem sido incluidas na fabricacdo destes microarranjos
oligonucleotideos representando genes de resposta ao nematdide do cisto
(Heterodera glycines) e a podridao da raiz (Phytophthora sojae), nao foram
representados genes de defesa a fungos biotréficos, para os quais as plantas
apresentam mecanismos especificos de defesa. Assim, é provavel que estes
microarranjos nao contemplem algumas ou varias das sequéncias ativadas em
interacdes compativeis e incompativeis entre soja e ferrugem asiatica. Até o
momento, ndo foram publicados trabalhos relatando a clonagem de genes
envolvidos na reacao da soja a ferrugem asiatica (SILVA, 2007).

Os marcadores SSR ligados ao loco de resisténcia a ferrugem da soja
(Rpp5), descrito neste trabalho, podem ser de grande utilidade para o processo
de selecdo assistida visando a introgressao de multiplos locos em uma Unica
cultivar. Porém, estudos adicionais deverdao ser realizados para melhor

conhecimento da regido do genoma onde o gene de resisténcia foi mapeado.
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VI. CONCLUSOES

1. A resisténcia a ferrugem asiatica presente na linhagem Pl 200526
apresentou-se governada por um Unico gene com acao dominante, sendo
denominado de Rppb5.

2. O loco de resisténcia Rpp5 presente na linhagem Pl 200526 foi
mapeado no grupo de ligacdo N da soja, proximos a outros locos e QTLs
ligados a doencas ja mapeados. Indicando uma possivel organizacao destes
em clusters.

3. Os marcadores SSR Satt009, Satt152 e Sat_166 apresentaram-se
como promissores para a selec¢ao assistida de genétipos de soja com a mesma

fonte de resisténcia utilizada neste estudo.
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Apéndice B. Classificagdo qualitativa dos individuos da populacdo de

mapeamento, quanto ao tipo de lesdo (RB e TAN) e quanto a reagédo (R =

resistente e S = suscetivel).

Individuos LesGes | Reacao Individuos LesGes | Reacao
1 RB R 51 TAN S
2 RB R 52 RB R
3 TAN S 53 RB R
4 RB R 54 RB R
5 RB R 55 RB R
6 RB R 56 RB R
7 RB R 57 RB R
8 RB R 58 TAN S
9 RB R 59 RB R

10 RB R 60 RB R
11 RB R 61 RB R
12 TAN S 62 TAN S
13 RB R 63 RB R
14 RB R 64 RB R
15 TAN S 65 RB R
16 TAN S 66 TAN S
17 RB R 67 RB R
18 RB R 68 RB R
19 RB R 69 RB R
20 RB R 70 RB R
21 RB R 71 RB R
22 RB R 72 RB R
23 RB R 73 RB R
24 TAN S 74 TAN S
25 RB R 75 RB R
26 RB R 76 RB R
27 RB S 77 RB R
28 RB R 78 RB R
29 RB R 79 RB R
30 TAN S 80 RB R
31 RB R 81 TAN S
32 RB R 82 RB R
33 RB R 83 RB R
34 RB R 84 RB R
35 RB R 85 RB R
36 RB R 86 RB R
37 TAN S 87 RB R
38 TAN S 88 RB R
39 RB R 89 RB R




40 RB R 90 TAN S
41 RB R 91 RB R
42 RB R 92 RB R
43 RB R 93 RB R
44 RB R 94 RB R
45 RB R 95 TAN S
46 RB R 96 RB R
47 RB R 97 RB R
48 TAN S 98 RB R
49 RB R 99 RB R
50 RB R 100 RB R
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Apéndice C. Marcadores microssatélites utilizados para a deteccdo de

polimorfismo e para o0 mapeamento do gene de resisténcia.

MARCADORES GRUPO DE LIGACAO RESULTADO
Satt620 J MN
Sat_366 J MN
Sat_255 J MN
Satt288 G MN
Satt191 G MN
Satt160 F PG
Satt192 H PG
Satt242 K PG
Satt185 E PG
Satt475 K PG
Satt338 C1 PG
Satt294 C1 PG
Satt187 A2 PG
Sat_162 A2 PG
Satt009 N PB
Satt152 N PB
Sat_166 N PB
Sat_124 E MN
Satt309 G MN
Satt114 F MN
Satt423 F MN
Sat_141 G MN
Sat_168 G MN
Sat_342 B2 MN
Satt126 B2 MN
Sat_287 B2 MN
Satt451 I MN
Satt419 I MN
Sat_132 O MN
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Sat_321 O MN
Sat_347 O MN
Satt314 H MN
Satt127 I MN
Sat_219 I MN
Satt496 I MN
Satt181 H MN
Satt168 B2 MN
Satt416 B2 MN
Satt454 A1 MN
Satt300 A1 MN
Satt581 O MN
Sat_038 @) MN
Satt644 D1b MN
Sat_236 N MN
Sat_250 A2 MN
Sat_097 A2 MN
Sat_129 A2 MN
Satt272 B2 MN
Sat230 B2 MN
Satt354 I MN

MN = monomaorfico.
PG = polimorfico entre os genitores.
PB = polimérfico entre os bulks.
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