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A principal doenca que acomete a producao de soja no Brasil é a ferrugem
asidtica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow.
(Tecnologias,2006). A ferrugem asiatica tem causado sérios prejuizos e um
aumento de custos decorrente do uso de defensivos quimicos para o seu
controle. Uma alternativa de controle econémico e efetivo é a obtencao de
cultivares com alta resisténcia e produtividade (Tan et al, 1983). Associado
a isso faz-se necessario a identificacdo de marcadores moleculares ligados
aos genes de resisténcia a ferrugem asiatica.

Hoje, existem informacdes disponiveis na literatura a respeito de quatro
genes de resisténcia a ferrugem asiatica: Rpp7 (identificado na Pl 200692),
Rpp2 (P1 230970), Rpp3 (P1 462312), e Rpp4 (Pl 459025) (Bromfield &
Hartwig,1980; Hartwig, 1986). Foram identificados genes de resisténcia
em outros gendtipos como o FT-2, uma cultivar brasileira. Todos esses
genes eram efetivos quando a doenca foi descoberta no Brasil, entretanto,
em 2003, houve uma quebra da resisténcia conferida pelos genes Rpp17,
Rpp3 e pelo I6cus identificado na cultivar FT-2, enquanto os genes Rpp2 e
o Rpp4 permanecem efetivos (Arias et al, 2004).
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Este trabalho tem como objetivo saturar as regides cromossémicas que
contém os genes de resisténcia a ferrugem asiatica Rpp2 e Rpp4, utili-
zando marcadores moleculares RAPD.

Em um trabalho realizado anteriormente (Silva et al, 2006), no qual
foram mapeados os genes Rpp2 e Rpp4 no grupo de ligacdo da soja, fo-
ram utilizados dois cruzamentos: um entre a cultivar suscetivel BRS184
e o gendtipo Pl 230970 (possuidora do gene de resisténcia Rpp2), e
outro entre a BRS184 e a Pl 459025 (possuidora do gene de resisténcia
Rpp4). Das plantas F, desses cruzamentos, foram obtidas populacGes

segregantes F._ ., compostas por 130 e 80 individuos, respectivamente.

2:3'
Tais populagdes foram inoculadas com o fungo Phakopsora pachyrhizi.
Para identificar marcadores mais préximos ao gene da ferrugem da soja,
foram construidos dois bulks de DNA de 12 plantas diferentes, obtidos
de cada uma das populagdes F, em estudo: um bu/k de plantas homozi-
gotas resistentes e um de plantas homozigotas suscetiveis. Esses bulks
foram utilizados para a amplificacdo de marcadores RAPD (Michelmore

et al, 1991).

A amplificacdo dos loci foi realizada de acordo com a método descrito
por Williams et al. (1990). As reacoes de PCR foram compostas de Tris
a 10 mM e pH 8,5, KCl a 50 mM, Mg?* a 2,4 mM, dNTPs a 100 uM,
primers a 0,4 uM, o DNA genémico a 10 ng e 1 unidade de Tag DNA
polimerase, em um volume total de 25 pL. As condicées de amplifica-
cao consistiram de um periodo inicial de desnaturacdo do DNA de cinco
minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos térmicos, com cada um deles
incluindo as etapas de desnaturacao do DNA por 30 segundos a 94 °C,
anelamento dos primers por 45 segundos a 35 °C e extensao por 60
segundos a 72 °C. Apds os ciclos térmicos, um periodo final de exten-
sdo de sete minutos a 72 °C foi realizado. A eletroforese dos fragmentos
amplificados foi feita em géis de agarose 1,3 %, corados com brometo
de etideo.

Foram testados 20 primers aleatérios de RAPD (Operom Techonologies).
Alguns primers geraram polimorfismo entre os bulks, entretanto, para
vérios deles, a reacao controle sem DNA (branco) apresentou banda,
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sugerindo sua contaminacdo com DNA. A maioria dos primers selecio-
nados apresentou-se contaminada com DNA, nao sendo confidvel a sua
utilizacdo no presente trabalho. Devido a isso, foi alterada a estratégia
do trabalho, com o uso de marcadores tipo AFLP, que tém como vanta-
gem o grande numero de fragmentos que sao gerados e resolvidos em
um unico gel. No momento, a metodologia de AFLP esta sendo imple-
mentada e testada no laboratério para ser usada na identificacao de
polimorfismos entre os bulks de DNA. Os marcadores AFLP polimérficos
serdao usados para a saturacao das regides gendmicas contendo os alelos
Rpp2 e Rpp4.
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