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Resumo

O objetivo do trabalho foi comparar a selecdo natural com a artificial para selecionar genétipos de soja com
resisténcia duradoura a ferrugem asidtica. Foram avaliadas 14 linhagens por dois anos, oriundas de populagcdes
sob presséo e sem presséo da doenca. As avaliages consistiam na determinacdo do tipo de lesdo e da severidade
da doenca. A variavel tipo de lesdo apresentou distribuicdo norma na maioria das populagdes avaliadas e a
severidade média variou entre as populagdes. Deste modo, os resultados apresentados evidenciaram que a
selecdo natural somente favorece a presenca e expressao de genes maiores, apresentados na variavel tipo de
lesdo. Ja quando se considera a variavel severidade, governada por genes menores, a pressdo de selecdo ndo
evidencia reducdo na severidade das popul agbes avaliadas.

Introducédo

A cultura da soja vem se expandindo progressivamente, tornando-a de grande importancia econdmica
no mundo. Atualmente, sdo produzidas, por ano, cerca de 236 milhdes de toneladas deste gréo. Nesse contexto,
0 Brasil aparece como o segundo maior produtor com aproximadamente 25% de toda a produgdo mundial. De
modo geral, estresses hidticos e abidticos limitam a distribuicdo geogréfica da soja e de outras culturas e
acarretam reducdes significativas no crescimento e na produtividade de espécies economicamente importantes
(CONAB, 2010). Algumas doengas flungicas tém recebido grande atencéo devido aos prejuizos que causam a
producdo de soja. Dentre elas, aferrugem asidtica € atualmente a principal doenga que acomete a cultura da soja
no Brasil e uma das mais importantes do mundo.

A resisténcia genética € um dos principais objetivos dos pesquisadores trabalhando com resisténcia a
ferrugem asidica. No entanto, existem grandes dificuldades para obter resisténcia a ferrugem asidtica da soja,
pois rapidamente surgem novas ragas do patdgeno que superam a resisténcia presente nas cultivares
recentemente indicadas. A eficiéncia daresisténcia vertical tem sido questionada. A aternativa paraisto é o uso
da resisténcia horizontal, condicionada por poligenes, que proporcionam uma variagdo fenotipica continua na
reacéo do hospedeiro, reduzindo aintensidade da doenca (Bergamin Filho, 1995).

Alguns estudos ja desenvolveram determinadas estratégias de melhoramento para se obter resisténcia
duradoura. Foram encontrados genitores com alta capacidade combinatéria, que contribuem para 0 aumento da
frequéncia dos alelos favoraveis (Ribeiro et al., 2009a). Também ficou evidenciado que o controle genético da
resisténcia da soja a ferrugem asiética, avaliada por meio da severidade do patégeno, é governada pelo efeito
aditivo dos genes de pequeno efeito (Ribeiro et al., 2009b; Toledo et a, 2009, Ribeiro et a, 2007). N&o obstante
os diversos resultados j& obtidos, necessita-se ainda verificar se a metodologia adotada pelo programa de
mel horamento de resisténcia a ferrugem asiética da Embrapa Soja esté sendo eficiente para selecionar genétipos
com resisténcia duradoura. Ou sgja, se 0 método de condugdo das populagdes sob pressdo do inéculo esta
permitindo a agdo da selecéo natural .

Material e M é&odos

Foram realizados dois anos de experimentagdo, nos anos agricolas 2009/10 e 2010/11, sendo estes
compostos por 14 linhagens. As popul ages segregantes que deram origem a essas linhagens foram conduzidas
no campo experimental da Embrapa Soja, em Londrina, PR, sendo que nove linhagens selecionadas foram
obtidas de populacdes avancadas sob pressdo de inoculo (selecdo natural) e cinco linhagens foram obtidas de
populacbes avancadas em campos tratados com fungicida, evitando a presenca do patdgeno (selecéo artificial).
As popul agBes segregantes conduzidas pelo método “bulk” foram constituidas por pelo menos 3.000 individuos,
para que as combinactes génicas desgjaveis tivessem possibilidade real de aparecer.

A selecdo de plantas para obtencdo das progénies que foram utilizadas nos experimentos ocorreu nas
populagbes F4, na safra 2008/09. Essas 14 linhagens do experimento possuem em seu genoma presenca e
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auséncia de genes maiores e menores. Ou sgja, h& nove linhagens conduzidas sob pressdo de inoculo: a) cujos
parentais possuem genes maiores e menores para resisténcia/toleréncia a ferrugem; b) cujos parentais possuem
apenas genes menores para resisténcialtolerancia a ferrugem; c) derivadas de parentais sem genes maiores ou
menores conhecidos para resisténcia/tolerancia. Da mesma forma ha cinco linhagens derivadas desses mesmos
parentais, porém desenvolvidas sem a pressdo do indculo, ou sgja, a presenca de genes menores € improvavel e
a presenca de genes maiores pode ser testada a priori ou acompanhada.

No periodo de outono-inverno do ano de 2009, foram realizadas a multiplicagdo das progénies em casa-
de-vegetacdo. A semeadurafoi realizada em vasos de plastico contendo um substrato de 2:1:7 de esterco, areiae
terra, respectivamente. O plantio das sementes das progénies foi realizada individualmente em 65 vasos, para
garantir que fossem usadas 50 familias por progénie, utilizando-se trés sementes em cada um deles. Apés a
emergéncia das plantulas foram mantidas duas plantas por vaso. No periodo de outono-inverno de 2010, foi
repetida a mesma multiplicaco das sementes, para a realizacdo do experimento no ano agricola 2010/2011,
utilizando os mesmos procedimentos citados acima.

O experimento foi conduzido na fazenda experimental da Embrapa Soja, em Londrina, PR, localizada
na latitude 23°23'S, em Latossolo Roxo Eutréfico, clima temperado subquente e subimido, com temperaturas
anuais variando de 11 a 29°C. Dois ensaios foram conduzidos em cada ano agricola. No primeiro as plantas
foram tratadas com aplicacdo de fungicida, preventivamente, a cada 15 dias, e no segundo foram feitas
inoculagdes do patdgeno nas bordaduras quando as plantas estavam predominantemente no estagio Vs. Cada
ensaio foi composto por 2.800 parcelas, em delineamento inteiramente casualizado, utilizando a metodologia de
plantio em covas, com casualizagdo individual de plantas (1 planta = 1 cova = 1 parcela), com espacamento
dentro e entre as linhas, de 0,20 m e de 1,5 m, respectivamente. No intervalo entre duas linhas Gteis do
experimento foram semeadas duas linhas de bordadura utilizando a cultivar BRSMS Bacuri, para garantir a
presenca de inéculo da ferrugem asiética. As progénies foram representadas por 50 familias com quatro
individuos cada uma.

O inéculo consistiu de uma populagdo fangica coletada em campos comerciais no Estado do Mato
Grosso e mantida na cultivar BRSMS Bacuri em condic¢des de casa-de-vegetacdo. A cultivar BRSMS Bacuri é
utilizada como filtro, pois € resistente ao isolado prevalente na regido sul do Brasil, mas suscetivel ao isolado
MT. Os urediniosporos foram coletados batendo-se as folhas infectadas sobre uma bandegja pléstica e diluidos
em &gua destilada com 0,05% (v/v) de “Tween 20" (Unigema) para uma concentracdo final de
aproximadamente 10.000 esporog/ml, através de contagem dos mesmos em camara Neubauer utilizada para
contagem de células. As plantas foram inoculadas quando atingiram o estadio de desenvolvimento V3-V4. Para
ainoculacdo das plantas foi utilizado um pulverizador manual. A operacéo foi realizada ao anoitecer para evitar
ainviabilizaco dos ureddsporos pela falta de agua livre na folhas e baixa umidade do ambiente.

No experimento sob pressdo do indculo foi realizada a coleta de discos foliares de uma amostra da
populagdo, de 1 cm de diémetro e acondicionados em ependorf com 1 ml de &gua destilada. Esse procedimento
foi realizado para a determinacdo do tipo de lesdo. O procedimento foi realizado em trés coletas e as avaliacbes
foram realizadas com o auxilio de microscépio e lupa. A classificagdo para o tipo de lesdo tinha o objetivo de
caracterizar os tipos de lesdes como resistentes ou suscetivels. Lesdes de resisténcia ou RB (Reddish Brown)
caracterizam-se pela cor castanho-avermelhada, com pouca ou nenhuma esporulagdo, enquanto as lesbes de
suscetibilidade ou TAN caracterizam-se pela cor castanho-claro com ata esporulacdo de urédias. Para essa
avaliagcdo, foi tomado o trifélio mais inferior, o qual foi identificado para que as avaliagdes seguintes fossem
realizadas sempre no mesmo trifdlio.

A avaiacdo de severidade foi realizada com o auxilio da escala diagramatica proposta por Canteri e
Godoy (2003). Foi realizada somente uma avaliagdo de severidade, no 25° dia do aparecimento da primeira
lesdo, j& que esse foi determinado em trabalhos anteriores como a melhor data para a realizagdo deste tipo de
avaliagéo (Ribeiro et a., 20093, 2007). Como somente uma avaliagdo foi realizada, foram usados trés diferentes
avaliadores, para garantir um gjuste das médias.

Resultados e Discussdo

A existéncia de variabilidade genética é condi¢do essencial para o melhorista poder exercer pressdo de
selecdo artificial, sobre qualquer populacdo de plantas. Quando uma populacdo sofre com o atague de doencas
em geragOes iniciais, ha ocorréncia de eliminacéo ou perda dos individuos menos adaptados, onde estes ndo
conseguem deixar descendentes, em que ha a atuacdo da selecdo natural, mecanismo proposto por Darwin, que é
0 processo pelo qual certas modificagdes “favoraveis’ tornam-se cada vez mais comuns de uma geracéo para a
seguinte. Lewontin (2000), usando como exemplo os insetos, afirma que estes estdo ficando cada vez mais
resistentes aos inseticidas ndo é porque cada individuo adquira nivels cada vez mais altos de resisténcia durante



a sua vida, mas sim porque as variantes resistentes sobrevivem e se reproduzem, engquanto 0s organismos
suscetiveis morrem. Ou sgja, uma populagdo modificase, ndo porque cada individuo passa por
desenvolvimentos paralelos durante a vida, e sim porque existe variagdo entre os individuos e algumas variantes
produzem mais descendentes do que outras.

A determinacdo de quais individuos irdo sobreviver e se reproduzir e quais ndo irdo depende, de modo
significante, da interagdo entre organismos individuais e 0 meio ambiente. Algumas variagdes permitem gque os
individuos se adaptem, podendo sobreviver mais tempo e produzir mais descendentes que outros individuos.
Darwin chamou estas variag@es de favoraveis e argumentou que, com o tempo, as variagdes favorévels herdadas
tendiam, por meio da selecdo natural, a tornarem-se mais comuns na populagdo. Quais sdo os individuos que
irdo sobreviver e se reproduzir e quais ndo o fardo é determinado numa proporc¢do significante pela interagdo
entre estas variagdes e 0 meio ambiente. Algumas variagdes capacitam individuos a sobreviver por mais tempo e
a produzir mais descendentes. Nas populagdes naturais, a frequéncia de alguns aelos aumenta de geracéo para
geracdo, enquanto a de outros diminui. Se um individuo tiver em seu genétipo uma combinagdo favorével de
alelos, € mais provavel que ele sobreviva e se reproduza. Como conseqiiéncia, seus alelos provavelmente estardo
presentes em uma propor¢ao aumentada na geragdo seguinte. Ao contrario, se a combinagdo de aelos ndo for
favoravel, sera menos provavel que o individuo sobreviva e se reproduza. A representacdo de seus aelos na
préxima geracao sera reduzida ou talvez eliminada (Raven et a., 2001).

Considerando a ferrugem asiética, estdo descritos alguns genes que conferem resisténcia a esta doenga,
onde estes determinam o tipo de lesdo da doenca. Para individuos resistentes, as lesdes sdo chamadas RB €, para
individuos suscetiveis as lesdes sdo denominadas TAN. Estas sdo diferenciadas por meio de sua coloragdo, onde
alesdo do tipo RB € umalesdo mais escura e alesdo do tipo TAN é caracterizada por uma coloragdo mais clara.

Na tabela 1, podemos verificar a propor¢do da frequéncia esperada de uma amostra da populacéo
avaliada (8 individuos), onde a freqiiéncia de 7RB:1TAN é referente as populagdes expostas a doenga, em que
um genitor possui um gene maior dominante para a resisténcia a ferrugem asi&tica; a frequéncia ORB:8TAN é
referente as populagdes cujo nenhum genitor possui resisténcia a ferrugem, €, a freqiéncia 4RB:4TAN é
referente as populagdes que possuem um genitor com gene maior, porém a populacdo ndo foi exposta a presenca
da doenca em geracBes iniciais. Diante da proporcdo da freqiiéncia observada, fica evidenciado que a
metodol ogia de condugdo de populacdes sob ataque da doenca em geracOes iniciais foi eficiente para a grande
maioria das popul agdes observadas em ambos os anos agricolas de avaliagéo.

Tabela 1- Frequéncia esperada e observada do tipo de lesdo avaliados em amostras das populacfes de soja nos
anos agricolas 2009/2010 e 2010/2011.

2010 2011
_ FE FO .2 = FO .2 =
PROGENIES RB TAN RB TAN RB TAN
Populacgdes com pressio de selecdo em
geragbesiniciais
1 BRS-231 x GC84058-21-4 7 1 4 4 1029 000 3 5 1829 0.00
2 BRS-231 x GC84051-9-1 7 1 8 0 114 029 3 5 1829 0.00
3 BRS-231 x KINOSHITA 7 1 8 0 114 029 7 1 000 1.00
4 BRS-184 x GC84058-21-4 7 1 8 0 114 029 4 4 1029 0.00
5 BRS-184 x NOVA SANTA ROSA 7 1 6 2 114 029 2 6 2857 0.00
6 BRAS99-10553 X GC84058-21-4 7 1 6 2 114 029 6 2 114 029
7 Padre x BRS 232 0O 8 5 2 - - 2 6 - -
8 Embrapa-48 x BRQO04-448 7 1 7 1 000 100 6 2 114 029
9 PRI05-317 X BRS- 231 7 1 7 1 000 100 3 5 1829 0.00
Populacbes sem pressdo de selecdo

10 BRI01-21893 x BRS 231 0O 8 4 4 - - 5 3 - -
11 (GCB84058-21-4 X BRS134) X BRIO1-7316 4 4 5 3 050 048 5 3 050 048
12 BRI01-22350 x BRS 231*3 Ol 0O 8 3 5 - - 6 2 - -
13 BRI01-7316 X BRS 184*3 Ol 4 4 3 5 050 048 5 3 050 048
14  (GCB84058-21-4 X BRS 134) X RI 133 4 4 6 2 200 016 4 4 000 1.00

As proporcdes ou freqliéncias dos alelos e gendtipos no conjunto génico de uma populagdo permanecem
constantes, ou em equilibrio, de geracdo para geragdo a menos que sobre ela atuem outros agentes que ndo a
reproducdo sexuada — Equilibrio de Hardy-Weinberg (Raven et a., 2001).



A severidade média, avaliada por meio da porcentagem da érea foliar infectada pela doenca, pode ser
visualizada na tabela 2. As médias apresentadas mostram que a severidade, um carédter de variacdo continua,
logo, governado por genes menores, apresentou variacdo entre as populagdes e o teste de médias agrupou
populagdes que tiveram pressdo de selecdo junto com aquelas que ndo tiveram. Assim, conduzir popul agbes em
geracOesiniciais na presenca da ferrugem, ndo ocasiona redugdo na severidade da progénie.

Tabela 2 - Severidade média das popul agdes de soja avaliadas nos anos agricolas 2009/2010 e 2010/2011.

PROGENIES 2009/2010 2010/2011
Populacdes com pressio de selecdo em geragdesiniciais

BRS-231 x GC84058-21-4 35.66 ¢ 38.20 ¢
BRS-231 x GC84051-9-1 44.68 a 29.04 d
BRS-231 x KINOSHITA 3318 ¢ 26.18 d
BRS-184 x GC84058-21-4 4522 a 42.18 b
BRS-184 x NOVA SANTA ROSA 48.37 a 38.75 ¢
BRAS99-10553 X GCB84058-21-4 3445 c 35.61 ¢
Padre x BRS 232 4453 a 49.95 a
EMBRAPA-48 X (BRS-231 X PI-230970) 4403 a 39.75 ¢
PRI05-317 X BRS- 231 4358 a 44.62 b
Populacgbes sem pressdo de selecio
BRI01-21893 x BRS 231 4054 a 37.78 ¢
(GCB84058-21-4 X BRS 134) X BRI01-7316 44.14 a 4452 b
BRI01-22350 x BRS 231*3 Ol 39.12 b 38.14 ¢
BRI01-7316 X BRS 184*3 Ol 4584 a 44.65 b
(GCB4058-21-4 X BRS 134) X RI 133 44.42 a 41.63 b

De acordo com os resultados apresentados, ha grande evidéncia que usando a pressdo de selegdo ou
selecdo natural em geragdes iniciais favorece a presenca e expressao de genes maiores, apresentados na variavel
tipo de lesdo. Porém, quando se considera a variavel severidade, governada por genes menores, a pressdo de
selecdo ndo evidencia reducdo na severidade das populagbes avaliadas, mostrando que a conducédo de
populacdes sob pressao de doenca ndo mostra resultados satisfatérios na reducéo da ferrugem asidtica.
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