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EXPRESSAO DE GENES EM PLANTAS DE SOJA SOB INFECCAO PELA
FERRUGEM ASIATICA E EFEITO DO CONTROLE QUIMICO NA QUALIDADE

DE SEMENTES

Autor: Fernando Augusto Henning
Orientador: Paulo Dejalma Zimmer

RESUMO - A cultura da soja é afetada por inUmeras doencas, destacando-se
dentre essas a ferrugem asiatica da soja causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi. Os prejuizos em decorréncia da acao desse patégeno levam a perdas
de produtividade, como também, reducado na qualidade das sementes produzidas.
Todavia, aplicacées de fungicidas necessarias para o controle da doenca, além
de incrementar os custos de producdo, podem provocar um efeito residual desses
produtos na planta, podendo afetar a qualidade fisiol6gica das sementes. Diante
do exposto conduziu-se esse estudo, o qual foi dividido em dois capitulos. O
primeiro trabalho “Expressao génica diferencial em resposta a ferrugem asiatica
da soja pela técnica de cDNA-AFLP” teve por objetivo identificar genes
relacionados a resisténcia a ferrugem da soja através da técnica de cDNA-AFLP
na cultivar (P1459025) a qual possui genes de resisténcia Rpp4. O segundo
capitulo intitulado “Efeito de fungicidas utilizados no controle da ferrugem asiatica
da soja na qualidade de sementes” tendo por objetivo avaliar o efeito de
aplicagdes de fungicidas utilizados no controle da ferrugem da soja na qualidade
sanitaria e fisioldgica de sementes. Pela técnica de cDNA-AFLP foi possivel isolar
141 fragmentos de cDNAs diferencialmente expressos entre plantas inoculadas e
nao inoculadas com o patdégeno causador da ferrugem permitindo identificar
genes relacionados com a resisténcia a patdégenos os quais podem ser apontados
como fortes candidatos para resisténcia a doenca. Com relagdo aos fungicidas
para o controle da ferrugem da soja, esses nao prejudicaram a qualidade
fisiolégica das sementes.

Palavras chave: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, genes de resisténcia,

qualidade de sementes, tratamento quimico.
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GENE EXPRESSION OF SOYBEAN PLANTS UNDER INFECTION BY ASIAN
SOYBEAN RUST AND THE EFFECT OF CHEMICAL CONTROL ON SEED
QUALITY

Author: Fernando Augusto Henning
Adviser: Paulo Dejalma Zimmer

SUMMARY - Soybean crop is affected by several diseases, especially asian
soybean rust caused by Phakopsora pachyrhizi. The action of this pathogen leads
to yield losses, as well as, reduction in seed quality. Furthermore, fungicide
applications needed to control the disease, increase production costs and can
cause a residual effect on plants, which can affect the seed physiological quality.
This study was divided into two chapters. The first is “Differential gene expression
in response to asian soybean rust by cDNA-AFLP technique” that aimed at
identifing genes associated with soybean rust resistance in the cultivar
(P1459025), which has Rpp4 resistance genes. The second chapter is “Fungicides
used to control asian soybean rust and the effect on seed quality” that aimed at
evaluating the effect of fungicides used to control soybean rust in the seed
physiological and sanitary qualities. One hundred and forty one cDNA fragments
differentially expressed between inoculated and not inoculated soybean plants
were isolated by cDNA-AFLP. This strategy allowed the identification of pathogen
resistance genes which can be strong candidates to asian soybean rust
resistance. In relation to fungicides used to control asian soybean rust, they did
not affect seed physiological quality.

Keywords: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, resistance genes, seed quality,

chemical control.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, durante a safra 2008/09, foram cultivados aproximadamente 22
milhdes de hectares de soja, com uma producdo que ultrapassou 57 milhdes de
toneladas, demonstrando a importancia econémica deste produto para o pais
(CONAB, 2010).

A soja tornou-se a principal cultura agricola, representando mais de 10%
das exportacdes brasileiras. O potencial genético de producéo de graos da cultura
é de aproximadamente 18 t.ha™”, porém, fatores como fertilidade do solo, manejo,
estresse hidrico, oscilagdes climaticas, plantas daninhas, pragas e doencas
reduzem a produtividade a valores abaixo de 4 t.ha™ (VENTIMIGLIA et al., 1999),.

A cultura da soja é afetada por um grande numero de doengas causadas
por fungos, bactérias, nematdides e virus. Nos ultimos anos, uma doenga que tem
merecido destaque na cultura da soja é a ferrugem asiatica, causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi H. Sydow e Sydow (YORINORI, 1986).

A ferrugem asiatica foi identificada pela primeira vez no Brasil, como
causadora de danos econémicos, na safra de 2000/01 (YORINORI, 2002). No
Brasil, as estimativas de perdas de graos realizadas, desde seu aparecimento até

a safra 2008/09, atingiram mais de 15 milhdes de toneladas com um custo de



aproximadamente U$12 bilhdes (CONSORCIO ANTIFERRUGEM, 2010). Na
safra 2002/03, a doenga atingiu mais intensamente o estado da Bahia, causando
um prejuizo em torno de R$300 milhdes, afetando 30% da produgdo do estado,
que caiu para 1,4 milhdes de toneladas. Perdas de até 90 % ocorreram em alguns
locais onde a doencga ocorreu com alta severidade (YORINORI, 2004).

A magnitude das perdas na produtividade tem sido correlacionada com o
inicio da doenca em relacéo ao estadio de crescimento do hospedeiro. Além da
reducdo na produtividade, observaram-se ainda prejuizos na qualidade das
sementes produzidas, o que poderia ser reduzido, caso houvesse cultivares
efetivamente resistentes ao ataque do patégeno (OGLE et al., 1979).

Desde o aparecimento da doenga no Brasil, na safra 2001/02, cultivares
que haviam sido selecionados com resisténcia completa tiveram sua resisténcia
quebrada com isolados do fungo provenientes do Mato Grosso (CONSORCIO
ANTIFERRUGEM, 2005).

Na literatura, as principais fontes citadas para resisténcia a ferrugem sao
as PlIs (Plant Introductions), as quais fazem parte do germoplasma exético.
Entretanto, a utilizacdo desses genoétipos em programas de melhoramento tem
sido dificultada devido ao baixo potencial agron6mico que essas apresentam e
por ndo serem adaptadas as condi¢oes edafoclimaticas brasileiras (MEDEIROS,
2009).

A obtencéao de cultivares resistentes que apresentem elevada produtividade
tem sido o foco de muitos estudos. Nesse sentido, o conhecimento do
germoplasma disponivel e a identificacdo de genes de resisténcia possibilitariam
a introdugdo desse carater em cultivares modernas com elevado potencial

produtivo (CONSORCIO ANTIFERRUGEM, 2008).



Cinco genes de resisténcia a ferrugem asiatica dominantes e
independentes foram descritos na literatura: Rpp7 (P1200492, Komata), Rpp2
(P1230970), Rpp3 (P1462312, Ankur), Rpp4 (P1459025, Bing nan) (BROMFIELD e
HARTWIG, 1980; McLEAN e BYTH, 1980; HARTWIG e BROMFIELD, 1983;
HARTWIG, 1986) e Rpp5 (GARCIA et al., 2008). Atualmente, dentre esses genes,
somente 0 Rpp2 e 0 Rpp4 permanecem resistentes, pois em 2003 uma nova raca
de P. pachyrhizi quebrou a resisténcia conferida pelos genes Rpp? e Rpp3
(ARIAS et al., 2004).

Um impedimento principal para o desenvolvimento de linhagens com
reduzida taxa de desenvolvimento da doenca tém sido a dificuldade de se avaliar
genotipos de populacdes segregantes ou de acessos com diferentes periodos de
maturacdo. Além das diferencas fisiolégicas, ha variacbes nas condigdes
ambientais, pois as plantas amadurecem em diferentes periodos de tempo
(BROGIN, 2005). Nesse sentido, o uso de marcadores moleculares associados ao
carater de interesse possibilitaria a utilizagdo da SAMM (selecao assistida por
marcadores moleculares) visando o desenvolvimento de cultivares resistentes.
Além disso, a identificacdo de genes relacionados a resisténcia a doenca
possibilitaria a introdugdo desse carater em cultivares modernas e de elevado
valor agrondmico por meio da utilizagdo de ferramentas biotecnoldgicas.

Diante do exposto, desenvolveu-se essa tese intitulada: “Expressédo de
genes em plantas de soja sob infecgédo pela ferrugem asiatica e efeito do controle

quimico na qualidade de sementes”. O primeiro capitulo “Expressdo génica

diferencial em resposta a ferrugem asiatica da soja pela técnica de cDNA-AFLP”
teve como obijetivo identificar genes relacionados a resisténcia a ferrugem da soja
através da técnica de cDNA-AFLP no gendétipo (P1459025). O segundo capitulo,
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que estd em formato de artigo cientifico, “Efeito de fungicidas utilizados no
controle da ferrugem asiatica da soja na qualidade de sementes” teve como
objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de fungicidas utilizados no controle da

ferrugem da soja na qualidade sanitéaria e fisiol6gica de sementes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultura da soja

2.1.1. Caracterizacao genética

A soja pertence a familia Fabaceae, a subfamilia Faboideae, tribo
Phaseoleae e ao género Glycine. Evidéncias historicas e geograficas indicam que
a soja surgiu como uma espécie domesticada na metade leste do norte da China,
em torni do século XlI a.C. Essa regido engloba toda a provincia de Shantung e
uma grande area das provincias vizinhas (Honan, Hopei, Kiangsu e Anhwei). As
provincias Heilongjiang, Jilin e Liaoning (Manchuria), localizadas na porgdo mais
ao norte da China, formam um segundo centro genético (centro de diversificacao).
Atualmente, a producdo de soja na China esta concentrada na regidao nordeste.
Apenas a provincia Heilongjiang é responsavel por 30% da producéo total da soja
na China. A soja silvestre G. soja é encontrada em ambas as regides, enquanto
que G. max forma gracilis € mais frequentemente observada na Manchdria, e sua
maior presenca nessa porcado da China € explicada pelo cultivo intenso de soja

nessa regiao, o que aumenta a probabilidade da ocorréncia de cruzamentos entre



a espécie cultivada e a silvestre. Outro centro de diversificacdo da soja é formado
pelo Japao, Tailandia, Vietna, Malasia, Burna, Nepal e Norte da india, onde a soja
foi introduzida durante os primeiros séculos depois de Cristo, e se estabeleceu
como uma cultura de grande relevancia para a alimentacdo desses povos

(LANGE, 2008).

2.1.2. Soja no Brasil X uso de sementes de qualidade X doencas

A partir da década de 1970, a cultura da soja evoluiu significativamente no
Sul e Sudeste do Brasil, e em meados de 1980 na regidao Centro-Oeste. Com o
desenvolvimento de novas cultivares adaptadas as diferentes regides do Pais, o
Brasil tornou-se o segundo maior produtor mundial de soja (BONATO e BONATO,
1987).

A soja é uma das principais fontes de proteina e éleo vegetal do mundo.
Ela tem sido cultivada comercialmente e utilizada nas alimentagdes humana e
animal por milénios. E amplamente cultivada em varios paises do mundo, sendo
os principais produtores os Estados Unidos, o Brasil, a Argentina e a China.No
Brasil, as principais areas produtoras estao nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste do Pais. Os Estados do Mato Grosso seguido por Parana e pelo Rio
Grande do Sul sdo os principais estados produtores de soja do Brasil (CONAB,
2010).

O acentuado crescimento da producédo de soja no Brasil, de quase 30
vezes no transcorrer de apenas trés décadas, determinou uma cadeia de
mudancgas, sendo responsavel pela aceleragcdo da mecanizacdo das lavouras

brasileiras; pela modernizacdo do sistema de transportes; pela expansado da
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fronteira agricola; pela profissionalizagéo e incremento do comércio internacional;
pela modificacdo e enriquecimento da dieta alimentar dos brasileiros; pela
aceleracao da urbanizagdo do Pais; pela interiorizagcdo da populacao brasileira
(excessivamente concentrada no sul, sudeste e litoral); pela tecnificacdo de outras
culturas (destacadamente a do milho); assim como, impulsionou e interiorizou a
agroindustria nacional (EMBRAPA SOJA, 2003).

Devido a toda esta transformacdo propiciada pela soja, e de sua grande
importancia para a economia brasileira, cada vez mais deve-se zelar por safras
mais produtivas. O inicio de uma boa safra comeca com a utilizacao de sementes
de qualidade, pois através destas que as tecnologias introduzidas pelo
melhoramento genético sao levadas até o agricultor.

Dentre as doencas que reduzem a quantidade de sementes, ou até mesmo
da qualidade destas, destaca-se a ferrugem da soja. Sob condi¢des controladas,
a ferrugem provocou reducdo no numero de vagens cheias, de sementes por
vagem e no peso meédio de sementes (MELCHING et al., 1989). Trabalho
conduzido por Andrade e Andrade (2006) em plantas atacadas pelo fungo e
posteriormente submetidas ao tratamento quimico com fungicidas, mostraram

reducao de aproximadamente 20% na producao de sementes.

2.2. Ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi)

2.2.1. Agente causador

A ferrugem da soja é considerada uma das doencas mais destrutivas e a

que causa maiores danos em varias espécies de plantas da familia Fabaceae. A



ferrugem da soja difere das outras ferrugens, pois produz lesées nas folhas dos
hospedeiros e, em cada lesdo, sdo formadas inUmeras pustulas. A massa de
esporos presentes nas pustulas, ndo apresenta coloracao ferruginosa, pois, 0s
uredésporos sao hialinos, além disso, o0 esporo nao penetra pelo estdbmato, mas
diretamente pelo tecido epidérmico (REIS e BRESOLIN, 2004).

Existem duas espécies de ferrugem do género Phakopsora: Phakopsora
meibomiae, agente causal da “ferrugem americana” e Phakopsora pachyrhizi,
agente causal da “ferrugem asiatica”. A distincdo das duas espécies de ferrugem
pode ser feita através da morfologia de teliosporos e da analise do DNA.
Phakopsora pachyrhizi é a espécie responsavel pelas recentes epidemias da
doenca no Brasil, tendo sido relatada pela primeira vez no Japao, em 19083.
Desde entao se disseminou rapidamente pelo continente Asiatico, permanecendo
endémica, porém com surtos epidémicos esporadicos (ONO et al., 1992).

Na década de 1990 foi relatada pela primeira vez no continente Africano,
em 2001 na América do Sul, no Paraguai e Brasil e em 2004 nos Estados Unidos.
Quando constatada nas lavouras brasileiras a doenca foi motivo de grande
preocupacao devido a sua importancia e alto potencial de danos nos paises
asiaticos (YORINORI e PAIVA, 2002).

A ferrugem "americana" foi identificada no Brasil, em Lavras (MG), em
1979. Sua ocorréncia é mais comum no final da safra, em soja "safrinha"
(outono/inverno) e em soja voluntaria, estando restrita as areas de clima mais
ameno. O fungo P. meibomiae raramente causa danos econémicos. Além da soja,
o fungo infecta diversas leguminosas, sendo mais frequentemente observada na
soja perene, Neonotonia wightii (sinon. Glycine javanica). (EMBRAPA SOJA,

2003).



2.2.2. Sintomatologia

Os principais sintomas da ferrugem da soja sdo observados nas folhas.
Normalmente, a doenca se inicia pelas folhas localizadas nas partes baixas da
planta. Os primeiros sintomas sao caracterizados por mindsculos pontos escuros
(no maximo 1mm de didmetro), no tecido sadio da folha, com coloracao
esverdeada a cinza-esverdeada, observados mais facilmente contra um fundo
claro. Na face inferior das folhas podem ser observadas saliéncias que
correspondem a estruturas de frutificagdo do fungo (urédias). Sao essas
saliéncias que diferenciam a ferrugem das outras doencas sendo sua observagao
facilitada com auxilio de uma lupa com capacidade de aumento de 10 a 20 vezes
(YORINORI et al., 2004).

A presenca de agua na superficie da folha € um fator essencial para o
inicio do processo de infeccdo pelo fungo. Sdo necessarios pelo menos seis
horas de molhamento foliar, sendo ideal para o fungo, molhamento acima de 10
horas. Esse "molhamento foliar" pode ser ocasionado tanto pelo orvalho como
pela chuva. Regides mais altas, com temperaturas noturnas mais amenas (20°C),
apresentam um maior numero de horas de orvalho, favorecendo o processo de
infeccdo. A ocorréncia de chuvas bem distribuidas também favorece a infecgéo.
(YORINORI et al., 2004).

A ferrugem asiatica da soja ocorre em folhas como les6es palha (TAN) a
marrom escuro ou marrom avermelhado (RB) com uma ou muitas urédias
erumpentes, globosas e estioladas. As lesées TAN caracterizam gendtipos
suscetiveis a ferrugem, enquanto que as lesdes RB (Reddish-Brown),

caracterizam a reacao de resisténcia dos gendtipos (HARTMAN et al., 1997).



2.2.3. Hospedeiros alternativos

Atualmente o fungo Phakopsora pachyrhizi ocorre em aproximadamente
150 espécies em 53 géneros de leguminosas da familia Fabaceae, assim como
em alguns hospedeiros como a anileira (Crotalaria alanceolata), mucuna preta
(Mucuna cochinchinesis), feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), caupi (Vigna
unguiculata), carrapicho (Desmodium sp.), guandu (Cajanus cajan) e a
(Pachyrhizi angulatus) que foi o hospedeiro que deu o0 nome ao género do fungo.
Para os Estados Unidos a maior preocupacao é com relacao ao kudzu (Pueraria
lobata). Esta invasora é amplamente distribuida pelas regides produtoras e auto-
estradas neste pais, sendo assim considerada uma das principais fontes de
inéculo para a ferrugem. Além da ampla distribuicao, esta espécie conserva o
in6culo durante o inverno, pois resiste a baixas temperaturas (YORINORI et al.,

2004).

2.2.4. Danos e perdas causados pelo patéogeno

A ocorréncia da ferrugem estd diretamente associada as condigdes
climaticas. Temperaturas médias menores que 28 °C e molhamento foliar de mais
de 10 horas favorecem a infecgdo da planta. E por isso que nas regides mais
quentes é mais dificil aparecer a doenca, ou quando aparece, ndao desenvolve de
forma explosiva. As regibes com altitude superior a 700 metros sao mais
favoraveis a ocorréncia da doenca devido as temperaturas noturnas mais amenas

associadas a um maior numero de horas de orvalho. Regiées mais baixas, porém
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com chuvas bem distribuidas, também sao favoraveis para um desenvolvimento
mais rapido da doenca (YORINORI et al., 2004).

Com o aparecimento das lesdes, o desfolhamento da planta é rapido
resultando em reducdo do niumero de legumes, do niumero de graos, e do peso
dos grao. Na Africa do Sul, perdas relatadas variam de até a 80 %. Em algumas
areas, houve perdas de 100 %. Os danos relativos a ferrugem da soja estdo
associados com a reducao do numero de vagens, numero de graos cheios, peso
de graos e rendimento de graos por plantas. Além disso, o conteudo de 6leo foi
reduzido, enquanto ndo houve alteracdo no teor de proteinas. Essas perdas sao
atribuidas a P. pachyrhizi, enquanto dados de pequenas perdas tém sido
verificados nas Américas devido a P. meibomiae. A magnitude das perdas na
produtividade e efeitos adversos nos componentes de produtividade tém sido
correlacionados com o inicio da doenca em relagao ao estadio de crescimento do

hospedeiro (OGLE et al., 1979).

2.2.5. Manejo da doenca

Na auséncia de cultivares resistentes, € necessario iniciar na entressafra
com o manejo das plantas de soja e isso depende da regido. Caso haja a
possibilidade de plantas voluntarias ainda presentes no inicio da safra, as
mesmas devem ser dessecadas. Considerando a gravidade da doenca, diversos
estados adotaram o “vazio sanitario”, periodo de 60 a 90 dias sem plantas de soja
no campo, como uma estratégia para reduzir a quantidade de in6culo (esporos)

na entressafra (CONSORCIO ANTIFERRUGEM, 2010).
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Outra medida de manejo que pode ser adotada € o escalonamento de
semeadura, em relacdo ao ciclo da cultura. As plantas precoces passam menos
tempo no campo, sédo colhidas mais cedo e, desse modo, podem “escapar’ da
doenca ou serem menos atingidas. Como na maioria das regiées nao se tem soja
no inverno, nas primeiras semeaduras o fungo iniciaria sua multiplicacdo, e a
tendéncia é que o indculo aumente com o evoluir da safra. Desse modo, a
antecipacao da semeadura também apresenta um mecanismo de escape quanto

a concentracao de inéculo.

2.2.6. Interacao patégeno-hospedeiro

Em trabalho com a ferrugem do linho postulou-se a famosa teoria “gene-a-
gene”, a qual afirma que para cada gene de resisténcia do hospedeiro, existe um
gene respectivo de aviruléncia no patégeno. Desse modo, a interacédo
incompativel, ou seja, resisténcia somente pode ocorrer se houver o
reconhecimento da proteina de aviruléncia do patégeno pela proteina de
resisténcia da planta (FLOR, 1956).

De acordo com o conhecimento atual da interacdo gene a gene, o alelo de
aviruléncia (V) codifica uma molécula elicitora que é reconhecido por um receptor
especifico (codificado pelo alelo R) na planta hospedeira. O reconhecimento da
molécula elicitora inicia uma rota de transducado de sinais que ativam genes
envolvidos na resposta de hipersensibilidade. Por outro lado, se o patégeno nao
possuir o gene de aviruléncia, este ndo sera reconhecido pelo hospedeiro,

resultando em interacdo compativel (suscetibilidade). A resisténcia s6 ocorre
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quando o hospedeiro possui 0 gene de resisténcia (R) e o patégeno o gene de

aviruléncia (V) correspondente (CAVALCANTI et al., 2005)

2.3. cDNA-AFLP

As respostas biolégicas sao controladas pela regulagcdo da expressao
génica, sendo que, dessa forma, a identificacdo de um conjunto de genes
diferencialmente expressos em uma determinada condicdo em relagdo a outra
com a qual se deseja comparar, permite compreender 0s mecanismos envolvidos
na manifestacdo de um carater especifico.

Existem inumeras estratégias disponiveis para identificar genes
diferencialmente expressos, como por exemplo, a amostragem diferencial (DDRT-
PCR - Differential Display Transcritase Reversa PCR) de (LIANG e PARDEE,
1992), analise serial da expressdo génica (SAGE - Serial Analysis of Gene
Expression, VELCULESCU et al., 1995), cDNA-AFLP (cDNA-AFLP - cDNA-
Amplified Fragment Length Polymorphisms, VOS et al., 1995 e BACHEM et al.,
1996), hibridizacdo subtrativa supressiva (SSH — Supression Subtractive
Hibridization, DIATCHENKO et al., 1996) e microarranjos (“Microarray’, SCHENA
et al., 1995).

A técnica de cDNA-AFLP (BACHEM et al., 1996) trata-se da combinacao
da técnica de AFLP (VOS et al.,, 1995) com a utilizacdo do cDNA. O cDNA é
obtido a partir da enzima transcriptase reversa, uma enzima de origem viral que
tem a capacidade de produzir uma molécula de DNA fita-simples, a partir da cépia
de uma molécula de RNA mensageiro. A técnica de cDNA-AFLP consiste em

quatro etapas. Na primeira o cDNA dupla-fita é clivado com enzimas de restricao.
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Na segunda, adaptadores especificos sao ligados aos terminais dos fragmentos
de cDNA gerados pela clivagem. Na terceira etapa, uma fracdo dos fragmentos
gerados ¢é amplificada seletivamente via PCR utilizando iniciadores
especificamente desenhados para reconhecer a sequéncia dos adaptadores. Na
quarta e ultima etapa, a sub-populacao de fragmentos amplificados é separada
em gel de poliacrilamida revelados com nitrato de prata (ZABEAU, 1993).

A identificacdo de genes relacionados a contrastes fenotipicos tem se
mostrado eficiente através do isolamento de fragmentos de cDNA
diferencialmente expressos. Além disso, a principal vantagem dessa técnica é o
fato de que ela ndao necessita de prévio conhecimento da sequéncia e, dessa
forma, é (til para a descoberta de genes ainda desconhecidos (BACHEM et al.,

1996).
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EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL EM RESPOSTA A FERRUGEM

ASIATICA DA SOJA PELA TECNICA DE cDNA-AFLP

Autor: Fernando Augusto Henning
Orientador: Paulo Dejalma Zimmer

3.1.RESUMO - Entre os problemas que afetam a produgédo de soja no Brasil, a
ferrugem asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizii € a mais
importante. Perdas de produtividade e reducéo da qualidade das sementes foram
relatadas, quando nenhuma medida de controle da doenca foi aplicada. O
desenvolvimento de cultivares resistentes além de reduzir o uso de fungicidas
viabiliza a producdo de semente de alta qualidade. O objetivo deste trabalho foi
identificar genes relacionados a resisténcia a ferrugem da soja através da técnica
de cDNA-AFLP na cultivar (P1459025) a qual possui genes de resisténcia Rpp4. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo sendo utilizados dois
tratamentos, testemunha sem a presenca do patégeno e outro inoculado com o
fungo, para induzir a expressdo de genes relacionados a resisténcia a doenca.
Foram efetuadas coletas de folhas do terceiro trif6lio de plantas inoculadas e nao
inoculadas em intervalos de 12, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s a inoculagédo. Apoés a
coleta, realizou-se a extracdo do RNA total e avaliou-se a expresséo diferencial
desses genes, pela técnica de cDNA-AFLP. Essa estratégia permitiu isolar 141
fragmentos de cDNAs diferencialmente expressos entre plantas inoculadas e nao
inoculadas com o patégeno. Fragmentos presentes apenas no tratamento
inoculado com o fungo foram extraidos dos géis, clonados, sequenciados e
posteriormente comparados com genes ou proteinas presentes nos bancos de
dados disponiveis. Os resultados permitiram identificar genes relacionados com a
resisténcia a patdégenos os quais podem ser apontados como fortes candidatos
para resisténcia a doenga.

Palavras chave: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, genes de resisténcia.



DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION IN RESPONSE TO ASIAN SOYBEAN

RUST BY cDNA-AFLP TECHNIQUE

Author: Fernando Augusto Henning
Adviser: Paulo Dejalma Zimmer

3.2. SUMMARY - Among the problems that affect soybean production in Brazil,
the soybean rust caused by Phakopsora pachyrhizi, is the most important.
Productivity losses and seed quality reduction have been reported, in the absence
of disease control measure. Developing resistant cultivars and reducing fungicides
use enables high quality seeds production. The aim of this study was to identify
genes associated with resistance to soybean rust using the technique of cDNA-
AFLP for the cultivar (P1459025) which has the resistance gene Rpp4. The
experiment was carried out in greenhouse using two treatments, control without
the presence of the pathogen and one inoculated with the fungus to induce the
gene expression related to disease resistance. Samples were collected from the
third trifoliate leaves of inoculated and not inoculated plants at intervals of 12, 24,
48, 72 and 96 hours after inoculation. After collection, the total RNA extraction was
performed and the differential gene expression was evaluated by cDNA-AFLP
technique. This strategy allowed isolation of 141 cDNA fragments differentially
expressed between inoculated and not inoculated with the pathogen. Fragments
present only in the treatment inoculated with the fungus were extracted from gels,
cloned, sequenced and then compared with genes or proteins in available
databases. The results have identified genes related to pathogen resistance which
can be considered as strong candidates for disease resistance.

Keywords: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, resistance genes.



3.2. INTRODUCAO

A ferrugem da soja é considerada uma das doencgas mais destrutivas e a
gue causa maiores danos em varias espécies de plantas da familia Fabaceae,
provocando perdas em produtividade e em qualidade. Esse prejuizo na
quantidade e na qualidade das sementes poderia ser reduzido, caso houvesse
cultivares efetivamente resistentes ao ataque do patdgeno.

O controle das doencas através de resisténcia genética é a forma mais
eficiente e econbmica além de ser menos agressiva ao meio ambiente. A
obtencdo de cultivares resistentes tem sido o foco de muitos estudos. Nesse
sentido, o conhecimento do germoplasma disponivel e a identificacdo de genes
de resisténcia possibilitariam a introdugéo desse carater em variedades modernas
com elevado potencial produtivo.

Genes dominantes para resisténcia, denominados Rpp? a Rpp4,
identificados em introducbes de plantas (PIs) e cultivares sdo relatados na
literatura (BROMFIELD e HARTWIG, 1980; MCLEAN e BYTH, 1980; HARTWIG,
1986). Através de marcadores moleculares, foi possivel mapear trés dos quatro
genes de resisténcia previamente descritos (Rpp1, Rpp2 e Rpp4), bem como

identificar mais dois novos locos envolvidos no controle da resisténcia (BROGIN,



2005). No entanto, a estabilidade dessa resisténcia nao é segura, devido a grande
variabilidade do patégeno. Dezoito ragas foram identificadas em amostras
coletadas em plantas de soja e hospedeiros selvagens no Japao (YAMAOKA et
al., 2002).

Estudos realizados em Taiwan mostraram a existéncia de pelo menos uma
raca, contendo trés genes de viruléncia (BROMFIELD e HARTWIG, 1980). No
Brasil, estudos realizados pela Embrapa Soja identificaram 11 cultivares com
resisténcia a ferrugem (YORINORI, 2002), sendo essa resisténcia quebrada
rapidamente com isolado do fungo proveniente do Mato Grosso. Das quatro
fontes de resisténcia ja descritas na literatura, apenas aquelas com os genes
Rpp2 e Rpp4 permanecem resistentes a ferrugem no Brasil (ARIAS et al., 2004).

Apoés o aparecimento da ferrugem asiatica no Brasil foram realizados testes
para identificacdo de fontes de resisténcia, em genoétipos de soja adaptado as
condicbes ambientais brasileiras, assim como em gendétipos identificados como
fontes de resisténcia em outros paises (BROGIN, 2005).

Com relacao ao germoplasma de outros paises, ou germoplasma exaético, a
exemplo das PIs (Plant Introduction) séao citadas como fontes de grande potencial
para resisténcia a ferrugem asiatica. O termo P/ é uma denominacio dos acessos
mantidos pelo sistema de conservacdo de germoplasma dos Estados Unidos da
América, na tentativa de ampliar a variabilidade genética das suas cultivares
(NASS et al., 2001; SANTOS, 2007).

Alguns autores defendem a idéia que o germoplasma exético ndo possui
utilidade imediata, devido a sua falta de adaptabilidade, o que culminaria em

perdas de produtividade. Entretanto, a utilizacdo deste tipo de germoplasma
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aliada as técnicas de biologia molecular pode ajudar a entender os mecanismos
envolvidos e/ou genes de resisténcia a ferrugem.

Quando a resisténcia € conferida por um ou poucos genes qualitativos,
pode ser um tanto complicada para o caso da ferrugem asiatica, pois o fungo
Phakopsora pachyrhizi possui diversas ragcas com genes multiplos de viruléncia
(SINCLAIR e HARTMAN, 1996). A BRSGO 7560 é uma cultivar sujeita a quebra
da resisténcia vertical, devido a variabilidade genética do fungo causador da
ferrugem da soja (SOUZA, 2009).

Ja a resisténcia horizontal, chamada ainda de duradoura ou raca
inespecifica (AGRIOS, 2005), torna-se visivel apds a resisténcia vertical ter sido
“quebrada” (PARLEVLIET, 1997) e, em geral, € poligénica e efetiva contra uma
grande parte ou todas as racas do patégeno (TSCHANZ et al., 1984; AGRIOS,
2005). A resisténcia horizontal diminui o tamanho das lesdes produzidas pelo
patdbgeno, aumenta seu periodo latente e diminui 0 numero de esporos
produzidos por lesdo. Nas cultivares que apresentam ou se introduz esta
resisténcia, ha uma redugdo na taxa de desenvolvimento da doenca, pois a
eficiéncia de infeccdo do patégeno € menor do que em uma cultivar suscetivel, as
lesbes crescem mais lentamente, os esporos sédo produzidos mais tardiamente e
em menor quantidade.

A técnica de cDNA-AFLP (Polimorfismo do comprimento de fragmentos de
cDNA amplificados) € uma ferramenta eficiente para o isolamento de genes
diferencialmente expressos, além de fornecer resultados reproduziveis que foram
confirmados em varios estudos (HABU et al., 1997; MAO et al., 2004).

O objetivo deste estudo foi identificar genes relacionados a resisténcia a

ferrugem da soja através da técnica de cDNA-AFLP no gendtipo (P1459025).
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3.4. MATERIAL E METODOS

3.4.1. Producao do material vegetal

O gendtipo escolhido foi a Pl (P1459025), sendo as sementes fornecidas
pelo setor de melhoramento genético de plantas da Embrapa Soja. A semeadura
foi realizada em casa de vegetacdo e em vasos com 20 cm de didmetro e 25 cm
de altura, contendo cerca de 4,5 kg de uma mistura de solo, areia e esterco
bovino, esterilizado. Antes da semeadura a casa de vegetacdo foi
cuidadosamente higienizada com hipoclorito de sdédio para retirar qualquer
contaminantes que pudessem vir a influenciar o experimento. Para cada
tratamento, foram utilizados vinte vasos da cultivar (Pl1459025), semeando-se
quatro sementes por vaso. Apds a emergéncia executou-se um raleio, deixando-
se duas plantas por vaso, os quais foram casualizados sob delineamento
inteiramente casualizado. Para isolar os efeitos do patégeno, a casa de vegetacao
foi dividida para cada um dos seguintes tratamentos:

1 — Vinte vasos sem inoculacao da ferrugem nas plantas;

2 — Vinte vasos com inoculacao da ferrugem nas plantas.



3.4.2. Preparo do indculo e inoculacao das plantas

Como o fungo P. pachyrhizi caracteriza-se por ser um parasita obrigatério,
a populagcao do patdégeno foi mantida em plantas de soja suscetiveis, cultivadas
em casa-de-vegetacdo. O procedimento para o preparo do indculo consistiu na
coleta de folhas infectadas e retiradas dos esporos (uredésporos) utilizando-se
pincel esterilizado e agua destilada (Figura 1). Apds a obtencédo da suspensao, foi
realizada a contagem dos esporos em camara de contagem de células
(Neubauer), realizando-se posteriormente a diluicao a fim de obter uma
concentracdo de 3 x 10° esporos.mL”. A solugdo final, foi adicionado o
espalhante adesivo Tween 20 na proporcdo de 0,5 mL.L" de solucdo. As
temperaturas mais altas na casa-de-vegetacdo durante os horarios de maior
insolacao poderiam levar a inviabilizacdo dos ureddsporos pela falta de agua livre
nas folhas e pela baixa umidade do ambiente. Dessa forma, a inoculagédo do
patdbgeno nas plantas foi efetuada durante o anoitecer, com auxilio de
pulverizador manual. Apos doze horas da inoculagao, foram realizadas, durante
48 horas, aspersdes constantes de agua a cada hora, com duracdo de 15
segundos, para manter a quantidade necessaria de agua livre na superficie das
folhas, fornecendo as condicGes favoraveis para o desenvolvimento do patégeno

(SINCLAIR e HARTMAN, 1996).
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Figura 1. Esporos (ureddsporos) do fungo (Phakopsora pachyrhizi), coletados a
partir de folhas de soja infectadas pelo patégeno. Londrina-PR, 2008.

As plantas foram inoculadas quando atingiram o estadio V2-V3 de
crescimento (trifélio completamente desenvolvido acima do segundo ou terceiro
nd), (Figura 2) de acordo com a escala proposta por Fehr e Caviness (1981).

Apébs a inoculacao foram efetuadas as coletas de quatro trifélios (dois
vasos por época), para cada um dos tratamentos, em intervalos de 12, 24, 48, 72,
e 96 horas apo6s a inoculacdo. Imediatamente ap6s a coleta, as folhas foram
enroladas em papel aluminio, identificadas e estocadas em nitrogénio liquido,
tomando-se os devidos cuidados para evitar a contaminacdo e degradagdo do
material.

Esse material permaneceu estocado em ultra freezer a -80°C até o

momento da extracdo do RNA

Figura 2. A) Ioculagéo de esporos do fungo (Phakopsora pachyrhizi) em plantas
de soja do gendtipo (P1459025). B) Tratamento sem inoculagéo.
Londrina-PR, 2008.
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3.4.3. Extracao do RNA total

O RNA total foi extraido através da utilizacdo do reagente Trizol
(Invitrogen®). Realizou-se, primeiramente, o tratamento de todas as vidrarias,
cadinhos, pistilos e demais utensilios necessarios com agua contendo 0,01% de
dietilpirocarbonato (H-Opepc), para evitar a acdo de enzimas que degradam o
RNA (RNases). Realizou-se a desestruturacdo de aproximadamente 100mg do
tecido vegetal (folhas), com auxilio de nitrogénio liquido.

Esse material foi transferido para um tubo de microcentrifuga onde
adicionou-se 1mL de Trizol a temperatura ambiente (25°C). A mistura foi obtida
em vortex e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, mantendo-se o tubo
na posicao horizontal. Centrifugou-se a amostra (12.000g/15 minutos) em
temperatura de 5°C. Adicionaram-se 200uL de cloroférmio para cada mL de Trizol
utilizado inicialmente e logo em seguida os tubos foram tampados e agitados
vigorosamente por 15 segundos. As amostras foram incubadas por trés minutos a
temperatura ambiente e depois centrifugadas novamente (12.0009/15 minutos)
em temperatura de 5°C.

Transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo de microcentrifuga e
adicionou-se igual volume de isopropanol. Os tubos foram invertidos para cima e
para baixo vagarosamente, iniciando a precipitacdo do RNA. Deixou-se a mistura
em repouso, por 10 minutos a temperatura ambiente. Realizou-se uma nova
centrifugagdo nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Removeu-se o
sobrenadante e logo em seguida lavou-se o precipitado de RNA com etanol 75%
adicionando pelo menos 1mL de etanol 75% para cada 1mL de Trizol utilizado

inicialmente.
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Centrifugou-se a temperatura de 4°C (7.5009/5 minutos) e removeu-se 0
liguido tomando cuidado para nao perder o precipitado. Os tubos foram invertidos
sob papel absorvente na bancada a temperatura ambiente por cinco minutos para
secar o precipitado. O RNA extraido foi ressuspendido em 20uL de HxOpgpc €
estocado a temperatura de — 80°C até o momento da sua utilizacdo. A pureza e a
integridade do RNA foram mensuradas através de andlises de absorbancia
(260/280nm) e eletroforese em gel de agarose 1% (SAMBROOK e RUSSEL,
2001).

A extracdo do RNA total foi realizada separadamente para cada tratamento
e época de amostragem. No momento da sintese do cDNA dupla fita essas
amostras de RNA de cada um dos tratamentos, provenientes de diferentes
tempos ou épocas foram misturadas e homogeneizadas, originando 2 misturas

de RNA, as quais foram utilizadas para a sintese do cDNA.

3.4.4. Obtencao do cDNA dupla fita

3.4.4.1. Sintese da primeira fita do cDNA

O cDNA dupla fita foi sintetizado utilizando o SuperScript Double Stranded
cDNA Synthesis kit (Invitrogen®).

Para sintese da primeira fita de cDNA foram acrescentados 9uL de
HoOpepc em 50ug de RNA total (contendo RNA extraido das folhas em diferentes
periodos de tempo). Em seguida, adicionou-se a cada amostra, 1uL de iniciador
Oligo dT (concentragdo de 100pmol.uL™). Incubou-se essa mistura (Mix) (70°C

por 10 minutos), e em seguida, colocou-se rapidamente o tubo no gelo. Na etapa
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seqguinte, realizou-se uma centrifugacdo breve e adicionaram-se 0s seguintes
componentes: 4uL de tampéao de reagao da primeira fita 5x [Tris-HCI 250mM (pH
8,3), KCI 375mM, MgCl, 15mM], 2uL de DTT (1M) e 1uL de dNTP (10Mm). Essa
mistura foi obtida em vortex, coletando-se a amostra por centrifugacédo breve. Em
seguida, incubou-se a amostra (45°C por 2 minutos) e depois, acrescentou-se 2uL
de SuperScript Il RT, incubando-se novamente a amostra (45°C por 1h). O dltimo

passo foi manter a amostra no gelo para finalizar a reagao.

3.4.4.2. Sintese da segunda fita do cDNA

Em banho de gelo, acrescentou-se 20uL de reacao da primeira fita, com os
seguintes componentes: 91uL de H>Opgpc, 30uL de tampdo de reacdo da
segunda fita 5x [Tris-HCI 250mM (pH 6,9), MgCl. B-NAD™ 450mM, (NH4)>SO4
50mM], 3uL de dNTP (10Mm) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1uL de DNA Ligase da
Escherichia coli (10U/uL), 4uL DNA Polimerase da E. coli (10U/uL), 1uL RNase H
da E. coli (2u/uL). A mistura foi obtida em vortex e incubada (16°C por 2h). Em
seguida, adicionaram-se 2uL (10 unidades) de T4 DNA Polimerase e incubou-se
por mais 5 minutos. Transferiu-se a amostra para o gelo e adicionou-se 10uL de
EDTA 05M e 160uL de fenol:cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1).
Homogeneizou-se a amostra em vortex e centrifugou-se (14.000g em temperatura
ambiente). Removeu-se 140uL do sobrenadante e transferiu-se para um novo
tubo de microcentrifuga. No passo seguinte, adicionaram-se 70uL de NH4OAc e
0,5mL de etanol absoluto gelado. A mistura foi obtida em vortex e imediatamente
centrifugou-se por 20 minutos nas mesmas condi¢gdes descritas anteriormente.

Removeu-se 0 sobrenadante lavando-se o precipitado em etanol 70%.
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Centrifugou-se novamente (14.000g/2 minutos) e descartou--se o sobrenadante.
Finalmente o cDNA foi incubado a 37°C para evaporar o residuo de etanol e

depois, dissolveu-se o precipitado em 6L de agua ultrapura,

3.4.5. cDNA-AFLP

A técnica de cDNA-AFLP é composta pelas etapas de digestdo do cDNA
com enzimas de restricdo (EcoR | e Mse 1), ligacdo de adaptadores especificos
aos terminais dos fragmentos de cDNA gerados pela clivagem, pré-amplificacdo
dos fragmentos de restricdo utilizando os iniciadores (EcoR | +A e Mse | +C),
amplificacdo seletiva de fragmentos utilizando trés bases seletivas (Tabela 1) e
eletroforese dos fragmentos de cDNA amplificados em gel de poliacrilamida. Para
execugao dessa técnica utilizou-se o AFLP Starter Primer Kit (Invitrogen®). Nos
proximos paragrafos, estdo detalhados os passos que compdem cada uma

dessas etapas.

3.4.5.1. Reacao de digestao do cDNA

Em um tubo de microcentrifuga foram adicionados os seguintes
componentes: 3uL de tampéao de reacao 5x [Tris-HCI 50mM (pH 7,5), acetato de
magnésio 250mM, acetato de potassio 50mM], 3uL de cDNA (150ng), 1,2uL EcoR
I/Mse | [1,25u/uL em Tris-HCI 10mM (pH 7,5), NaCl 50mM, EDTA 0,1mM, DTT
imM, 0,1mg/uL BSA, glicerol 50% (v/v), 0,1% Triton® x-100], 7,8uL de agua
ultrapura. Essa mistura foi homogeneizada e o conteudo coletado através de

centrifugacado breve. Em seguida incubou-se a amostra (37°C por 2h) e depois,
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incubou-se novamente (70°C por 15 minutos) para inativar a restricao por
endonucleases. O ultimo passo foi colocar o tubo no gelo e coletar o contetdo por

centrifugacéao breve.

3.4.5.2. Ligacao de adaptadores

Ao cDNA digerido proveniente da etapa anterior, adicionaram-se 14,4uL
de solucao de ligacdo de adaptadores [adaptadores EcoR |/Mse |, ATP (0,4mM),
Tris-HCI 10mM (pH 7,5), acetato de magnésio 10mM, acetato de potassio 50mM]
e 0,6uL de T4 DNA Ligase [1u/uL em Tris-HCI 10mM (pH 7,5), DTT 1mM, KCI
50mM, glicerol 50% (v/v)]. Homogeneizou-se a mistura, coletou-se o contetdo da
reacao através de centrifugacao breve e incubou-se amostra (20°C por 2h). Em
seguida, realizou-se uma diluicdo da solugdo de ligagdo de 1:10 colocando 10uL
da reacao de ligacao e acrescentando 90uL de tampao TE [Tris-HCI 10mM (pH

8,0), EDTA 0,1mM .

3.4.5.3. Pré-amplificacao

Em um microtubo de 0,2mL, foram adicionados 3uL do cDNA diluido da
etapa anterior, 20uL do primer mix pré-amplificacao, 2,5uL de tampao da PCR
10x+Mg [Tris-HCI 200mM (pH 8,4), MgCl, 15mM, KCI 500mM] e 0,5uL da enzima
Taq DNA Polimerase (5u/plL). Em seguida, a amostra foi levada ao termociclador
utilizando-se a seguinte programacéo: 20 ciclos de (94 °C por 30s; 56°C por 60s e

72°C por 60s). Apdés a PCR, realizou-se uma diluicdo dessa amostra pré-
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amplificada transferindo-se 3uL da amostra e adicionando-se 147uL de tampéo

TE [Tris-HCI 10mM (pH 8,0), EDTA 0,1mM].

3.4.5.4. Amplificacao seletiva

Na reacdo de amplificacdo seletiva foram testadas 25 combinacdes de

iniciadores disponiveis no kit (Tabela 1).

Tabela 1. Combinacdes de iniciadores testados nas reagdes de amplificacdo
seletiva no gendtipo (P1459025) infectado e ndo infectado pelo fungo,
sendo M o iniciador complementar ao sitio de restricdo da enzima
Mse | e E o iniciador complementar ao sitio de restricdo da enzima
EcoR I.

M-CAA M-CAC M-CAG M-CAT M-CTA M-CTC M-CTG M-CTT

E-ACA v

E-ACC v v v v v v
E-ACG v v v v v

E-ACT J J

E-AGC v v v v v v
E-AGG N

Para cada par de iniciadores escolhidos foi necessario o preparo das
seguintes solucoes:
Mix 1: . 1,0pL do iniciador EcoR |
9,0uL do iniciador Mse | (contendo dNTPs)

Total = 10uL (suficiente para 2 reacdes de amplificacao)

29



Mix 2: 15,8uL de agua ultrapura
" 4,0uL de tampao de PCR (10X+Mg)

0,2uL de Taq DNA Polimerase (5u/uL)

Total = 20uL (suficiente para 2 reagcdes de amplificacao)

Mix 3: 5,0uL de cDNA diluido
+
5,0uL de mix 1
10,0uL de mix 2

Total = 20uL (suficiente para 2 reagbes de amplificagcao)

Apbs o preparo das reacdes de amplificacdo seletiva, as amostras foram
levadas ao termociclador (PTC 100-MJ Research) com a programacao

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Programagédo do termociclador utilizada na reacdo de amplificacao
seletiva na técnica de cDNA-AFLP.

Programa T(°C) Tempo(s) T(°C) Tempo (s) T(°C) Tempo (s) Ncciclos

1 94 60 65 60 72 90 1
2 94 60 64 60 72 90 1
3 94 60 63 60 72 90 1
4 94 60 62 60 72 90 1
5 94 60 61 60 72 90 1
6 94 60 60 60 72 90 1
7 94 60 59 60 72 90 1
8 94 60 58 60 72 90 1
9 94 60 57 60 72 90 1
10 94 60 56 60 72 90 1
11 94 30 56 30 72 60 23
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3.4.6. Deteccao dos fragmentos de cDNA diferencialmente expressos

Para visualizacdo dos fragmentos de cDNA diferencialmente expressos,
realizou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida (5% de concentracdo)
revelado com nitrato de prata. Essa metodologia é a mais utilizada para
separacao de proteinas e moléculas de pequeno tamanho. No caso da técnica de
AFLP, utilizam-se géis do tipo desnaturante, que realizam a separagdo de

fragmentos de cDNA de fita simples.

3.4.6.1. Preparo e montagem das placas

O gel de acrilamida foi preparado entre duas placas de vidro com
comprimentos diferentes, utilizando-se espacadores com 2mm de espessura. A
placa maior recebeu um tratamento com uma solucao de Bind silane que faz com
que o gel permaneca aderido a placa no momento da revelacao, enquanto a placa
menor recebeu tratamento com uma solucdo repelente de Repel silane que
permite que a placa menor desprenda-se com facilidade do gel apds a

eletroforese.

3.4.6.2. Preparo da solucao do gel de poliacrilamida (5%)

A solucéao do gel foi preparada utilizando-se os seguintes componentes:

- 22,59 de uréia;

31



- 10mL de TBE 5x (549 Tris-Base, 27,59 Acido Boérico, 20mL EDTA 0,5M (pH 8,0),
completou-se com agua deionizada até 1L e ajustou-se o pH do tampao até
préximo a 8,3);

- 7,5mL de acrilamida:bisacrilamida 19:1 (38g de acrilamida, 2g de bisacrilamida
completar até 100mL);

- Agua deionizada quantidade suficiente para 50mL.

Os componentes foram dissolvidos em agitador magnético até a diluicao
total da uréia. Depois de a solugdao esfriar, acrescentou-se 360uL de APS
(Persulfato de Aménio 10%) e 72uL de TEMED, e imediatamente verteu-se a
solugdo no molde do gel.

Apbs a polimerazacao do gel, realizou-se uma pré-corrida em poténcia
constante (60W) por aproximadamente 30 minutos. Em seguida procedeu-se a
lavagem da regido superior do gel injetando tampdo com o auxilio de uma
seringa. Antes da aplicacdo das amostras no gel, realizou-se uma desnaturacao a
94°C por cinco minutos, utilizando igual volume de tampado de desnaturagéo
(loading buffer). Ap6s a desnaturacdo, as amostras foram imediatamente
resfriadas a 4°C e aplicadas no gel. Ap6s duas horas de corrida (60W), retirou-se

a placa da cuba de eletroforese e iniciou-se o processo de revelacao.

3.4.6.3. Revelacao do gel com nitrato de prata (BEIDLER, 1982; CRESTE,

2001).

Esse método de revelagdo é baseado na oxidacdo do nitrato de prata
ligado aos fragmentos de cDNA amplificados, presentes no interior do gel.

Primeiramente retirou-se a placa menor na qual foi aplicada a solucéo repelente.
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A placa maior na qual o gel estava aderido foi colocada em solucao fixadora |
(100mL de etanol (PA), 10mL de acido acético (PA), completou-se o volume até
2L com agua destilada), durante 20 minutos sob agitacao orbital leve. Eliminou-se
a solucao fixadora | e realizou-se duas lavagens de cinco minutos com agua
destilada . Descartou-se a agua de lavagem e em seguida foi acrescentada a
solucao fixadora Il (15mL de acido nitrico e completou-se o volume até 2L com
agua destilada) deixando sob agitacao orbital leve durante trés minutos. A solucao
fixadora Il foi eliminada procedendo-se em seguida, duas lavagens de cinco
minutos com agua destilada. Acrescentou-se a solugcao de nitrato de prata (4g de
nitrato de prata em agua destilada, aprox. 200mL, depois se completou o volume
até 2L com agua destilada), deixando sob agitacdo orbital leve durante 30
minutos. Eliminou-se essa solugdo e procedeu-se uma lavagem rapida de 30
segundos com agua destilada. Apds eliminar a agua de lavagem foram
acrescentados 500mL da solucao reveladora gelada (4°C) (60g de carbonato de
sbédio dissolvidos em 500mL de agua destilada, sob agitacdo constante,
completando-se o volume até 2L com agua destilada gelada). Imediatamente
antes da utilizacdo da solugédo reveladora, acrescentou-se 1mL de formaldeido)
até adquirir uma coloracéo preta. Eliminou-se os 500mL e adicionou-se o restante
da solucao reveladora deixando sob agitacao orbital constante até o aparecimento
das bandas. Retirou-se a solucdo reveladora e acrescentou-se a solugéao
finalizadora (200mL de acido acético 10% e completou-se o volume até 2L com
agua destilada), deixando sob agitacdo orbital leve até parar de formar bolhas.
Eliminou-se a solugéo finalizadora e adicionou-se agua destilada até a total
cobertura do gel. Esperou-se o gel secar e finalmente foram identificadas as

bandas polimérficas entre as plantas inoculadas e n&o inoculadas.
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3.4.7. Resgate e purificacao das bandas selecionadas

Fragmentos de cDNA presentes como bandas fortes apenas nas plantas
inoculadas e ausentes nas nao inoculadas (controle), foram recortados do gel
com auxilio de laminas. Os fragmentos de gel foram imersos em 20uL de agua
ultrapura permanecendo em banho de gelo, por um periodo de 10 minutos. As
amostras foram aquecidas a 95°C por 15 minutos e em seguida, resfriadas
novamente no gelo. Apés uma centrifugacao breve, o sobrenadante foi removido
para ser utilizado na reacdo de reamplificagcdo. A reacdo de reamplificacdo foi
realizada utilizando-se 5uL do DNA recuperado e um volume final de reagédo de

20uL seguindo os mesmos procedimentos descritos no item 3.4.4.

3.4.8. Clonagem dos fragmentos de cDNA reamplificados

3.4.8.1. Reacao de ligacao

Os fragmentos de cDNA reamplificados foram clonados utilizando o vetor

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen) (Figura 4). A reacao de ligagao

foi efetuada adicionando-se 1uL de solugéo salina diluida 1:4, 0,5uL cDNA, 0,5uL

do vetor, completou-se com agua ultrapura até volume final de 5,5uL.
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3.4.8.2. Transformacao por eletroporacao

A transformacao foi efetuada através de eletroporagdo em células de E. coli
Top 10 F. Acrescentou-se 2uL da solucao de ligacdo em uma aliquota de 70uL de
células competentes. Colocou-se a amostra no eletroporador ajustado a 25uF
(capacitancia), 200Q (resisténcia), 2,5KV (voltagem). Acrescentou-se 1mL de
meio LB e incubou-se no shaker por 1h a 37°C. Acrescentou-se o cultivo em 2
placas (uma com 50uL e outra com 950uL do cultivo), cada placa contendo 20mL
de LB sélido, 20uL de Kanamicina (50mg.mL™), 40uL de x-gal (20mg.mL™") e 20pL
de IPTG (0,3 Molar). Posteriormente incubaram-se as placas em camara BOD

37°C.

3.4.8.3. Selecao das coldnias transformadas e extracao do DNA plasmidial

Na manh& seguinte, efetuou-se a selecdo das colbnias transformadas
através da visualizacdo da coloracdo, sendo as colénias brancas as que
possuiam o fragmento de interesse e as colénias azuis as que nao continham o
inserto.

Foram selecionadas trés colénias brancas e uma col6nia azul (controle)
para cada fragmento de cDNA diferencialmente expresso, selecionado do
gendtipo de soja inoculado com o fungo. A cada col6nia foram acrescentados
3mL de meio LB com antibiético (1pL Kanamicina /imL de LB). Incubou-se no
shaker a 37 °C até o dia seguinte e posteriormente realizou-se a extracao do DNA

plasmidial com a utilizag&o do FlexiPrep™ Kit (GE Healthcare).
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Apos a extracdo do DNA plasmidial, as amostras foram digeridas com as
enzimas de restricdo Xba | e Hind lll. Comparou-se o tamanho dos insertos
liberados nas col6nias brancas com os respectivos controles (coldnias azuis), a

fim de verificar se a ligagéo foi efetuada com sucesso.

3.4.9. Sequenciamento dos fragmentos de cDNA e analise in silico

O sequenciamento das amostras foi realizado na Embrapa soja em
equipamento MegaBACE 500 DNA sequencer (GE Healthcare) utilizando a
tecnologia Dynamic ET-terminator. Ambas as extremidades das fitas foram
sequenciadas utilizando-se trés repeticbes. Com relagdo a andlise in silico,
primeiramente realizou-se o tratamento das sequéncias utilizando o programa
VecScreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) afim de
remover parte das sequéncias pertencentes ao vetor. Em seguida, com auxilio do
programa ContigExpress® Vector NTI 10.0 suite (Invitrogen), as sequéncias
senso e anti-senso resultantes de cada amostra, foram agrupadas em contigs e
posteriormente comparadas com genes/proteinas depositadas em bancos de
dados. Para a busca das homologias entre as sequéncias de cDNA e as
sequéncias depositadas nos bancos de dados do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), SoyBase (http:/ www.soybase.org/), e EMBL

(http://www.ebi.ac.uk/embl/) foi utilizada a estratégia do alinhamento local através
do programa computacional BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).
A selecdo das homologias foi baseada na estatistica E-value, a qual

calcula a probabilidade de que o alinhamento entre sequéncias tenha ocorrido ao
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acaso. Para este estudo foi considerado um ponto de corte rigoroso, com valores

de E-value inferiores a 1e7'°.
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das etapas essenciais para se obter sucesso na técnica de cDNA-
AFLP é escolher um método que assegure extrair RNA total em quantidade e
qualidade suficiente.

Primeiramente foi testado o reagente Pure Link Plant RNA (Invitrogen) de
acordo com instrucdes do fabricante, no entanto, este protocolo extraiu DNA junto
as amostras de RNA, o que comprometeria a pureza e a integridade das
amostras.

Sendo assim, um segundo protocolo foi testado baseando-se na utilizagao
do reagente Trizol, conforme descrito no item 3.3.

De acordo com a figura 3 pode-se constatar que este produto garantiu a extracao
de RNA sem contaminagdo e em quantidade e qualidade suficientes para a

obtencédo do cDNA dupla-fita.
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Figura 3. RNA total extraido de folhas de soja provenientes de plantas com e sem
infeccao pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, em diferentes periodos de
tempo (horas), utilizando o reagente Trizol (Invitrogen).

Apés a extracao partiu-se para obtencao do cDNA dupla fita e em seguida
avaliou-se o polimorfismo pela técnica de AFLP. Nos géis se preconizou em
aplicar trés repeticdes, para cada uma das combinagdes de iniciadores avaliadas
e como pbde-se observar, o padrao de bandagem ficou bem nitido permitindo
uma sele¢do clara das bandas polimérficas (Figura 4).

Das 25 combinagbes de iniciadores AFLP utilizadas (Tabela 3), 17
apresentaram um total de 141 fragmentos (bandas) polimérficas entre plantas
infectadas e nao infectadas pelo ataque do fungo. Nas combinacbes 17, 13, 19 e
30 geraram 26, 20, 16 e 14 fragmentos polimoérficos respectivamente. O restante

das combinagdes apresentaram menos de dez fragmentos polimérficos.
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Figura 4. cDNA-AFLP em gel de poliacrilamida 5%, no gendétipo (P1459025) com
e sem infeccado pelo fungo causador da ferrugem da soja. Para duas

combinagbées de primer. Marcador de peso molecular 1Kb. Setas
indicam genes diferencialmente expressos.



Tabela 3. Numero de fragmentos polimérficos obtidos de acordo com diferentes
combinacdes de iniciadores do kit de AFLP, entre gendtipo infectado e
nao infectado com ferrugem.

Denominacao Iniciador E Iniciador M Numero bandas

1 ACC CTT 6
3 ACC CAG 7
4 ACG CAA 8
5 ACA CTG 7
8 ACG CAG 2
9 ACC CAC 1
10 ACG CAT 4
11 AGG CAC 4
12 ACC CTA 5
13 AGC CTA 20
14 ACG CTA 11
15 ACC CAA 4
16 ACT CAT 4
17 ACG CAA 26
18 ACC CTG 2
19 ACT CTG 16
30 AGC CTT 14

Total - - 141

Apbs a deteccao e identificacdo dos fragmentos polimérficos, ou seja,
presentes no tratamento com infeccao pelo patégeno e ausentes no tratamento
controle, todos os géis foram escaneados e posteriormente realizou-se o resgate
dos fragmentos polimorficos. Dos 141 fragmentos polimérficos, conseguiu-se
reamplificar 84, pois muitos se apresentavam em concentracdo muito baixa. A
figura 5 serve para exemplificar um padrdo de amostras reamplificadas, assim

como amostras aonde nao se conseguiu reamplificar (13i e 130)
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Figura 5. Bandas oriundas da técnica de cDNA-AFLP, resgatadas do gel de
poliacrilamida e reamplificadas. M — marcador de peso molecular 1Kb.
Gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio.

Apés a selecao dos fragmentos amplificados, de acordo com a concentracéo
(estimada visualmente pelo gel), partiu-se para a etapa da clonagem. Do total de
84, conseguiu-se clonar com sucesso, 68 fragmentos reamplificados, entretanto
devido ao pequeno tamanho dos mesmos, nao se pbéde observar diferenca
(Figura 6) entre as amostras provenientes dos controles (colénias azuis) e as
amostras em que houve a clonagem dos fragmentos de interesse (colénias
brancas). Nesse caso, realizou-se a digestdo das amostras com as enzimas de

restricdo Xba | e Hind Il a fim de comparar o tamanho dos insertos liberados em

cada uma das amostras (Figura 7).

Figura 6. DNA plasmidial extraido de col6nias recombinantes utilizando o
FlexiPrep™ Kit (GE Healthcare) e visualizado em gel de agarose
0,7%, corado com brometo de etidio. C — controle.
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Figura 7. DNA plasmidial extraido de col6nias recombinantes, digerido com
enzimas de restricao Xba | e Hind lll e visualizado em gel de agarose
0,7%, corado com brometo de etidio.

Em apenas quatro das 64 amostras nao obteve-se sucesso na clonagem,
sendo assim, foram encaminhadas 60 amostras para o0 sequenciamento.

Na analise dos produtos do sequenciamento, preconizou-se por utilizar
aquelas amostras que formassem um contig de no minimo 100 nucleotideos. Oito
contigs ficaram com tamanho abaixo de 100 nucleotideos, sendo seis com 86
nucleotideos e dois com 74. Cerca de oito sequéncias ndo formaram contig, pois
nao houve sobreposicdo das sequencias forward e reverse. Outras 24 amostras
necessitam ser resequenciadas. No total foi alcancado sucesso em 40 amostras,
pois estas formaram contigs com mais de 100 nucleotideos e oriundos de trés
repeticdes nos sentidos forward e reverse.

Apé6s o alinhamento local destas 40 amostras (Tabela 4), p6de-se ver se
estas alinhavam com proteinas e/ou genes relacionados aos mecanismos de
resisténcia da soja, em resposta ao ataque do fungo causador da ferrugem

asiatica.
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Tabela 4. Sequéncias disponiveis em bancos de dados que apresentaram
fragmentos de cDNA-AFLP diferencialmente
expressos em resposta a ferrugem da soja, no genétipo de soja

similaridade com

(P1459025).
Amostra N°acesso Gene e-value Funcao
15 A1 gb|ABS18413.1] WRKY 5e-62 Resisténcia a
patégenos
12 F1 EU450800.1 NBS-LRR 5e-13 Resisténcia a
patégenos
13 D2 agb|EU450800.1] NBS-LRR 2e-76 Resisténcia a
patbégenos
13 E2 agb|EU450800.1] NBS-LRR 3e-26 Resisténcia a
patégenos
17 G2 agb|EU450800.1] NBS-LRR 7e-80 Resisténcia a
patbégenos
17 HA1 agb|EU450800.1] NBS-LRR 7e-34 Resisténcia a
patégenos
04 A1 gb|ACM89637.1] NBS-LRR 1e-16 Resisténcia a
patbégenos
09 C1 gb|ACM89623.1] NBS-LRR 7e-10 Resisténcia a
patbégenos
12 E1 gb|ACM89623.1] NBS-LRR 2e-76 Resisténcia a
patégenos
30 A1 FJ014837.1 NBS-LRR 1e-94 Resisténcia a
patégenos
13 G2 gb|CD396376.1] Salicilic acid 5e-64  Resisténcia sistémica
adquirida
15 B1 gb|ABW23439.1| MSI1 3e-28 Desenvolvimento do
tricoma
30 L1 AY942816.1 Putative plastid glucose 6 1e-25 Transespg;]tgscgi agljtl(l;cose
17 C1 . . 2e-69  Transporte de glucose
AY942816.1 Putative plastid glucose 6 6 phosphate
01 A2 gb]ACN78973.1] Rpp4C2 2e-98 Resisténcia a
patbégenos
16 B2 gb]ACN78964.1| Rpp4C1 2e-63 Resisténcia a
patégenos
12 D1 agbl]ACN78973.1| Rpp4C2 7e-10 Resisténcia a
patégenos
12 A1 gb|AF180335.1| Madht 5e-98  Converte de malato a
oxaloacetato

Das 40 sequéncias, apenas 18 alinharam com genes ou proteinas com

fungéo conhecida.

A sequéncia 15 A1 alinhou com genes da familia WRKY, as quais

pertencem a uma superfamilia de fatores de transcricado envolvidos em diversos

processos fisiolégicos das plantas, inclusive em mecanismos de defesa contra
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patdgenos (ZHANG e WANG 2005). Utilizando PCR em tempo real, para estudar
a ferrugem do café, foram encontradas nas reacdes de resisténcia, um aumento
relativo de 15 vezes na expressédo do gene WRKY1 de café no intervalo de 12 a
16 horas pos-inoculacdo (GANESH et al., 2006). Em trabalho com ferrugem da
soja foram encontrados 46 fatores de transcricdo WRKY no gendétipo resistente
(P1230970) em resposta ao ataque do fungo (VAN de MORTEL et al., 2007).
Estes autores comparando a resposta de defesa de plantas susceptiveis
(Embrapa 48) e resistentes ao ataque do fungo observaram que os resistentes
comecam a expressar as WRKY um dia antes das plantas susceptiveis. Em
plantas de Arabidopsis, as proteinas WRKY aparecem na cascata de eventos que
iniciam a resisténcia sistémica adquirida, a qual produz proteinas PR1 como
produto final (EULGEM, 2005). Segundo este autor as PR1 sdo marcadores bem
caracterizados envolvidos no mecanismo de resposta ao ataque de patdégenos o
que pode ser uma ferramenta muito Gtil nos programas de melhoramento genético
que se utilizam da SAMM (selecao assistida por marcadores moleculares).

Outras nove sequéncias do trabalho alinharam genes da familia NBS-LRR.
O maior grupo de genes de resisténcia (R) de plantas ja clonados codifica para
proteinas com um dominio de ligacao a nucleotidios (NBS - Nucleotide Binding
Sites) na regido N-terminal, e para uma regido com repeticées ricas em leucina
(LRR — Leucine Rich Repeat) no C-terminal. Genes desta classe conferem
resisténcia a diversos patégenos incluindo virus, bactérias, fungos e nematéides
(ROSSI et al., 1998). Enquanto a regido LRR é muito variavel, a regiao NBS
apresenta “motivos conservados” (KOBE e DEISENHOFER, 1994). Grande parte
das respostas efetivas de resisténcia a patdégenos esta vinculada a presenca de

genes de resisténcia (genes R) nas plantas. O produto de expressao dos genes R
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atua como receptores diretos ou indiretos a fatores de aviruléncia (avr)
especificos dos patégenos. Os genes R, uma vez ativados, desencadeiam
cascatas de transducéao de sinal que culminam com o fenétipo de resisténcia.

Trabalhos conduzidos em cevada utilizando iniciadores degenerados para
NBS-LRR sugeriram que as sequéncias nucleotidicas amplificadas e o produto de
traducao potencial das mesmas, indicaram similaridade com genes de resisténcia
conhecidos, sendo denominados analogos a genes de resisténcia (RGAs -
Resistance Gene Analogs) (MADSEN et al., 2003). Alguns destes RGAs estao
geneticamente ligados a locos de genes de resisténcia ou parte dos mesmos.
Estes genes NBS-LRR encontrados neste trabalho s&o fortes candidatos para
entrarem em programas de melhoramento que visem selecdo de gendtipos
resistentes ao ataque do fungo causador da ferrugem da soja.

A sequéncia 13 G2 apresentou similaridade com gene da rota do acido
salicilico. O acido salicilico promove a resisténcia sistémica adquirida (RSA) nas
plantas em resposta ao ataque por patdégenos. A inducdo de RSA resulta na
restricdo do crescimento de fitopatbgenos e com isso ocorre a supressao ou
diminuicdo dos sintomas das doencas, em razao da ativacao de mecanismos de
resisténcia das plantas, associadas a expressdo coordenada de um conjunto de
genes de defesa (RYALS, et al., 1996).

O &cido salicilico foi eficiente em controlar algumas doencas foliares da
soja, dentre elas, a ferrugem, e a eficiéncia foi influenciada pela cultivar e época
de aplicacao, com os melhores resultados obtidos nas pulverizagdes realizadas
quando ainda ndo haviam sido observados os sintomas da doenga (DALLAGNOL

et al., 2006).
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A sequéncia 15 B1 apresentou similaridade com genes MSI1, os quais
existem em todos os eucariotos e funcionam como subunidades de diversos
complexos protéicos (HENNIG et al., 2005). Em experimento com plantas
transgénicas de Arabidopsis, observou-se que a MSH estava envolvida no
desenvolvimento do tricoma (EXNER et al.,, 2008). Dentre os mecanismos de
resisténcia, os tricomas e os tecidos lignificados funcionam como barreira
mecanica a invasao do fungo. Em plantas de soja atacadas pela ferrugem foi
observada abundancia de tricomas principalmente na face abaxial, além de
cuticula espessada na folha (MUSSURY et al., 2007). Provavelmente os tricomas
agem evitando o acumulo de agua sobre a superficie da folha da planta
hospedeira, para evitar assim a germinacao dos esporos fungicos.

As sequéncias 17 C1 e 30 L1 apresentaram homologia com proteina
Glycine max putative plastide glucose 6 phosphate. Durante a senescéncia das
folhas, ou seja, transicdo de autotrofia para heterotrofia, os plastideos apresentam
elevado conteudo de glucose phosphate translocator (GPT), que ativa e
armazena amido usando a glucose 6 phosphate como substrato, como ocorre em
plastideos de sementes (QUICK et al.,, 1995). O estado do acgucar é um
sinalizador para o metabolismo que diferencia o plastideo (WEBER et al., 2005).
Esta proteina ndo apresentou relagéo direta com mecanismos de resisténcia, mas
isto pode ocorrer frequentemente, ja que nem sempre, todos 0s genes
diferencialmente expressos estao relacionados diretamente o objeto de estudo.

As sequéncias 12 D1, 1 A2 e 16 B2 apresentaram homologia com os genes
Rpp4 (Rpp4C2 (Wm82) e Rpp4C1 (Wm82). Os genes Rpp4 pertencem a familias

de genes Coiled-Coil (CC), Nucleotide Binding Site (NBS) and Leucine Rich
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Repeat (LRR) as quais sao familias relacionadas a resisténcia a doengas em
plantas (MEYER et al., 2009).

Dominio NBS é necessario para a ligacao entre ATP / GTP e funciona
como uma molécula sinalizadora (TAMELING et al., 2002), assim como o dominio
CC (RAIRDAN et al., 2008). Em contrapartida, o LRR fornece uma ligacao
potencial superficie de interacdes proteina-proteina (JONES e JONES, 1997).

O sequenciamento do DNA gen6mico da variedade resistente (P1459025B)
e da suscetivel Willians82 (Wm82) confirmou a presenga de cinco
(Rpp4C1,Rpp4C2, Rpp4C3, Rpp4C4 e Rpp4C5) e de trés (Rpp4C1, Rpp4C2 e
Rpp4C3) genes candidatos nesses gendétipos, respectivamente. O alinhamento
entre os genes Rpp4C1, Rpp4C2 e Rpp4C3 da cultivar (PI459025B) apresentam
elevada identidade de nucleotideos (95, 99 e 99%) com o0s genes Rpp4C2 e
Rpp4C3 do gendtipo (Wm82). Ja o gene Rpp4C4 (Pl1459025B) apresentou
identidade superior a 98% com os genes Rpp4C2 e Rpp4C3 (Wm82) (MEYER et
al., 2009).

Vale dizer que mesmo tendo genes Rpp4 (Rpp4C1,Rpp4C2 e Rpp4C3)
em comum entre os genotipos resistente (459025B) e susceptivel (Wm82), ha um
namero de duplicagdes ou de recombinacdes desiguais que levam a uma
diferenca no nimero e tamanho destes genes, entre estes gendtipos (MEYER et
al., 2009).

A diferenca de tamanho entre os genes dos dois genétipos é pequena, mas
podem desempenhar um papel chave na resisténcia. Em trabalho estudando
resisténcia a brusone em arroz, observou-se que uma alteracdo em um unico

aminodcido LRR resultava em susceptibilidade (BRYAN et al., 2000).
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Através de estratégia de silenciamento de genes (VIGS - Virus-induced
gene silencing), Meyer et al. (2009), confirmaram que o gene Rpp4C4
(P1459025B) nao esta presente na cultivar susceptivel e este foi apontado como
principal gene Rpp4 candidato envolvido na resisténcia a ferrugem asiatica da
soja.

A freqUéncia de ocorréncia de genes candidatos Rpp4 € muito baixa, pois o
custo para o metabolismo da planta para manter genes Rpp4 na auséncia da
doenca é muito alto (MEYER et al., 2009). Trabalho conduzido avaliando a
produtividade em quatro gendtipos de Arabidopsis em ambientes livres de
patdbgenos demonstrou que os gendtipos que apresentavam o gene RPM1 de
resisténcia a Pseudomonas syringae produzia 9% a menos que gendtipos sem o
gene RPM1 (TIAN et al., 2003).

A sequéncia 12 A1 apresentou homologia com o gene Mdh1 que codifica a
enzima malato desidrogenase. Esta enzima catalisa a conversdo de malato a
oxalacetato, tendo uma importante funcdo dentro do ciclo de Krebs, além de
participar do movimento de malato através da membrana mitocondrial e outros
compartimentos celulares (SPINOLA et al., 2000).

Em trabalho avaliando-se o efeito do ataque de nematdides em melao,
evidenciou-se aumento na intensidade de bandas e no numero de alelos da
malato desidrogenase, sugerindo entao a relacdo desta enzima com a ativacao de
genes que podem estar relacionados a mecanismos de defesa da planta ao
patégeno (MEDEIROS, 2007).

Nesse sentido, a infec¢do de sementes de milho com os fungos Aspergillus

flavus, Fusarium monilifome e Penicillium sp.alterou tanto a intensidade quanto o
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namero de bandas, dos padroes eletroforéticos da isoenzima malato

desidrogenase (SILVA et al., 2000).
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3.6. CONCLUSOES

A técnica de cDNA-AFLP apresenta eficiéncia para obtencdo de genes
diferencialmente expressos no gendtipo (P1459025), em resposta a ferrugem
asiatica da soja.

Os genes WRKY, NBS-LRR, salicilic acid, MSI1, Putative plastid glucose 6,
Rpp4C1, Rpp4C2 e Mdh1 sdo expressos em resposta a infeccao das plantas de

soja com Phakopsora pachyrhizi.
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EFEITO DE FUNGICIDAS UTILIZADOS NO CONTROLE DA FERRUGEM
ASIATICA DA SOJA NA QUALIDADE DE SEMENTES
Autor: Fernando Augusto Henning

Orientador: Paulo Dejalma Zimmer

4.1. RESUMO - A cultura da soja pode sofrer com ataque de um grande numero
de patégenos, destacando-se entre estes os fungos. Uma doenca que tém
afetado as plantas de soja no campo e por consequiéncia, o rendimento de
sementes é o fungo Phakopsora pachyrhizi causador da ferrugem da soja. Além
disso, as sucessivas aplicagdes de fungicidas necesséarias para o controle da
doencga podem provocar um efeito residual desses produtos na planta, podendo
afetar a qualidade fisiolégica das sementes. Por outro lado a utilizacdo de
fungicidas foliares pode contribuir para diminuir a incidéncia de fungos associados
as sementes. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito de aplicacdes de fungicidas
utilizados no controle da ferrugem da soja na qualidade sanitaria e fisiolégica de
sementes. O experimento foi conduzido na estacao de cultivo 2008/09 no campo
experimental da Embrapa Soja em Londrina PR. O delineamento utilizado foi de
blocos ao acaso com quatro repeticdes. Foram utilizados 15 tratamentos (Priori
Xtra+Nimbus; Artea; Virtue; Impact125SC+agefix; Caramba; Opera+Assist;
Folicur; Orius; Domark100EC+Aqgtem; Eminent; Tebuco NORTOX; Impact
Duo+Agefix; Sphere; Nativo+Aureo; Aproach Prima+Nimbus) mais uma
testemunha (sem fungicida). O efeito residual dos fungicidas foi avaliado pelo
teste de germinacgédo, evelhecimento acelerado e pelo teste de sanidade de
sementes. De acordo com os resultados, os tratamentos utilizados para o controle
da ferrugem da soja ndo prejudicaram a qualidade fisiolégica das sementes. Os
tratamentos Impact125SC+agefix e Impact Duo+Agefix garantiram sementes
livres de Cercospora kikuchii.

Palavras-chave: Glycine max, germinacao, sanidade, tratamento quimico.



FUNGICIDES USED TO CONTROL ASIAN SOYBEAN RUST AND THEIR

EFFECT ON SEED QUALITY

Author: Fernando Augusto Henning

Adviser: Paulo Dejalma Zimmer

4.2.SUMMARY - Soybean crop may be affected by a large number of pathogens,
especially fungi attack. A disease that has affected soybean plants in the field and
consequently seed yield is the fungus Phakopsora pachyrhizi which causes
soybean rust. Moreover, successive fungicides application to control the disease
can cause a residual effect, which may affect the seed physiological quality.
Furthermore the use of foliar fungicides can help to reduce the seeds fungi
incidence. The aim of this study was to evaluate the effect of fungicide applications
to control soybean rust on the seed sanitary and physiological quality. The
experiment was carried out in 2008/09 crop season at Embrapa Soja in Londrina
PR. The design was randomized blocks with four replications. A total of 15
treatments (Priori Xtra + Nimbus; Artea; Virtue; Impact125SC + agefix; Caramba,;
Opera + Assist, Folicur, Orius; Domark100EC + Agtem; Eminent; Tebuco Nortox;
Impact Duo + Agefix; Sphere; Native + Aureo; Aproach Press + Nimbus) and a
control (without fungicide) were tested. The residual fungicide effects were
evaluated by germination, accelerated ageing and seed sanitary tests. In
accordance with the results, the treatments used to control soybean rust did not
damage the seed physiological quality. The treatments Impact125SC + agefix and
Impact Duo + Agefix certified seed free of Cercospora kikuchii fungi.

Keywords: Glycine max, germination, sanitary, chemical treatment.



4.2. INTRODUCAO

A utilizacdo de sementes de qualidade é primordial para o sucesso da
producdo, pois é por meio destas que as tecnologias introduzidas pelo
melhoramento genético e pelas ferramentas da biotecnologia sao levadas até o
agricultor.

Define-se qualidade de sementes como um conjunto de caracteristicas que
determinam seu valor para a semeadura, indicando que o potencial de
desempenho das sementes somente pode ser identificado, de maneira
consistente, quando € considerada a interacdao dos atributos de natureza
genética, fisica, fisioldgica e a sanitaria (MARCOS FILHO, 2005).

As sementes de soja podem sofrer com ataque de um grande numero de
patdgenos, destacando-se os fungos, que podem afetar seriamente tanto o
rendimento quanto a qualidade da semente. Fungos como Diaporthe
phaseolorum, Colletotrichum dematium, Cercospora kikuchii e Phomopsis sojae
podem afetar plantas, vagens e sementes em varios estadios da lavoura. Na
maioria dos casos, esses organismos sao responsaveis pela reducdo da
germinagdo das sementes, em anos que ocorrem periodos de alta umidade

relativa ou chuvas entre a maturacéao e a colheita e, como consequéncia, tem-se a



producdo de sementes de soja com reduzida qualidade fisiolégica (ATHOW e
LAVIOLETTE, 1973; COSTA et al., 2003).

Um importante patégeno que afeta as plantas no campo e por
consequéncia, causa prejuizos ao rendimento de sementes € o fungo Phakopsora
pachyrhizi, causador da ferrugem asiatica da soja. A disponibilidade limitada de
cultivares resistentes faz com que o manejo da cultura, por meio de aplicacdo de
agroquimicos, seja uma das alternativas mais usadas (YORINORI, 2002; GODOY
e CANTERI, 2004; GODOQY, 2007).

Os fungicidas sdo compostos quimicos que possuem acao protetora,
curativa e sistémica (JULIATTI, 2010). Estudos mostram que, em condicdes
severas de epidemia, sdo necessarias de trés a cinco aplicacées em intervalos de
dez dias, o que poderia provocar um efeito residual desses produtos na planta,
inclusive nas sementes (SINCLAIR e HARTMAN, 1995).

Apesar de haver recomendacao oficial de fungicidas para controle das
doencas fungicas da parte aérea (oidio e ferrugem), faltam informacdes sobre o
periodo residual dos produtos com relacdo as doencas de final de ciclo
(KLINGELFUSS e YORINORI, 2001),

A ferrugem asiatica € uma doenca que esta presente no campo durante
praticamente todo o ciclo da planta e, portanto, o efeito residual dos fungicidas
pode ser fitotoxico as plantas e permitir que residuos permane¢cam nas suas
sementes, podendo causar prejuizos a qualidade fisiologica das mesmas
(GODOQY et al., 2007). Por outro lado, a aplicacao de fungicidas foliares pode

diminuir a incidéncia de fungos associados as sementes.
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Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito de aplicacdes de fungicidas
utilizados no controle da ferrugem asiatica da soja na qualidade sanitaria e

fisiolégica de sementes.
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4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1. Producao do material vegetal

A cultivar de soja utilizada foi a BRS 245 RR, sendo realizados todos os
tratos culturais de acordo com as especificacdes da cultura. O experimento foi
instalado na area experimental da Embrapa Soja situada na cidade de Londrina-
PR, durante a estacdo e cultivo 2008/09. O delineamento utilizado foi de blocos
completos casualizados sendo as parcelas constituidas por seis linhas de plantas
espacadas em 0,45 metros e com seis metros de comprimento.

Os produtos utilizados (Tabela 5) foram fungicidas de parte aérea aplicados
no controle da ferrugem da soja aprovados na Reunido de Pesquisa de Soja da
Regido Central do Brasil (RPSRCB).

Utilizaram-se duas aplicagcdées dos produtos, sendo a primeira no estadio
fenologico R1 (inicio do florescimento), no dia 11 de fevereiro de 2009 e a
segunda aplicacdo no estadio R5.1 (Inicio do enchimento das sementes), no dia
02 de margo de 20089.

Os fungicidas foram aplicados com auxilio de pulverizador costal

pressurizado com CO2, equipado com barra de dois metros de largura, com



quatro bicos (Teejet XR 110:02), espacados em 0,5 metros e calibrados para

vazdo de 200 L.ha'. As aplicacdes foram realizadas pelo periodo da manha, com

umidade relativa acima de 60% e temperatura abaixo de 30°C.

A colheita foi realizada com colhedora de parcelas (Winter steiger modelo

classic).

Tabela 5. Fungicidas quimicos e respectivas doses, utilizados no controle da
ferrugem da soja, cultivar BRS 245 RR. Londrina-PR, 2009.

Tratamento Ingrediente ativo Dose (L.ha'1)
1 — Testemunha - -
2 - Priori Xtra + Nimbus (0,5% v/v) Azoxistrobina + ciproconazole 0,3
(Syngenta)
3 — Artea Cyproconazole + propiconazole 0,3
(syngenta)

4 — Virtue Epoxiconazole (Basf) 0,4

5 - Impact 125 SC + agefix (1% v/v) Flutriafol (Cheminova) 0,5

6 — Caramba Metconazole (Basf) 0,6

7 — Opera + Assist (0,5 L.ha™) Piraclostrobina + epoxiconazole 0,5
(Basf)

8 — Folicur Tebuconazole (Bayer) 0,5

9 — Orius Tebuconazole (Milenia) 0,4

10 - Domark 100 EC + Agtem (0,5 Tetraconazole 0,5

L.ha™)

11 — Eminent Tetraconazole 0,4

12 — Tebuco NORTOX Tebuconazole (Nortox) 0,5

13 - Impact Duo + Agefix (1% v/v) Tiofanato metilico + flutriafol 0,6

(Cheminova)

14 - Sphere + 250mL.ha™" de 6leo Trifloxistrobina + ciproconazole 0,3
(Bayer)

15 — Nativo + 500mL.ha™' de Aureo Trifloxistrobina + tebuconazole 0,5
(Bayer)

16 - Aproach Prima + Nimbus 0,5L.ha” Picoxistrobina + ciproconazole (Du 0,3

Pont)

59



4.3.2. Avaliacao da qualidade das sementes

A qualidade das sementes foi avaliada através dos testes de germinacao,

envelhecimento acelerado e método do papel-de-filtro.

4.5.2.1. Teste de germinacao

As sementes foram colocadas para germinar em substrato rolo de papel
umedecido com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel.
Foram utilizadas trés repeticoes de 200 sementes (25 sementes por rolo). As
amostras foram incubadas em germinador com temperatura constante de 25°C.
As avaliagGes foram realizadas aos sete e 14 dias apdés a semeadura, sendo
avaliadas as porcentagem de plantulas normais, anormais e mortas, de acordo

com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

4.4.2.2. Envelhecimento acelerado

Foram utilizadas 600 sementes de soja por tratamento, colocadas em
caixas gerbox, sobre uma tela de ago inox, contendo 40 mL de agua destilada. As
sementes foram mantidas em camara BOD a 42°C e 100% de umidade relativa
(MARCOS FILHO, 1999). Apéds 48 horas, as sementes foram submetidas ao teste
de germinacdo (substrato papel), utilizando-se trés repeticbes de 200 sementes,

sendo a avaliagao realizada no quinto dia apés a semeadura.
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4.4.2.3. Método do papel-de-filtro

Realizado de acordo com metodologia descrita por Neergaard (1979),
realizou-se previamente a desinfestacdo das caixas plasticas do tipo gerbox, em
solugdo de hipoclorito. Posteriormente, as sementes foram distribuidas sobre
duas folhas de papel-de-filtro, previamente umedecido com agua esterilizada.
Foram utilizadas trés repeticoes de 200 sementes (20 sementes por gerbox). As
amostras foram incubadas a temperatura de 20°C, por periodo de sete dias. A
identificacdo dos fungos foi através de andlise visual com auxilio de microscépio

estereoscoépio binocular com aumento de 60 vezes.
4.4.3. Analise Estatistica

O delineamento estatistico utilizado foi de blocos completos casualizados
com quatro repeticdes. Os dados de analise sanitaria foram transformados por

Vx+0,5. Realizou-se a anélise de variancia e a comparacdo das médias pelo teste

Scott-Knott, utilizando o programa SASM-AGRI (CANTERI et al., 2001).
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da qualidade das sementes, pelo teste de germinacdo em
papel, ndo apresentou diferengas significativas entre os tratamentos, ou seja, nas
condi¢des experimentais de presenca do fungo causador da ferrugem nao houve
efeito deste e nem da aplicacdo de fungicidas durante a produgdo, sobre a
germinacao de sementes (Tabela 6). Esta ocorréncia pode ser atribuida ao fato
de que o teste de germinacdo fornece condi¢cdes favoraveis para que as
sementes expressem a maxima capacidade germinativa.

Durante avaliacdo do teste de germinacdo, observaram-se anormalidades
em algumas plantulas oriundas dos tratamentos em que foram aplicados
fungicidas, entretanto a ocorréncia destas plantulas anormais ndo causou
diferenga significativa entre tratamentos. Os sintomas que caracterizam
fitotoxicidade sdo engrossamento, encurtamento e rigidez do hipocétilo (FRANCA
NETO et al., 2000).

Comrelacdo aos dados do teste de envelhecimento acelerado, a
testemunha apresentou diferenca significativa em relacao aos demais tratamentos
aonde houve aplicacdo de fungicidas. Pode-se atribuir este menor vigor das

sementes devido a uma maior incidéncia de fungos no tratamento testemunha. O



teste de envelhecimento acelerado € um dos mais indicados para avaliar o vigor
de sementes (MARCOS FILHO et al., 2000). Neste teste avalia-se a respostas
das sementes por meio de teste de germinacéo, apés elas terem sido submetidas
a temperatura elevada e umidade relativa do ar préxima a 100% por determinado

periodo de exposicao (ROSSETTO e MARCOS FILHO, 1995).

Tabela 6. Germinagao e envelhecimento acelerado em sementes de soja oriundas
de plantas tratadas com diferentes fungicidas quimicos aplicados para
o controle da ferrugem da soja.

Tratamentos Germinacao (%) E.A (%)

1 — Testemunha 79 a 70 b
2 - Priori Xtra + Nimbus (0,5% v/v) 80 a 76 a
3 — Artea 85a 75a
4 — Virtue 86 a 76 a
5 - Impact 125 SC + agefix (1% v/v) 85a 85a
6 — Caramba 83 a 83 a
7 - Opera + Assist (0,5 L.ha™) 83a 83 a
8 — Folicur 87 a 77 a
9 — Orius 88 a 78 a
10 - Domark 100 EC + Agtem (0,5 L.ha™) 86 a 76 a
11 — Eminent 84 a 76 a
12 - Tebuco NORTOX 82a 76 a
13 - Impact Duo + Agefix (1% v/v) 82a 78 a
14 - Sphere + 250mL.ha™" de dleo 81a 79a
15 — Nativo + 500mL.ha"' de Aureo 82 a 76 a
16 - Aproach Prima + Nimbus 0,5L.ha” 83a 80 a

cv 6,7 7,8

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem ao nivel de 5% de significAncia pelo
teste de Scott-Knott.

Nos resultados do teste de sanidade de sementes de soja, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos apenas para o patégeno
Macrophomina phaseolina. A transmissdo deste patdégeno via sementes, embora

ocorra, ndo € importante, uma vez que o inoculo existe na maioria dos solos
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(HENNING, 2005). Nas lavouras de soja este fungo causa a podridao negra das
raizes, sendo uma doenca que ocorre frequentemente e pode causar prejuizos
em condi¢des de clima seco e/ou presenca de solo compactado.

Constatou-se diferenca significativa para o fungo Cercospora kikuchii,
causador da mancha-purpura. Os tratamentos 5 e 13, foram os melhores, pois
apresentaram 0% de incidéncia deste patégeno. Os produtos utilizados nestes
tratamentos possuem como principio ativo Flutriafol e Tiofanato metilico +
flutriafol, respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por
Gagliardi et al. (2009), aonde estes autores apontam o flutriafol como sendo o
melhor produto para controle da Cercospora kikuchii.

Nas plantas de soja este fungo causa crestamento foliar e pode atacar
vagens, hastes, peciolos e folhas, acarretando redugdo da produtividade.
Trabalhos conduzidos na Embrapa Soja demonstraram que apesar deste fungo
ser bastante freqlente em sementes de soja, ndao ha efeito do mesmo na
qualidade de sementes (HENNING, 2005). No entanto cabe ressaltar que a
presenca deste patdégeno pode prejudicar o aspecto visual do lote de sementes e
consequentemente a sua comercializacao.

Com relacao a Colletotrichum truncata, o tratamento testemunha foi o que
apresentou a maior incidéncia deste patdégeno, diferindo significativamente dos
demais. Os tratamentos aonde houve aplicagdes de fungicidas, conseguiram
manter as sementes livres ou com baixa incidéncia do patégeno. Nas plantas de
soja este patdégeno causa antracnose e nas sementes pode causar deterioracao,
morte de plantulas e infec¢do sistémica em plantulas adultas (HENNING, 2005).

Outro patégeno encontrado foi Phomopsis sp., causador da queima da

haste e da vagem em plantas de soja e que pode causar reducdo na qualidade
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das mesmas, especialmente quando ocorrem periodos chuvosos associados a
elevadas temperaturas. O tratamento 5 e o tratamento 13 foram os mais eficazes,
apresentando 0% de incidéncia deste patégeno.

Com relagdo ao fungo Fusarium semitectum, esse foi o fungo que
apresentou maior ocorréncia. Esse € um patdgeno comum em sementes de soja,
sendo considerado parasita fraco ou saproéfita, foi incluido entre os fungos
fitopatogénicos, por causar problemas na germinacao em laboratério, assim como
Phomopsis sp. (HENNING, 2005). Segundo este mesmo autor em condi¢des de
elevada incidéncia de Fusarium semitectum, deve-se proceder a germinagdo em
areia, pois desta maneira elimina-se o tegumento da semente no substrato, pois
como o patoégeno fica aderido a superficie da semente, ndo prejudica assim o
processo de germinacao.

Tabela 7. Qualidade sanitdria de sementes de soja com base no percentual de

ocorréncia oriundas de plantas tratadas com diferentes fungicidas
quimicos aplicados para o controle da ferrugem da soja.

Tratamento Cercospora Colletotricum  Phomopsis Fusarium Macrophomina
kikuchii dematium sp. semitectum phaseolina
1 5,83 a 2,00 a 2,33a 3,33a 0,00 a
2 1,83 b 0,00 b 0,17 b 1,33 b 0,00 a
3 2,33b 0,00 b 0,33 b 0,33 b 0,00 a
4 0,83 b 0,00 b 0,33 b 0,33 b 0,33 a
5 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,50 b 0,00 a
6 5,33 a 0,00 b 1,67 a 3,17 a 0,00 a
7 4,50 a 0,00 b 1,00 a 2,67 a 0,17 a
8 4,50 a 0,00 b 2,00 a 3,00 a 0,00 a
9 2,33b 0,00 b 0,37 b 1,33 b 0,00 a
10 0,83 b 0,00 b 0,33 b 2,00 b 0,00 a
11 0,50 b 0,00 b 0,33 b 1,67 b 0,00 a
12 3,16 a 0,00 b 0,22 b 3,00 a 0,00 a
13 0,00 c 0,00 b 0,00 b 3,83a 0,00 a
14 5,33 a 0,16 b 0,50 b 4,50 a 0,00 a
15 6,00 a 0,00 b 0,50 b 4,50 a 0,17 a
16 4,33a 0,16 b 0,17 b 3,50 a 0,33a
CVv 36,7 26,7 17,8 25,2 24,3

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Scott-Knott.
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4.6. CONCLUSOES

Os tratamentos utilizados para o controle da ferrugem asiatica da soja nao
prejudicam a qualidade fisiol6gica das sementes.

A aplicacao dos fungicidas Impact125SC+agefix e Impact Duo+Agefix, nos
estadios fenoldgicos R1 e R5.1 resulta em sementes livres de Cercospora kikuchii

e de Phomopsis sp.



5. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho reinem e confirmam informagdes
oriundas de experimentos prévios, os quais utilizaram diferentes cultivares de
soja, com variagdées nos mecanismos de resisténcia, reforcando principalmente o
potencial dos genes Rpp4 e WRKY, como envolvidos em mecanismos de
resposta a resisténcia a ferrugem asiatica da soja.

Os programas de melhoramento poderao se valer dessas informacgdes para
auxiliar no desenvolvimento de gendtipos resistentes para esse carater.
Entretanto, a grande variabilidade do patdégeno, a elevada patogenicidade das
diferentes racas e o curto periodo de reproducdo do patégeno levam a uma
elevada pressao de selecdo em relacdo ao hospedeiro, o que dificulta a obtencao
de gendtipos resistentes.

Com relacéo ao efeito de fungicidas utilizados no controle da doenca, na
qualidade de sementes, quando o controle quimico é efetuado na dose e na
época recomendada, com monitoramento constante, ndo ha prejuizos a qualidade

de sementes em funcéo do residual dos produtos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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