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Introdugao

O uso de marcadores moleculares em estudos com o nematéide de
cisto da soja (NCS) no Brasil ¢ bastante recente, visto que cste fitoparasita
foiidentificadoem 1992, Marcadores moleculares sio umtipo de marcador
genctico que vem sendo utilizado com sucesso no estudo de diferentes
Organismos, como plantas, animais ¢ microorganismos. Denlre as virias
aplicagdes queatécnica de marcadores moleculares podeoferecer, destacam-
se o0s estudos de variabilidade genética, mapcamento de caracteristicas de
importincia ceondmica, moniloramento de retrocruzamentos, selegiio
assistida, selegtes de parentais paracruzamentos, construgdes de mapas
genélicos, dentre outros,

Desde o infcio do séeulo 20, marcadores gendlicos, que podem ser
delinidos como quaisquercaracterfsticas herddveis que possam serassociacdas
a caracteristicas de importincia agrondmica, vém sendo usados no estudo
da gendtica de diferentes organismos. O primeiro tipo de marcador genético
utitizado foi 0 bascado em caracter{sticas morfolégicus; mas, devido ao seu
nimero limitado ¢ de ser bastante influenciado pelo ambiente, o seu uso
atual tornou-se bastante restrito. Qutro tipo de marcador que vem sendo
bastante utilizado sio ag isoenzimas, que sio marcadores moleculares
baseados cm proteinus (Heidrich-Sobrinho, 1982). As isoenzimas sio
chzimas com fungdes idénticas, mas com diferentes mobilidades
cletroforéticas, que podem sef separadas por eletroforese em gel de amido
¢ visualizadas por métodos histoguitnicos, especilicos para cada isoenzim,
As isoenzimas apresentiam vantagem sobre os marcadores morfologicos
pelo fato de serein produtos diretos da cxpressilo de gencs especificos, mas
como dependem da expressio desses genes, podem ser também afetadas
pelas condigBes ambicnluis, Apesar de serem um pouco mais numerosas
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que os marcadores morloldgicos, us isoenzimas mbém apresentan-se em
am ndmero reduzido, o que limita o nivel de polimorfismo.

Marcadores Moleculares baseados no DNA

Com o advento de téenieas de biologia molecular, surgiram
marcadores moleculares com bise no DNA, que siio detetados diretamente
pelaavaliagio das diferengas que ocorreim na seqiiéncin de hases do DNA
Lisses marcadores apresentum uin miiero praticamenie ilimitado ¢ nio sio
influenciados pelo ambiente, visto que, a0 contririo dos marcadores
morfoldgicos ¢ isocnzimiticos, o produto nio depende da expressiio génica.
Os marcadores RFLP, RAPD, microsalélites e AFLP siio og que mais se lém
destacado no estudo da genélicu de diferentes organismos.

RFLP- Marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisim) ou polimotfisino no comprimento de fragmentos de resteicio
(Botstein et al,, 1980), basciam-se na [ragmentagiio do DNA com enziniay
de restrigio e hibridizagio de sondas especificas a estes fragmentos. O
polimorfismo advém do fato de que diferentes individuos podem ter seu
DNA cortado em diferentes posi¢tes, gerando, assim, fragmentos de
diferentes tamanhos. Esses marcadores comportam-se como marcadores
co-dominantes, visto que ambos os alelos podem ser visualizados em
individuos hetcrozigotos.

PCR - A cnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), ou reagiio
em cadeia da polimerase, Toi descrita pela primeira vez em estudos de
genética humani(Saikietal,, 1985). Estu (éenica baseia-se na amplificacio
desegmentos especilicos do DNA, ntilizando-se de *primers” que flanqueiam
o segimento a seramplificado. Esses “primers” hibridizam-se a seqtiéneias
complementares do DNA, de tal forma que a amplilicagio ocorre na regifio
compreendida entre os “primers”, O principio desta éenica vem sendo
usado no desenvolvimento de indmeras tecnologias, nclusive de diversos
tpos de marcadores moleculuares,

RAPD - O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), ou
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (Williams et al., 1990),
também conhecido como AP-PCR (Welsh & McClelland, 1990), é um dos
lipos de marcadores buseado na téenica de PCR. A grande diferenga em
relagiio ao PCR € que, no RAPD, os “primers” sio de seqiiéncia aleatéria,
enquanio que, no PCR, € necessdrio que se conhega previamente a seqiiéneia
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do [ragmento que se deseja amplificar. Os marcadores RAPD sio gerados
pela amplificagio de segmentos espalhados no genomi com o Uso de
“primers”™ Gnicos de seqiiéncia arbitriria, Como na téenica do PCR, estes
“primers™, com tuninho de aproximadamente 10 nucleotfdens, ligan-se
seqiiencias  complementares no genoma, permitingdo (ue assim Biga
amplificagiio de segmentos compreendidos entre estes. O produtos de
amplificagiio gerados podem ser separados por cletroforese em gelagarose
oupoliacrilamidae corados com brometo de etidium ou prata. Os marcadores
RAPD siio geralmente dominantes, com o polimorfismo verificado pela
presenga ou auséncia de um determinado fragmento.

Microssatélites - Microssatdlites, também conhecidos como SSR
(Simple Sequence Repeat), sido seqliencias gendmicas simples queconsistem
de mono-, di-, tri- ou tetranucleoticdeos, repetidos em muiliplas copias. lado
a lado (TAUTZ, 1989). Dentre os marcadores moleculares disponiveis
atualmente, vs microssatélites constituem a classe com o mais alto grau de
poltmorfismo. A wéenica bascia-se no falo de que as seqiiéncias de DNA (e
Manqueiam os microssatélites sio conservadas, permitindo a selegiio de
“primers” espeellicos, Assim, estes “primers” sito usados para amplificar
as regioes repetitivas, usando o reaciio em cadeia da polimerase (PCR),
gerando bandas que podem variar de individuo para individuo. Estes
polimorfismos sdio deletados quando o produto da amplificag¢iiodeum ldeus
em particulur difere em comprimento do produto de um outro gendtipo,
devido a diferengas no ndmero de unidades repeticdas existentes na regilio
entre os “primers”, caracterizando o comportumento co-dominanie desie
tipo de marcador, sendo encontrados, fregiientemente, casos de multiplos
alelos. Dentre as espéeies vegelais, a soja é a cultura que niais tem reeehido
autilizaghio desse (ipo de marcador. 1sso se deve, principalmente, 10 scu
baixo nivel de diversidade genética, fazendo com que marcadores que
fornegum niveis de polimorfismo mais ¢levado, como os microssatélites,
scjum extremamente dteis.

AFLP - Os marcadores AFLP (Amplificd Fragment Length
Polymorphism), ou polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (Vosetal., 1993), sio baseudos na ampli lcagioseleliva, pela
enica de PCR, de fragmentos de DNA pré-digeridos com duas enzimas de
restrigiio especificas, uma de corte raro e outra de corte freqiiente, no
genoma. Em cadareagio de amplificagiio, siio gerados milliplos fragmentos
de DNA, distribuidos aleatoriamente no genoma. Estes fragmentos gerados
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Uso de Marcadores Moleculares no estudo genético daresisténcia
a0 NCS . .

Ultimamente. com a descoberta do nematdide do cisto di soja
(NCS), no Brasil, na salta 1991792, esforgos (&m sido dilBCioﬂu(lOS‘no
sentico de se obterem mdétodos de controles eficientes a este fitoparasita.
visto que ¢ wm dos mais temidos parasitas dit soja, podendo cuusu}r cnormes
perdas nas lavouras infes(adus. Apesar daexisténciadealguns métodos que
podem ajudar no controle desta enfermidade, como rotagio de culinrg, uso
de nematicidas e controle bioldgico, a maneira mais pritica e ccondmica de
controle, em larga escala, é por mejo do uso de cultivares resislcnl:cs. Nos
Estados Unidos, ANAND etal. (1994) relatam a existénciade 130 cullivares
resistentes a diferentes racas desse fitoparasita. No entanto, nenhuma destas
cultivares sio adaptadas para a produgiio comercial no Brasil, Com base em
resultados obtidos durante um levantamento preliminar do NCS ¢ de
experimentos para a avaliagiio de resisténcia de plantas, 'COI‘I(IllZi(l(‘)S nas
dreas infestadas, concluiu-se que as principais cullivares de soja
recomendadas para o plantio no Brasil sio suscetiveis. Portanto, prt‘;)glimmls
de melhoramento visando a transferir genes de resisténcia ao NCS ji foram
iniciados no Brasil, nas vérias instituigocs de pesquisa que se dedicama cs?u
cultura, No entanto, v método utilizado para monitorar essa transferéncin
sinica & muito Lrabalhoso e demorado, uma vez que envolve o isolumento
fic ragas especificas do nematdide, inoculagiio nas prog&lnic-s A serem
lestadas e avalingdo do nivel de dano, nas milhares de linhagens quc
compdem esles programas, Deve-se considerar, também, (i kllLlS[’U clevado
desse Lipo de procedimento, pois a mio-de-obra necessiria ¢ bastante
grande, além de espago fisico em casis-de-vegetagio, usidas pari manter
milhares de plantas, espugo este que poderia estar sendo usado em outros
programas de melhoramento.

O uso de marcadores moleculures surge entiio como uma lerramenta
de auxilio nesse processo de transferéncia de genes para resisiencia. O uso
de marcadores ligados a genes de interesse agrondmico vem sendo usado
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largamente nas mais diferentes culturas, inclusive em soja. A selegiio
assistida por marcadores apresenta virias vantagens sobre o mélodo
tradicional de seleglio, pois permite que grande ndmero de linhagens seji
analisado em poucos dias, enquanto, pelo método (radicional, s¢ abtém
resposta somente apos cerca de 40 dias depois da inoculagio. Além djsso,
aidentificaglio precoce das plantas resistentes permite a climinagio dos
tpos indescjdveis nas fasc

s iniciais do desenvolvimentos das plantas,
cconomizando tempo de servico ¢ liberando espaco na cusa-de-vegelagio
paraoutros usos, além de reduziro ndmero de linhagens para a sele¢iio pelos
methoristas. Além disso, a gendlica da resisténcia ao NCS ¢ bastante
complexa, uma vez que envolve virios genes de resisténcia para as diversas
ragas existentes, De acordo com Myers & Anand (1991), P1 437654 possui
dois ou trés geves de resisténeia para a raga 3, dois aqualro genes paraa raga
5 e s ou quatro para ragy 14. Este é um fator complicador para 0s
melhoristas, dificultando sobremaneira o desenvolvimento de cultivares de
soja resistentes a virias ragas do NCS.

Nos Estados Unidos, vdrios projetos de identificagio de marcadores
mmoleculares ligados a genes de resisténcia ao NCS vém sendo conduzidos
por diversas universidades ¢ institui¢des de pesquisa. Até o momento,
foramidentificadas duas principais regides conlendo genes de resisténcia ao
NCS; uma no grupo de ligagio A2 ¢ outra no grupo de ligagio G,
Weisemann et al. (1992) identificaram marcadores RFLP ligados ao gene
I, que controla a cor da semente. Anteriormente, este gene jd havia sido
relacionado com o gene dominante Rhgd (Harlwig & Epps, 1970),
Posteriormenle, verificou-se que este gene de resisténcia estd localizado no
grupo de ligagiio A2 do mapa genético du soja. Marcadores RFLP e RAPD
ligados a este mesmo gene loram identificados posteriormente em trabalhos
que Linham como fonte de resisténeia a linhagem P1437054 (Webb et al.,
1995) ¢ Peking (Mahalingan & Skorupska, 1995) para a raga 3 do NCS. No
grupo de liga¢io G, marcadores RELP ligados wo gene de resisténcia riig 1,
parad raga 3, foram primeiramente identificados por Concibidoet al. (1994)
emuma populagio baseadaem P1 209332, Posteriormente, Concibido et al.
(1995) verilicou que esta regido do genoma possui genes de resisténcia
comuns a virios outros gendtipos (P1 88788, PL 90763 e Peking). Webh et
al. (1995) também identilicaram marcadores RFLP relacionados i resisténcia
neste mesmo grupo de ligagdo. Recentemente, foram identificados dois
marcadores de microssatélites associados a genes de resisténcia i raga 3 do
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NC'S (Mudge el al,, 1997). Algumas outras regioes do genoma também ji
foram relatadas como possuidoras de genes de resisténcia uo NCS, como
nos grupos de ligagiio M (Webb et al,, 1995), € ¢ F (Mahalingan &
Skorupska, 199531 ¢ N (Coneibido et al 19973, 1,1, e K (Concibido et
al., 1996). Esses marcadores identificados [@m sido usados para selegdo
indireta de plantas resistentes ao NCS e programas de melhoramento nos
EUA. Aldm disso, a saturagdio de mareas ao redor dos genes de resisténcia
@i Lacilitado o busea pela clonagem desses genes, especialmenie dos genes
Rhg4 ¢ thgl (Meksem et al., 1999, Penuclu el al., 1999).

Atualmente, no Brasil, alguns grupos vém trabalhando com
marcadores moleculares entre eles a Embrapa Soja, em parceria com a
Universidade Federal de Vigosa, vem desenvolvendo, hi alguns anos, um
projeto pata a identilicagiio de marcadores moleculares ligados a genes de
resisténcia ao NCS. Utilizando urna populagiio segregante oriunda da fonte
de resisténcia Hartwig, foram identificudos quatro marcadores RAPD ¢ dois
murcadores microssatélites ligados a penes de resisténcia dis ragas 9 ¢ 14 do
NCS (Abdelnooretal., 1999; Selusterctal., 1997). Baseadonos marcidores
microssatéliles identilicados, cstes genes de resisténciaestio localizados no
grupo de ligagio D2, de acordo com o mipi integrado de microssatélites e
RELPs, desenvolvido pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) e Universidade Estadual de Towa (1SU). Esle € o primeiro relato da
ocorréncia de genes de resisténeia neste grupo de ligugio. Em um oulro
wrabalho, realizado na Bmbrapa Soja, foram identificados, tamnbém, quatro
marcadores RAPD ligados o genes de resisténcia & ragi 3 do NCS, cmuma
populagiio derivada de Centennial, e na Universidade Federal de Vigosa,
foraum identificados dois marcadores de microssatélites para a resisténeia
raen 3, em uma populagiio devivada da cultivar Hartwig, Na Universidade
Estadual de Sdo Paulo, Campus de Juboticabal, também estlo sendo
desenvolvidas pesquisas nesse sentido, Bm uma populagiio scgregante,
tendo o cultivar Peking como fonte de resisténcia, foram identificados
marcadores RAPD ligados a genes de resisténcia d raga 3 do NCS, usundo
a estratégia de andlise de “*bulks” segregantes.

Uso de Marcadores Moleculares no estudo do Nematdide de
Cisto da Soja

Em reliicio ao NCS, observa-se que muita eoisa ji ¢ conhecidicom
relagiio a planty, entetanto e muito pouco se sabe eim relagio ao nematdide,
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Segundo Triuntaphyllou (1987), houve ua co-evolugio do nematdide ¢ do
hoschciro, 0 que justifica o grande ndmero de 1.'11(;113 descritas deste
organismo. A ocorréncia desse nematdide no Brasil, deserita em 1992,
baseou-se na comparagio de aspectos morfoldgicos. A ocorréncia de uma
nova raga no Brasil designada raca 4 (Dias clal., 1998), confirmada como
sendo H. glycines, (eve sua identificagio comprovada recentemente pelo
uso de PCR-RILP, onde o DNA das amostras brasileiras foi compurado
com amostras de diversas espéeics de Jeierodera (T, O, Powers
Universidade de Nebraska, EUA). ‘

Atualmente, acaracterizagiio de umaraga depende da fregiiéneia de
determinados genes de virul@acia, dentro da populagiio de nematdides
avaliada através de variedades diferenciadoras, de acordo com o csquemi;
proposto por Riggs & Schimicr (1988). No entanto, uma maneira mais
rdpida de se fazer essa caracterizagfio. seria através da comparaciio de
pu.dr(.')cs cletroforéticos de DNA amplificado por RAPD, APLD ¢
IHIC!'O‘SSEllélitCS, para cada raga cspecificu. O primeiro pussd para essa
tentativaestd sendo feito na Embrapa Soja. Fémeas coletadas dentro de uma
populagio de H. glycines loram isoladas e transferidas para gendlipos
sabidamente possuidores de diferentes genes para resisténcin, A ll'ill‘is feréncia
continuada desses individuos, no mesmo gendtipo, associada ao processo
endogiimico, tenderd aaumentar a freqiidncia do(s) gene (s) de viruléncia(s)
responsdvel pela infecgiio. Bssa populagio serd, mais tarde, utilizada para
testes de RAPD e AFLD, procurando-se identilicar marcadores associados
Qo.\' genes de viruléncia, a maior dificuldade serd determinar um marcacor
t‘()l‘lenlcntc ligado a0 gene de viruléneia, Avangos nessa linha de pesquisa
1‘01":1m obtidos com o nemaidide de cisto da batata (Globodera rosiochionsiy
d (_r',‘pallicla), onde Janssen et al, (1991) comprovaram a relagiio cldssica da
teoria gene-a-gene, demonstrando que a virul&neia estd associada a gencs
IECessIvos. '

. Uma outra linha de pesquisa que vem sendo conduzida, refere-se &
z}vulmgﬁo da diversidade gendtica entre isolados de NCS. No Brasil, jd
foram identificadas nove ragas do NCS, além da nova raga identificada em
1997, que é capaz de quebrar a resisténcia da cultivar Hartwig. Fsta
variabilidade existente diliculla bastante o trubalho dos melhori;lus na
gbl’6|1g€i(') de cullivares com ampla resisténcia ao NCS. Na Embrapa Soja,
.lorelm realizados alguns estudos de diversidade genética, envolvendo varios
1soludos de diferentes regies do Brasil e de cilerentes ragas. Veriticou-se
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que as populagies existentes no Paix sio bastante divesgentes entre Sl
mesmo entre isolados classificados como wma mesma raga. Meste estudo,
foi envolvida o taga denominadi 4+, que ¢ capaz de parasitar a cullivar
Hartwig, ¢ verificou-se que esta raga difere bastante das demais, inclusive
da ruga 4 padriio (Abdelnoor el al., 1998), Im - um oulro estudo, na
Universidade de Federal de Uberlandia, foi estudada adiversidade entre 16
isolados do NCS, das ragas 1,2,3¢9(Silva, 1997). Toi verificado que existe
variabilidade mesmo dentro de isolados classificados como wma mesma
raga, confirmando a heterogeneidade existente nas populagtes deste

nematdide,

Desafios para o I'uturo

Sdo indmeras as demandas que podem ser atendidas pelo uso de
(éenicas moleculares. B necessdrio. ainda, a identilicagio de marcadores
Jortemente ligados a oulros genes, que conferem  resisténeia a diferentes
ragas do NCS, para que, assim, a selego combase e marcadores possa ser
feita para virias ragas simultancamente. Vale lembrar, também, que a raga
44 do NCS somente ocorre no Brasil, Portanto, a busca por métodos gue
auxiliem o desenvolvimento de cultivares resistenies o essa ragy, deve ser
acelerada. Nesse sentido, jd Toram iniciados, na Embrapa Soji, experimentos
que objetivam identilicar marcadores pari gene(s) de resisiéneia a essa
raga, e que, posleriormente, possam ser usados na selegfio de plantas
resistentes, e desenvolvimento de novas cultivares, Com o uso dos marcadores
ligados aos genes de resisténeia, o selegiio poderd ser feita na auscneia do
paldgeno, o que ¢ altamente recomendado, especiaimente quando se deseji
selecionar a resisléncia para ragas cujo indeulo nio esteja disponivel.
Awalmente, com o mapa genélico da soja, buascado em microssatélites,
lorou-se possivel a identificagiio, por forma indireta. de marcadores
microssatélites localizados em regides gendmicus associadas i resisiéneia
adiferentes ragas do nematdide. A combinagio dos marcacores selecionados
do mapa, em conjunto com os marcadores identificados no Brasil. permitird
que a selecio assistida por marcadores seja feita com alta cliciéncia. Além
do uso na seleciio de plantus resistentes, esses marcadores serfio lumbém
muito Gteis no isolamento de alguns desses genes de resisténcia,
especialmente os) gene(s) que conferem resisténeia & raga 4+, que alé o
momento vem sendo estudado somente no Brasil.

Além dos estudos com marcadores moleculares, em umaoulra linha
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df! trabalho, associaditao Dr, Frie L. Davis, da Universidade du Carolina o

Norte, USA, pretende-se identificacio de genes do NCS que .|"w=.lr1a|{m ‘:
secregao nas glindulas esolagiunas, que siio essencials pari o p:'n{:'xm {1;‘
vy plant, péelondnuionle,. A identificagio de penes (e ﬁL‘lIT'L.'R'i_)!."\-
i sepeomuns i todas s ragas do nematdide, inclusive a nova raca 4°
:m-.wl.lirn..-n';- o desenvolvimento de plantas transgénicas e L'xr}r't-:::vl]l
sﬂuh.«;i.‘l‘ncul.\' inihidoras dessus secrecoces, jrnpn_-.ilinr.l-n,m 0 processo inli-c.i\i\,;n

I-s.jc- tipo de resisténeia, jd observada em plantas de Tumo [I'&IITH“I("-F'I].E.Zl.l‘;
rc:m_s;!m'm:_a-l aonematdide de palhas (Baumel al., 1996), pruv:we.irm-tr;c qr-r-li
s Illllil"i.l\’t_'-l. VISo que sio atacados meeanismos i'uml;nnmrmi.s‘ du
[rrasIs o,

‘ - A combinagiio do uso da téeniea de marcadores moleculares para a
lt.l::ll!lfl‘t‘atq.{'i(.) de genes de resisténcia na soja e genes de viruléneig ln:u
1'|cm.'u(_'nrll j.;:sﬂm‘iutlnuul|1 um conhecimento mais profundo dos meea n.i:;lmm
:‘Iu parasitismo e identificugiio de novas lormas de resisténcia ::crlulncnul'
facilitard bastante o controle deste fitonematdide no Brasil. . |
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