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Introdugio

O nitrogénio (N) € um nutriente essencial para o crescimento e reprodu-
¢do das plantas, sendo um fator limitante as culturas, conseqientemente,
a agricultura moderna utiliza fertilizantes nitrogenados, o que eleva os
custos de produgdo, além de ser fonte de contaminagdo ambiental. No
entanto, algumas plantas sdo capazes de utilizar o nitrogénio molecular
(N,), que constitui cerca de 78% dos gases da atmosfera, atraves da
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio. A interagée entre bactéri-
as dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium
e Azorhizobium e plantas leguminosas tem sido extensivamente estuda-
da. Durante essa interacio, as bactérias induzem nédulos nas raizes das
leguminosas, convertendo o N, a NH,, através do complexo enzimatico
da nitrogenase. A planta fornece as bactérias os compostos de carbono
(C) e outros nutrientes para sustentar o crescimento bacteriano, enquanto
a bactéria fornece N a planta hospedeira.

A associagdo entre a soja e as bactérias Bradyrhizobium japonicum e B.
elkanii contribui, significativamente, para o sucesso da cultura no Brasil,
" uma vez que a demanda de nitrogénio {N) das cultivares brasileiras pode
ser suprida totalmente pelo processo bioldgice. Estudos de quantificagao
da FBN no pais indicam que o processo bioldgico pade suprir a soja em
até 300 kg de N ha', resultando em uma economia estimada em US$ 3
bilhdes por safra (Hungria et al., 2005).

O conhecimento sobre genes nos rizébios envolvidos na nodulagao (nod,
nol e noe) e no processo de FBN (nif e fix) sdo elevados (Stougaard,
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2000), entretanto, pouco se sabe sobre os genes das leguminosas hos-
pedeiras que estio relacionados a simbiose. O estudo dos fatores gené-
ticos das plantas relacionados com a FBN ¢ dificultado pelo tamanho e
complexidade do genoma {Thoquet, et al., 2002).

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular tem possibilitado a_
construg@o de mapas genéticos saturados para varias culturas de interes-
se econdmico. Esses mapas constituem ferramentas importantes para
estudos de genética e gendmica dessas espécies, revelando novas pos-
sibilidades para o estudo da heranc¢a quantitativa e aplicagdo no melhora-
mento genético destas culturas, como o mapeamento de QTLs,
monitoramento da resposta a sele¢cio e identificacao de germoplasma
com alelos superiores. Comisso, € possivel determinar os QTL relaciona-
dos com a producé@o de sementes, o pesc de plantas, o tempo de
florescimento, a maturidade, a qualidade e aresisténcia a estresses bidticos
e abidticos. O emprego dessa tecnologia no mapeamento e clonagem
baseada em mapeamento de genes de plantas leguminosas relaciona-
dos com a FBN tem sido refatado {Colebatch et al., 2001; Thoquet et al.,
2002). Cregan et al. (1999) e Song, et al. (2004) desenvolveram um mapa
genético de ligagdo do genoma da soja com marcadores microssatélites
(SSR — Simple Sequence Repeat) integrado com outros marcadores
moleculares e marcadores classicos. Alguns desses marcadores
moleculares disponiveis no mapa do genoma da soja j& estdo sendo em-
pregados em programas de melhoramento.

Na soja, Nicolas et al. (2005) identificaram, pela utilizagdo de marcadores
do tipo microssatélites (SSR), em uma populagéo de 160 familias F, .do
cruzamento BRS 133 (baixa capacidade de FBN) X Embrapa 20 (média
capacidade de FBN), 16 associacdes significativas entre marcadores SSR
e QTL para parametros de crescimento e nodulacdo das plantas. Sete
marcadores foram confirmados em outra populagido composta por 157
finhagens F,_do cruzamento das cultivares Bossier (alta) e Embrapa 20
{média) (Santos et al., 2005).

Atualmente, busca-se identificar novos marcadores SSR gue sejam
polimérficos para essas duas populacgdes, visando uma maior saturagéo
das regides onde foram detectados os QTL para crescimento e nodulacio.
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Objetivos

Verificar a existéncia de polimorfismo dos marcadores SSR entre 0s
parentais Bossier e Embrapa 20 e avaliar a segregacao dos marcadores
polimérficos na populagéio.

Material e Métodos e Resultados

As analises estio sendo conduzidas em uma populagéo de mapeamento
composta por 157 linhagens endogamicas recombinantes derivadas do
cruzamento de duas cultivares previamente identificadas como tendo dis-
tintas capacidades de FBN, Bossier (alta) X Embrapa 20 (média) (Nicolas
et al., 2002).

As amostras de DNA foram extraidas a partir de duas a trés folhas (pri-
meiras folhas trifoliadas) de cada uma das 157 linhagens F,, e dos
parentais Bossier e Embrapa 20 pelo método descrito por Keim et al.
(1988). A seguir, cada amostra de DNA genémico total é amplificada
com “primers" microssatélites escolhidos a partir do mapa do genoma
da soja (Cregan et al., 1999). Os fragmentos s@o separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (29:1, acrilamida:bis-acrilamida)
10%, corados em uma solugdo de brometo de etidio (0,5 ig m!"} e foto-
grafados sob luz UV. A partir do perfil das bandas nos géis, & construida
uma matriz de dados numéricos para cada marcador, considerando-se
1 (presenga de banda da parental Bossier) e 2 (presenga da banda da
parental Embrapa 20).

Os calculos da fregliéncia de recombinagado, da distancia genética entre
os diferentes marcadores genéticos e da determinag&o do posicionamento
- dos marcadores estao sendo feitos como auxilio do programa
MAPMAKER/EXF. O agrupamento dos marcadores esta sendo feito ado-
tando um valor limite de deteccéo (LOD) de 3,0 e a conversao da fregién-
cia de recombinagédo para centimorgans (cM) com a disténcia de
mapeamento de Maldane (r= 0,50).

Na Figura 1, pode-se verificar os resultados obtidos com a amplificagao
de um dos “primers” do tipo microssatélite.
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Consideragdes Finais

Quarenta e dois marcadores apresentaram-se polimérficos para cs
parentais Bossier e Embrapa 20 e esto sende amplificados na popula-
¢do. Até o presente momento, sete marcadores foram amplificados na
pepulagio.
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