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Introducao

A ferrugem-asiatica da soja esta entre as maiores causas de perda no rendi-
mento produtivo da cultura. Quando constatada pela primeira vez no Brasil em
2001, gerou perdas estimadas de até 569,2 milhdes de toneladas (Yorinori et
al., 2004), sendo responsavel por danos que variam 10% a 90% nas diversas
regides do pais onde ja foi relatada (Yorinori et al., 2005). A doencga é causa-
da pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, parasita obrigatério pertencente ao filo
Basidiomycota, que possui capacidade de adentrar a célula e retirar nutrien-
tes através de estruturas denominadas haustérios. O patdgeno produz es-
truturas tipicas de reprodugdo denominadas urédias, que emergem no local
afetado da epiderme do hospedeiro, causando lesbes de coloragao castanha
a marrom-escura, que comprometem a area foliar da planta.

Dentre as estratégias de manejo para controle da doenca, destaca-se o uso
de cultivares resistentes, emprego do vazio sanitario e calendarizagéo da
semeadura da soja, bem como o controle quimico, via aplicacdo de fungici-
das foliares, que é o método mais utilizado. Os fungicidas de maior eficién-
cia no controle da ferrugem-asiatica pertencem aos grupos dos Inibidores de
Demetilacao (IDM, trazdis); os Inibidores de Quinona externa (IQe, estrobi-
rulinas); e os Inibidores de Succinato Desidrogenase (ISDH, carboxamidas)
(Godoy et al., 2016). Contudo, com a generalizada distribuigdo geografica da
doenca, a rapida disseminacgao e a alta agressividade no campo, o uso inten-
sivo de fungicidas tem provocado a selegdo de populagbes de P. pachyrhizi
com menor sensibilidade, aumentando a frequéncia de populagdes resisten-
tes (Godoy; Meyer, 2014).
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No Brasil, até a safra de 2015/2016, n&o havia sido descoberta a resisténcia
aos fungicidas ISDH, que inibem a atuacdo da enzima succinato desidro-
genase em duas fases da respiragcao celular, o transporte de elétrons e o
ciclo do acido citrico (Sierotzki; Scaliett, 2003). A resisténcia foi relacionada a
ocorréncia de uma mutagéo ndo sindnima no gene sdhC, levando a troca do
aminoacido C-I86F no cddon 86 (Simdes et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi validar um método para detec¢cdo da mutacao
I86F via PCR quantitativo e determinar a frequéncia da mutagéo em popula-
¢Oes de fungos de diferentes regides de cultivo de soja nas safras 2017/18 e
2018/2019.

Material e Métodos

As amostras de diferentes regides do Brasil, das safras 2017/2018 e
2018/2019, foram coletadas ou recebidas, via correio na Embrapa Soja, so-
mando um total de 92 amostras, provenientes de areas experimentais ou
de lavouras comerciais. Apos o recebimento das folhas no laboratério de
Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja, os esporos foram aspirados a partir
das lesbes presentes na superficie da face abaxial da folha, desidratados por
um periodo de 24 horas para posterior armazenamento em temperatura de
-80°C. A extragcao do DNA do esporo da ferrugem foi realizada com base no
protocolo de extracédo de Dellaporta et al. (1983) modificado e armazenado a
uma temperatura de 4°C até o seu uso.

Para a detecgao da mutacéo, o DNA das amostras foi submetido a amplifica-
¢ao via PCR quantitativo, utilizando de primers e sondas desenvolvidos pelo
Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal com base na metodologia TagMan, flan-
queando o sitio da mutacao. As corridas foram analisadas no equipamento
ABI 7900 em reagdes multiplex, em um volume final de 20 uL, contendo 2ng
de DNA, 0,80 uM dos primers e 0,20 uMm das sondas, e processados no
software 7500 FastSistem.

A analise dos resultados foi conduzida com base nos grafico de componen-
tes, de amplificacdo e via discriminagao alélica. Inicialmente, os DNAs de
amostras de referéncia, obtido de amostras de DNA de isolados puros ho-
mozigotos selvagens ou heterozigotos (monospoéricos), previamente tendo a
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regido da mutacao sequenciada via Sanger, foram utilizados para validar o
perfil de amplificagdo em cada curva. Para estimar o percentual da presenca
da mutagdo em cada amostra populacional, amostras de DNA de isolados pu-
ros homozigotos selvagem e heterozigotos (monospaéricos) foram misturadas
a fim de se obter padrdes de referéncia variando de 0% a 50% de frequéncia
da mutacgao.

Resultados e Discussao

Inicialmente, a analise do perfil de amplificagéo foi avaliada via grafico de
componentes, que consiste no desempenho das fluorescéncias FAM e VIC,
representando a presenca dos alelos resistente e suscetivel, respectivamen-
te. Numa amostra referéncia mutada (heterozigota), confirmada previamente
via sequenciamento Sanger, o comportamento das curvas mostra aumento
da fluorescéncia FAM antes e com maior intensidade que o da fluorescéncia
VIC (Figura 1A). Numa amostra referéncia nao-mutada, a curva da fluores-
céncia VIC mostra aumento mais expressivo, a ponto de cruzar a curva da
fluorescéncia FAM (Figura 1B).
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Figura 1. Perfil de amplificagdo das amostras de P. pachyrhizi no gréafico de com-
ponentes apos amplificagdo via PCR quantitativo utilizando a metodologia TagMan.
Amostra referéncia (isolado monospérico) apresentando a mutagéo (A) e sem a
mutacéo (B).

Adicionalmente, a analise dos resultados foi conduzida com base no grafico
de amplificacdo. De modo similar, na amostra referéncia mutada, a curva
de amplificacdo referente ao alelo resistente apresenta maior intensidade
(Figura 2A) comparado com a amostra referéncia nao-mutada, onde a curva
referente ao alelo suscetivel apresenta maior intensidade e cruza a curva
referente ao alelo resistente (Figura 2B).
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Figura 2. Perfil de amplificagdo das amostras de P. pachyrhizi no grafico de amplifi-
cagao apos PCR quantitativo utilizando a metodologia TagMan. Amostra referéncia
(isolado monosporico) apresentando a mutagao (A) e sem a mutagao (B).

Finalmente, as amostras foram plotadas no grafico de discriminagao alélica,
visando determinar a dispersdo das amostras em fungédo da frequéncia da
mutagao, variando de 0% a 50%. Como néo foi possivel estabelecer uma cur-
va padrao, as amostras foram classificadas em intervalos variando de 0-3%,
3-6%, 6-12%, 12-25%, 25-50% de frequéncia da mutagao (Figura 3).

A analise das 92 amostras populacionais revelou que 85% das amostras (78)
de populagbes coletadas nas duas safras apresentam a mutacao que deter-
mina a resisténcia ao ISDH (Figura 3A) em diferentes percentuais (Figura
3B), sendo apenas 14 amostras classificadas como ndo mutadas. O numero
de amostras mutadas foi igual para ambas as safras (39), variando, no entan-
to, as frequéncias estimadas da presenca da mutacao. A frequéncia estimada
da presenga da mutagao nos intervalos de 3-6%, 6-12%, 12-25% e 25-50%
foi maior na safra de 2018/2019, enquanto que o intervalo 0-3% foi maior na
safra de 2017/2018. A safra de 2017/2018 nao apresentou amostras com
frequéncia estimada de 25-50%; em contrapartida, 4 amostras apresentaram
frequéncia de 50%. Na safra de 2018/2019, apenas uma amostra apresentou
frequéncia estimada de 25-50% e nenhuma amostra com frequéncia de 50%.
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Figura 3. Caracterizagdo das amostras de soja das safras 2017/18 e 2018/19 quanto
a presenga da mutagao 186F: distribuicdo da mutagao por safra (A) e percentual esti-
mado da frequéncia da mutagao por safra (B).

Todas as amostras consideradas ndo mutadas (14) apresentaram, integral-
mente, as caracteristicas que indicam a auséncia da mutagéo para a resis-
téncia ao SDHI, onde no grafico de componentes a curva que representa a
fluorescéncia VIC cruzou a curva que representa a fluorescéncia FAM; na
amplificagéo absoluta a curva que representa a presenga do alelo suscetivel
cruza a curva que representa o alelo de resisténcia; e na discriminagao alé-
lica, a amostra se posiciona na area representada pelo percentual estimado
de 0% de mutagao. Dentre as amostras consideradas mutadas pelo grafico
de componentes, 10 ndo condisseram integralmente com os padrdes estabe-
lecidos para indicar a presenga da mutagao, sendo que trés delas se aproxi-
maram mais dos padrdes que determinam a auséncia da mutagao.

Conclusao

Pelo método desenvolvido para a detecgdo da mutagédo que determina a re-
sisténcia ao ISDH, a ocorréncia de mutacao foi igual nas safras de 2017/2018
e 2018/2019, variando no percentual estimado das frequéncias da presenca
da mutagao nas populagdes do fungo.
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