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Resumo

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow vem
causando grandes perdas de produtividade em varios paises como é caso do Brasil. O objetivo
principal desse trabalho foi estudar a heranca de um gene de resisténcia a ferrugem asiatica da
soja, e mapear através da utilizacdo de marcadores microssatélites, utilizando uma populagdo
de plantas F, derivada do cruzamento entre o genotipo resistente Pl 561356 com o gendtipo
suscetivel Pintado. A populacdo de mapeamento e os gendtipos parentais foram inoculados
com o isolado de P. pachyrhizi, e avaliada quanto ao tipo de lesdo como, resistentes (lesdes
RB) ou suscetiveis (lesées TAN). Um total de 84 marcadores microssatélites foram testados
para os genitores do cruzamento, sendo os polimérficos utilizados para genotipar as plantas da
geracdo F,, que foi inoculada e avaliada para resisténcia/suscetibilidade a ferrugem. A
populacdo F, foi mapeada no grupo de ligacdo G, em uma distancia aproximada de 7 cM do
gene Rppl.
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Introducédo

A soja [Glycine max (L.) Merril] possui hoje um papel muito importante na economia do
Brasil, destacando-se como o segundo maior produtor desta cultura no mundo. No entanto a
doenca causada pelo fungo da ferrugem asiética, é considerada hoje como a maior ameaca na
produtividade e competividade da soja nacional.

Pesquisas biotecnoldgicas utilizando marcadores moleculares microssatélites vém sendo
desenvolvidas para mapear genes de resisténcia a ferrugem asiatica, muitos destes genes ja
foram identificados e mapeados.

Diante deste contexto o objetivo do trabalho foi estudar a heran¢a do gene de resisténcia
a ferrugem asidtica da soja presente na Pl 561356, e mapeamento genético utilizando
marcadores moleculares microssatélites.

Material e métodos

A populagdo F, segregante utilizada para as analises moleculares foi originada do
cruzamento entre a cultivar Pintado (suscetivel a ferrugem) e o gen6tipo Pl 561356 (resistente a
ferrugem).

Os gendtipos parentais e a populacédo F, (150 individuos) foram plantados em casa-de-
vegetacdo sob um delineamento inteiramente casualizado. As plantas foram semeadas em
vasos com 20 cm de didmetro e 25 cm de altura, contendo de cerca de 4,5 kg de mistura de
solo, areia e esterco bovino.

As plantas foram inoculadas com esporos do fungo P. pachyrhizi e avaliadas
fenotipicamente quanto a resisténcia, sendo classificadas como resistentes e suscetiveis.

As amostras de tecido foliar dos gendtipos parentais e dos individuos da geracédo F,
foram coletadas e submetidas a extragdo de DNA, com base no procedimento descrito por
Keim et al. (1988) com modificagfes. A amplificacdo dos locos de microssatélites foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Akkaya et al. (1995). A analise dos fragmentos
amplificados foi realizada mediante eletroforese em géis de agarose/synergel (Diversified
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Biotech, Boston, MA, USA) 3% ou acrilamida 10%. Os géis foram corados com brometo de
etidio, visualizados sob luz ultravioleta. Os marcadores microssatélites que foram utilizados
foram desenvolvidos e publicados por Cregan et al. (1999) e seu mapeamento esta disponivel
em http://soybase.agron.iastate.edu/.

Para acelerar o mapeamento do gene de resisténcia, as analises de marcadores foram
feitas inicialmente em dois bulks de 10 individuos resistentes e 10 individuos suscetiveis, para
verificar uma possivel ligacdo dos marcadores ao carater. Posteriormente, marcadores com
provavel ligacdo ao gene de resisténcia foram utilizados para analisar o restante da populagdo
de plantas F, A proporcao de segregacdo para os marcadores e para a resisténcia a doenca foi
analisada pelo teste do xz. A analise de ligacédo foi feita com o programa GQMOL 9.1 (Cruz &
Schuster, 2006) com o valor de LOD score minimo de 3,0 e op¢éo de funcdo de mapeamento
de Kosambi, com distancia maxima de 37,2 cM.

Resultados e Discussao

Os gendtipos parentais Pl 561356 e Pintado apresentaram reagdo de resisténcia e
suscetibilidade, respectivamente, enquanto que na populacéo F, foi verificado pelo teste de (x°)
correspondéncia com a segregacao de um unico loco com acdo dominante para resisténcia.
Dos 144 individuos F, 99 foram resistentes e 45 foram suscetiveis. Portanto, o0 modelo genético
apresentando um gene dominante na propor¢do de 3 resistente:1 suscetivel se adequou
satisfatoriamente aos dados (x°=3) (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado das andlises de segregacéo e teste de Qui-quadrado para a ferrugem
asiatica e para os marcadores moleculares microssatélites, realizado na populacédo segregante
Fo.

Observado® Esperado®
Marcadores A B C RIH S  Qui-quadrado® Probabilidade(%)
Rpp (Pl 561356) 45° 99 108: 36 3" 8.3265
Sat_117 37 106 108: 36 0.058"* 80.9243
Satt191 28 76 30 36: 72: 36 2.478"S 28.973
Satt472 24 75 39 36: 72: 36 4.304"* 11.6231

®A, B e C: homozigoto resistente, heterozigoto e homozigoto recessivo, respectivamente
bAvaIiagz?lo dos individuos com sintomas (individuos resistentes)

“Segregacdo dos individuos: R-resistentes, H-heterozigotos e S-suscetiveis

n.s= ndo significativo a 5% pelo teste de Qui-quadrado

Nas analises de mapeamento utilizando marcadores moleculares foram testados 84
marcadores microssatélites nos genétipos parentais, sendo que 42 foram polimérficos. Esses
marcadores foram testados nos bulks resistentes e suscetivel, e posteriormente na populacdo
F», resultando no mapeamento do gene de resisténcia no grupo de ligacdo G. Este gene foi
mapeado pelo marcador Sat_117, na mesma regido onde se encontra o gene Rppl (Hyten et
al., 2007). Se este gene é um alelo de Rppl ou se trata de um novo gene de resisténcia, ainda
nao é possivel discriminar.

Diante destes resultados, analises com marcadores SNP’s (Single Nucleotide
Polymorphism), juntamente com outros marcadores microssatélites, serdo realizadas visando
um mapeamento mais fino para a regido. Assim, trabalhos de introgressdo desse locos de
resisténcia a ferrugem da soja em cultivares elites sera facilitado, beneficiando os programas de
melhoramento da soja para resisténcia/tolerancia a esse patossistema.
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Figura 1. Representacdo do mapeamento do gene de resisténcia a ferrugem asiatica da soja
no grupo de ligacdo G em relagdo aos marcadores microssatélites identificados. As distancias
no mapa sédo dadas em centimorgan (cM).
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