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Resumo

A cultura da soja é um dos motores do agronegocio brasileiro e tem
contribuido muito para a economia do pais. Entretanto, os resultados poderiam ser
ainda mais promissores nao fossem problemas como a ferrugem asiatica, causada
pelo fungo Phakopsora pachyrrhizi e recentemente chegada ao Brasil mas ja sendo
responsavel por grandes perdas. Devido aos danos causados pela ferrugem da soja
€ imprescindivel controlar o problema e a melhor solu¢do para tal é o uso de
cultivares resistentes. O presente trabalho visa gerar informagdes que auxiliem no
desenvolvimento dessas cultivares, utilizando principalmente as facilidades dos
marcadores moleculares. Para isso, fontes exdticas de resisténcia a ferrugem foram
identificadas, testadas e cruzadas com um material de elite e os mecanismos de
heranga da resisténcia foram estudados. Foi extraido o DNA dos parentais
utilizados e por meio da reagao de PCR, loci de microssatélites foram ampilificados e
separados por eletroforese, buscando-se com isso marcadores polimérficos entre as
fontes de resisténcia e a cultivar de elite suscetivel. Na proxima etapa deste
trabalho, os SSR polimoérficos serdo avaliados para identificar a possivel ligagdo com
genes que conferem a resisténcia. Confirmada a ligagao, eles poderédo ser usados
para facilitar o melhoramento e dar subsidios para outras pesquisas na area de

genetica molecular.
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1. INTRODUCAO

A agricultura é, sem duavida, um dos setores mais significativos no
desempenho da economia brasileira. Dentre as espécies vegetais cultivadas, a soja
(Glycine max (L.) Merrill) ocupa lugar de destaque. Essa leguminosa € cultivada em
praticamente todo o territério nacional e o Brasil € o segundo maior produtor da
oleaginosa, participando com 20% da produgao mundial.

Muitos fatores contribuiram para a expans3o e o sucesso da cultura no pais.
No aumento da produgao, dentre outros fatOres, devemos destacar e melhoria do
potencial genético das cultivares, conseguida através dos programas de
melhoramento. Contudo, o incremento da produtividade poderia ser ainda maior
caso ndo houvessem problemas como a ocorréncia de doengas. Dentro dos
problemas fitossanitarios da soja, a “ferrugem da soja” ou ferrugem asiatica,
causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, identificada no Brasil na safra
2000/2001, esta trazendo sérias preocupagdes e € hoje tratada como o maior
inimigo da lavoura devido ao grande potencial de danos e ao dificil controle do
patogeno.

Umas das melhores estratégias preconizadas para o controle de doengas e
pragas, € o uso de cultivares resistentes ou tolerantes. Essa solugao facilita o
manejo e reduz os custos, além de nao agredir o ambiente. As cultivares resistentes
normalmente sao desenvolvidos pela transferéncia de alelos de resisténcia de fontes
exoticas, muitas vezes nao adaptadas, para cultivares elite. Devido a coevolugao
entre hospedeiro e patégeno e o consequiente surgimento de novas ragas, cultivares
resistentes necessitam ser continuamente desenvolvidos (ALZATE-MARIN et.
al.,2005).

Nos ultimos anos, com o advento da biotecnologia, novas metodologias
surgiram para auxiliar o melhoramento “classico”, possibilitando a obtencao dos
genotipos desejados com mais eficacia e em menor tempo. Segundo SOUZA,
(2001), essas técnicas consistem basicamente na utilizagdo da cultura de tecidos,
transformagdo genética de plantas com genes vindos de outros organismos e o uso

de marcadores moleculares.
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Os marcadores moleculares surgiram como uma grande contribuigdo do
desenvolvimento das técnicas moleculares que permitem a andlise do genoma. Sao
muitas as aplicagdes dos marcadores moleculares em plantas, sendo principalmente
utilizados no mapeamento de genes e QTL’s (“Quantitative Trait Loci") de interesse.
Eles representam uma excelente estratégia para identificar os gendtipos
promissores e de interesse nas fases iniciais do programa de melhoramento.
Quando ligados geneticamente aos genes de resisténcia, os marcadores
possibilitam o feconhecimento precoce de plantas resistentes, reduzindo o tempo e
os custos do processo de melhoramento pelo fato de eliminar etapas convencionais
como a inoculagao do patdgeno e posterior avaliagao de resisténcia observando o
fenotipo.

Varios tipos de marcadores moleculares estdo disponiveis para estudos
genéticos sendo que os mais utilizados sao as Isoenzimas, o RFLP, o RAPD, o
AFLP e os microssatélites (SSR - “Simple Sequence Repeats”).

Os microssatélites correspondem a seqiiéncias de DNA com poucos (2-6)
pares de bases de comprimento, repetidas “in tandem”, tais como (AT)n, (ATT), etc
(FUGANTI et al.,, 2004). Como o numero de repetigcdes “in tandem” & variavel, se
conhecida a seqiiéncia que flanqueia a regido do microssatélite, € possivel
amplificar os loci pela reagao de PCR e os produtos de amplificacdo dos diferentes
individuos mostrarao um polimorfismo de tamanho. Atualmente a soja ja dispde de
inumeros “primers” de microssatélites disponiveis.

Tendo em vista todas essas questdes, a identificacdo de marcadores
moleculares ligados a genes de resisténcia a ferrugem da soja é de grande interesse
e o primeiro passo para isso € a identificagdo de marcadores polimorficos entre os
parentais resistentes e suscetiveis com potencial para serem utilizados nos
programas de melhoramento. Por ser um problema recente, ainda sdo poucos 0s
trabalhos realizados sobre a ferrugem da soja. Sendo assim, as informacdes
geradas pelo trabalho podem ser uteis para a identificagdo de marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia a ferrugem e com isso acelerar a
obtencao de cultivares de elite resistentes a doenga. Além disso, o posterior
mapeamento destas marcas polimdrficas podera auxiliar na clonagem posicional de

genes que conferem resisténcia ou tolerancia a ferrugem na soja.



2. OBJETIVOS

- Buscar fontes de resisténcia a ferrugem da soja visando o desenvolvimento de
cultivares resistentes a doenga.

- ldentificar marcadores moleculares de microssatélites polimérficos entre as
linhagens resistentes e o cultivar de elite suscetivel, que possuem potencial para
serem utilizados como parentais nos processos de hibridagao.

- Inferir sobre o tipo de heranca de cada material resistente baseado em dados das
populagdes segregantes F2 de cada cruzamento e das progénies F3.

- ldentificar os gendtipos homozigotos resistentes e suscetiveis de cada populagao
F2 e preparar “bulks” de cada genotipo para futuramente serem analisados com os
marcadores polimorficos visando identificar marcas que estejam fisicamente ligadas
aos possiveis genes que conferem resisténcia a doencga.

- Analisar a diversidade genética das fontes de resisténcia através do agrupamento

dos materiais segundo os principios adotados na taxonomia numérica.



3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A soja
3.1.1 Caracteristicas da planta

A soja cultivada [Glycine max (L.) Merrill] (2n=40 cromossomos), pertence a
familia Fabaceae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, sub-classe Rosidae
e ordem Fabales (CAPELLARI JR. et al., 1999). E uma planta autégama, ou seja,
reproduz-se por meio se autofecundagdo natural (ALLARD, 1960). A
autofecundagao sucessiva leva a homozigose e assim a cultivar é representada por
um genotipo homozigoto (SOUZA, 2001).

Seu ciclo de vida é anual e é considerada como herbacea, ereta, de
crescimento morfolégico determinado ou indeterminado. Possui, dentre outros
caracteres, hastes e vagens pubescentes. A altura, de acordo com a regiao de
cultivo, varia de 0,3 a 2,0 metros, podendo ser muito ou pouco ramificada.
Dependendo da cultivar e condigbes ambientais, o ciclo pode variar de 80 a 200 dias
(SEDIYAMA et al., 1985).

A espécie possui elevados teores de 0Oleo e proteina e também pode ser fonte
de vitaminas (tiamina e riboflaviﬁé) e minerais (calcio e ferro) (OLIVEIRA, 1981). Por
isso, a soja é fundamental na alimentacdo humana e amplamente utilizada como
fonte de proteina na alimentagao animal. Além disso, novas possibilidades estao
surgindo para o uso da planta, como por exemplo o Biodiesel.

FEHR e CAVINESS (1981), propuseram uma caracterizagdo para os estadios
de crescimento de plantas baseado no numero de nés, no desenvolvimento das
folhas e das flores. Esta classificagao é universalmente usada para a soja, que
possui basicamente quatro tipos distintos de folhas durante o seu desenvolvimento:
(1) dois cotilédones, que constituem o primeiro par; (2) um par de folhas simples, ou
primarias, unifolioladas, que se sucedem aos cotilédones: (3) as folhas trifolioladas
que seguem as primarias e constituem todas as demais folhas da planta e (4) os
profilos, pequenos e pouco diferenciados, que se encontram nas bases dos ramos
laterais (MULLER, 1981).



3.1.2 Historico e Economia

A agricultura € um dos setores mais significativos no desempenho da
economia brasileira. Dentre as espécies vegetais cultivadas, a soja ocupa lugar de
destaque. Nao seria exagero comparar a revolugdo socioeconoémica e tecnologica
protagonizada pela soja no Brasil Moderno, ao fenémeno ocorrido com a cana de
acucar no Brasil Colénia e com o café no Brasil Império/Republica que, em épocas
diferentes, comandaram o comércio exterior do Pais.

Tendo como centro de origem primario a regiao leste da Asia, provavelmente
na regiao Centro-Sul da China (XU et al., 1989), a soja é reconhecida como uma das
mais antigas plantas cultivadas no planeta. Relatos destacam seu cultivo nesta
regiao por volta do século V a.C. O mesmo autor também cita a Manchuria, regiao
chinesa onde a cultura foi domesticada, como o centro de origem secundario.

Apesar de conhecida e explorada no Oriente ha mais de cinco mil anos, o
Ocidente ignorou o seu cultivo até a segunda década do século vinte, quando os
Estados Unidos iniciaram a exploracdo comercial (primeiro como forrageira e,
posteriormente, como grao) (VIDOR et al., 2004).

No Brasil, a soja foi introduzida por Gustavo D’'Utra na Bahia em 1882 via
Estados Unidos, porém sem sucesso(MEDINA, 1981). Mais tarde, no Rio Grande do
Sul, encontrou efetivas condigbes para se desenvolver e expandir, dadas as
semelhancgas climaticas do ecossistema do sul dos EUA (local de origem dos
materiais infroduzidos) com as condigdes climaticas predominantes no extremo sul
do Brasil (VIDOR et al, 2004).

A partir de 1960, impulsionada pela politica de subsidios ao trigo visando
auto-suficiéncia, a soja cresceu em importancia. Na década seguinte, a cultura se
consolidou como a principal cultura do agronegécio brasileiro, e sua produgdo
passou de 1,5 milhdes de toneladas (1970) para mais de 15 milhdes de toneladas
(1979), obtendo uma participagcdo de 16% da produgdo mundial (BONATO e
BONATO, 1987). Esse crescimento foi devido ndao apenas ao aumento da area
cultivada (1,3 para 8,8 milhdes de hectares), mas também ao expressivo incremento
da produtividade (1.140 para 1.730 kg/ha).

Atualmente, a soja é cultivada em praticamente todo o territério nacional

sendo os estados do Mato Grosso, Parana, Goias, Rio Grande do Sul, Mato Grosso



6

do Sul, Minas Gerais e Bahia os principais produtores. Dados da CONAB (2006)
mostram que produtividade média na safra de 2003/2004 foi de 2.339kg/ha. Com
isso, o Brasil se tornou o segundo maior produtor da oleaginosa, participando com
20% da produgado mundial com previsdo para alcangar a posi¢cado de maior produtor
na safra de 2007/2008.

Tal fato s6 foi possivel devido ao desenvolvimento de um bem sucedido
pacote tecnoldgico relacionado a melhoria do complexo ambiental e principalmente
aos programas de melhoramento genético que, assistido por diversas outras areas,
desenvolvem variedades adaptadas as diversas regides e condi¢des brasileiras.

Nas ultimas duas safras, problemas de estiagem durante o inicio do
desenvolvimento da lavoura, chuvas continuas no periodo de colheita e
principalmente a ocorréncia da ferrugem asidtica ocasionaram perdas de
produtividade, ficando assim aquém das estimativas. Entretanto, mesmo com os
problemas, a producdo brasileira apresentou resultados expressivos. Na safra
2004/2005 a area plantada com soja aumentou em 8,6% (BROGIN, 2005) e na safra
2005/2006 a producéo foi de 58 milhdes de toneladas com produtividade média de
2.627 kg/ha (CONAB 2006).

3.2 Melhoramento Genético

O melhoramento de plantas visa a obtengdo de cultivares superiores aos
existentes em cultivo, seja na produgdo de graos, de massa verde ou fibras, na
resisténcia as pragas e moléstias, seja, ainda, na maior riqueza em proteinas, 6leo,
qualidade da fibra ou outras caracteristicas de interesse (CONAGIN et. al.,1997)

Dentre as principais contribuicées do melhoramento para o complexo soja no
Brasil, devemos destacar o desenvolvimento de variedades com adaptacdo a
latitude mais baixas e resisténcia as principais doengas (ARIAS et. al., 2006). O
mesmo autor também relata que a resisténcia genética tem solucionado problemas
sérios de doengas como a mancha olho de ra (Cercospora sojina), o cancro da haste
(Diaporthe phaseolorum f.sp. meridionallis), o oidio (Microphaera diffusa) e o
nematdide de cisto (Heterodera glycines). BROGIN (2005) acrescenta a resisténcia a
pustula bacteriana, ao crestamento bacteriano, podriddo parda da haste, virus da

necrose da haste e virus do mosaico comum da soja.



No caso da soja, o melhoramento tem sido feito principalmente por meio de
introdugao de materiais, selegao e pela hibridagao (cruzamentos artificiais), reunindo
em uma nova linhagem pura, a ser utilizada pelos produtores rurais como nova
cultivar, alelos favoraveis presentes em dois ou mais genotipos.

A escolha do germoplasma, o bom planejamento do bloco de cruzamentos
pelo melhorista visando os objetivos programados e a selegcdo dos parentais, sao
etapas importantes para o sucesso na obtengdao de uma nova cultivar. Conhecer o
tipo de herancga do carater € outro quesito necessario para racionalizar o processo
de desenvolvimento de cultivares (ARIAS et. al., 2006).

Para conduzir as geragdes segregantes sao utilizados varios métodos dos
quais devemos destacar o método da populagao (“Bulk Method”), o SSD (*Single
Seed Descent” ) e o retrocruzamento. No final de todo processo seletivo o melhorista
ird identificar uma ou algumas linhas puras com caracteristicas superiores que irao
originar uma nova cultivar.

No método da populagdo a condugao das geragdes segregantes, geralmente
de F2 a F5, é feita com a semeadura e colheita de todas as plantas misturadas em
uma Unica populagdo. Portanto, no método da populagdo as sementes utilizadas
para o cultivo de cada geracgao segregante sdo uma amostra das sementes colhidas
na geragao anterior. Apos cinco geragdes de autofecundagao as plantas apresentam
elevado grau de homozigose e podem ser selecionadas para colheita individual.
(SOUZA, 2001)

O método SSD em soja foi inicialmente descrito por BRIM (1966) e consiste
em avangar geracgdes segregantes (de F2 até F5) colhendo-se uma Unica vagem (2
a 3 sementes) de cada planta , mas apenas uma planta de cada vagem é utilizada
para conduzir a proxima geragado. Colhe-se também uma amostra para reserva.
Dessa forma, no final do processo cada linhagem corresponde a uma planta F2
diferente e, portanto, reduz-se a perda devido a amostragem deficiente ou agéo da
selegao natural.

O retrocruzamento nao é propriamente um método para condugao de
populagdes segregantes. E um método utilizado para melhorar a expressio
fenotipica de uma caracteristica deficiente, especialmente se essa caracteristica for
de heranga qualitativa. Ele permite a transferéncia de um gene ou de poucos genes

de um parental denominado doador (PD) para outro parental denominado recorrente
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(PR). O parental recorrente geralmente € uma cultivar de grande interesse comercial
mas que apresenta um defeito grave para o seu cultivo e esse defeito é corrigido
com o gene transferido'do PD. O termo retrocruzamento refere-se aos repetidos
cruzamentos dos individuos da populagido segregante com o parental recorrente.
Cerca de 5 retrocruzamentos ja sao suficientes para recuperar quase 100% do
genotipo do parental recorrente. (SOUZA, 2001)

Quando se trata do melhoramento visando resisténcia a doencgas e pragas, €
muito desejavel a piramidagao, ou seja, a associagao de varios genes de resisténcia
existentes em uma mesma cultivar visando a obtengdo de uma resisténcia
duradoura e de amplo espectro ( KELLY et al.,2003). No processo de piramidacao,
os marcadores moleculares do DNA constituem uma ferramenta imprescindivel pois
permitem o monitoramento simultadneo de varios genes de interesse em um mesmo
“background” genético.

No programa de piramidacao de genes de resisténcia assistido por
marcadores moleculares, ALZATE-MARIN “et. al.(2005) citam que primeiro €&
necessario selecionar genitores contrastantes para genes de resisténcia as doengas
de interesse e identificagdo das ragas do patégeno de maior importancia para a
regidao a qual se destinam as novas cultivares. Entao, sao feitos estudos de heranga
da resisténcia as ragas selecionadas a partir de cruzamentos entre as fontes de
resisténcia e a cultivar suscetivel de interesse. O proximo passo é a identificagao de
marcadores moleculares ligados aos diferentes alelos de resisténcia. Em seguida
sao obtidas as isolinhas contendo os genes de resisténcia e as marcas moleculares
correspondentes, mais comumente, por meio de retrocruzamentos. Por ultimo €
necessario fazer a validagao dos marcadores moleculares capazes de discriminar
especificamente cada um dos genes de resisténcia, evitando problemas posteriores
com os falsos positivos. Apos todos estes procedimentos, as isolinhas obtidas sao
intercruzadas para a piramidacao dos alelos de resisténcia.

Para dar sequéncia ao referido programa, a caracterizagdo continua da
variabilidade genética dos patogenos e do hospedeiro, a introdugdo e caracterizagao
de novas fontes de resisténcia e a identificagdo de marcadores moleculares ligados

a alelos de resisténcia sao atividades que devem ser realizadas rotineiramente.



3.3 Marcadores Moleculares

Os marcadores surgiram como uma grande contribuicdo no desenvolvimento
das técnicas que permitem a analise do genoma. Como o proprio termo ja indica,
tem como fungdo marcar, identificar. Eles sao classificados como morfolégicos ou
moleculares. Os marcadores moleculares sdo marcagoes ao longo do DNA que
podem ser usadas para distinguir DNA de diferentes origens, sempre levando em
conta a ocorréncia de polimorfismo. Podem ser baseados em proteinas (isoenzimas)
ou podem marcar diretamente o DNA.

O grande potencial do uso dos marcaddres reside no fato de eles serem
praticamente ilimitados em numero e de facil detecgao. Alem disso, nao s&o
influenciados pelo ambiente e sado transmitidos mendelianamente (FUGANTI et al,,
2004).

No melhoramento de plantas, marcadores do DNA foram primeiramente
utilizados no inicio da década de 80 (SOLLER; BECKMANN, 1983) e eles vem
sendo utilizados principalmente em analises de diversidade genética, na
caracterizagao de germoplasma e no mapeamento de genes e QTL’s (“Quantitative
Trait Loci”) de interesse (BROGIN 2005).

ALZETE-MARIN et al. (2005) citam que no melhoramento, os marcadores
moleculares podem ser usados no processo de retrocruzamento para facilitar e
acelerar a recuperagdo do genoma do genitor recorrente; no processo de
transferéncia de alelos de resisténcia; na selecao assistida por marcadores (S.A.M.)
quando estreitamente ligados aos alelos de resisténcia; e também em situagdes em
que o fendtipo é de dificil mensuragao. Entretanto MICHELMORE et al. (1991)
ressaltam que as marcas precisam estar mais proximas que 15cM do lécus de
interesse para serem efetivas.Assim, mesmo com a ocorréncia de recombinacgao,
eles tendem a ficar juntos.

O sucesso dos marcadores moleculares do DNA deve-se muito a descoberta
das enzimas de restrigao, técnicas de hibridagdo por sondas, uso da eletroforese
para DNA e a reacao de PCR (“Polymerase Chain Reaction”), sendo que muitas
vezes essas técnicas sao usadas em conjunto.

No inicio dos anos 70, descobriu-se que o principio da eletroforese, utilizado

com proteinas, poderia ser usado também para moléculas de DNA, ja que estas



possuem carga elétrica negativa e, em um ge!, migram do polo negativo em diregdo
ao polo positivo (ALBERTS et al.,, 2004). Através dessa técnica as marcas sao
distinguidas pelo polimorfismo de tamanho observado. Assim, surgiu a possibilidade
da utilizagdo de marcadores de DNA como ferramenta para a analise direta do DNA,
néo sofrendo influéncia do ambiente, nem estando sujeita a variages do estagio de
desenvolvimento do organismo em questao (PUTERKA et al.,1993).

A reacdo de PCR, ou reagdao em cadeia da polimerase, foi uma das técnicas
desenvolvidas para a analise de DNA e RNA que teve mais impacto. E uma técnica
de procedimento simples que vem sendo extensivamente utilizada. A PCR baseia-se
na amplificacdo de um segmento de DNA flanqueado por dois oligonucleotideos
iniciadores (“primers”). Estes oligonucleotideos iniciadores hibridam com as regides
flanqueadoras da sequiéncia alvo e também apresentam a extremidade 3’-OH livre,
permitindo o inicio da amplificagao do segmento pela enzima DNA polimerase. Este
tipo de reagao utiliza uma DNA polimerase especial, a Taq DNA polimerase
(WILLIAMS et al., 1990), que é termoestavel e resiste a alta temperatura necessaria
para a desnaturagdo do DNA dupla fita. Ciclos repetidos de desnaturagao,
hibridagcdo dos primers (anelamento) e sintese enzimatica do fragmento
(polimerizagao) resultam numa amplificagao exponencial do DNA alvo. Desenvolvida
na década de 80 por Kary Mullis, a PCR possibilitou a produgado de multiplas copias
de seqiéncias especificas de DNA in vitro, sem a necessidade de clonar estas
seqiiéncias (ALBERTS et al., 2004).

Entre as grandes vantagens da técnica de PCR, destaca-se a pequena
quantidade de DNA necessaria para se obter bons resultados e também a facilidade
de ndo ser necessario isolar a seqUéncia que sera amplificada. Dentre as
desvantagens, existe a necessidade de conhecer a sequéncia que flanqueia o
segmento a ser amplificado e também os cuidados que devem ser tomados para
evitar uma contaminagao com DNA exdgeno (ALBERTS et al., 2004).

Atualmente os marcadores moleculares do DNA mais utilizados sdo: RFLP
(“Restriction Fragment Lenght Polymorphism”), RAPD (‘Random Amplified
Polymorphic DNA"), AFLP ("Amplified Fragment Lengh Polymorphism”),
microssatélite ou SSR (“Single Sequence Repeat”) , que sao de especial importancia
para este trabalho, e mais recentemente os SNP (“Single Nucelotide

Polymorphism”).
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3.3.1 Microssatélites

Microssatélites, também conhecidos como SSR (“Single Sequence Repeat”)
ou STR (“Short Tandem Repeats”), sao regides de DNA repetitivo, nao-
codificadoras, compostas de pequenas seqiiéncias de 1 a 6 nucleotideos repetidas
“in tandem”, e que estao amplamente espalhadas pelo genoma, ocorrendo tanto em
procariontes como em eucariontes ( TOTH et al., 2000).

E um marcador do tipo codominante e vem sendo amplamente usado em
estudos de doengas em humanos (O'DONNEL; WARREN, 2002), testes de
paternidade (SCHOLOTTER; HARR, 2000), constru¢do de mapas genéticos
(CREGAN et al.,1999) e em diversos programas de melhoramento vegetal. ZHANG
et al. (2005) e WU- YANG et al. (2006) também utilizaram microssatélites para
analisar a diversidade genética e calcular o indice de similaridade entre individuos e
populagodes.

As regides de microssatélites tém o atributo particular de sofrer altas taxas de
mutacdo, quando comparadas com o resto do genoma (JARNE;LAGODA, 1996).
Sendo assim, para um mesmo lécus individuos podem ter diferentes nimeros de
repeticdes “n tandem”, variando de um par de bases a dezenas deles. Dessa forma,
no mesmo locus, uma populacdo pode conter iniumeros alelos com diferentes
nameros de repeticdes, o que torna os marcadores SSR muitos Gteis para distinguir
individuos (OLIVEIRA et al, 2006).

SOUZA (2001) explvioa que enquanto o numero de repeti¢cdes “in tandem” de
um microssatélite varia, a seqiiéncia de bases adjacente ao microssatélite pode ser
Unica no genoma e conservada (no mesmo locus) entre os individuos da mesma
espécie. Assim, pode-se desenhar um “primer” especifico para essas sequéncias
adjacentes e através de uma reagao de PCR é possivel amplificar esse l6cus nos
diferentes gendtipos. Como o numero de repeticdes “in tandem” & variave! entre os
gendtipos, os produtos de amplificacdo dos diferentes individuos, quando
submetidos a eletroforese, mostrarao um polimorfismo de tamanho do fragmento
amplificado.

Estudos recentes feitos por MORGANTE et al. (2002) demonstram a grande

frequéncia da ocorréncia dos microssatélites em plantas, sendo que o nimero de



microssatélites por Mb é em torno de 1844 em Arabidopsis thaliana, 2757 em arroz,
1470 em milho, 1796 em trigo e de 2000 na soja.

A soja dispde de um conjunto de marcadores de microssatélites de acesso
publico para a utilizagdo em estudos genéticos, além de ja possuir o mapa de
ligagao integrado (AKKAYA et al., 1992; CREGAN et al., 1999). Nessa leguminosa,
os marcadores de microssatélites tém sido muito utilizados para o mapeamento de
genes especificos que determinam caracteristicas agronomicamente importantes,
como a resisténcia genética a pragas e doengas e, também, para a identificagao de
QTLs que exercem um controle de heranga compleXo (SCHUSTER et al. 2001).

Atualmente, com o problema da ferrugem asiatica, os microssatélites
associados a estratégia de analise de “bulks” segregantes (BSA) estdo sendo muito
Uteis no mapeamento dos genes que conferem resisténcia a doenga, como mostram
os trabalhos de DA SILVA et al. (2006a) e DA SILVA et al. (2006b).

3.4 Ferrugem Asiatica da Soja

Entre os principais fatores que limitam a obtengao de altos rendimentos em
soja estdo as doengas. Sendo assim, o controle ou redugao dos efeitos das doencgas
tem efeito direto, aumentando a produtividade (ALMEIDA, 2001).

A ferrugem asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, € uma das
doencas mais antigas da soja. Ela foi identificada pela primeira vez no Japao em
1902 mas s6 chegou ao Brasil a partir da safra 2000/01, trazendo sérias
preocupagdes devido ao grande potencial de danos (YUYAMA; SUZUKI, 2005). Esta
¢ a principal doenga da soja em areas tropicais e subtropicais (SINCLAIR;
HARTMAN, 1999). A doenca tem sido reportada na Asia, Africa, América do Sul,
América Central Caribe e Australia e atualmente ja foi constatada sua presenga em
todas as regides produtoras de soja no Brasil. Além da soja cultivada, HARTMAN et
al. (2005) relatam que mais de 95 espécies de 42 géneros da familia Fabaceae, sédo
hospedeiras da P. pachyrhizi.

Esse fungo é um organismo essencialmente biotrofico e existem relatos da
ocorréncia de varias racas do patégeno no continente asiatico. A doenga manifesta-
se de forma irregular dependendo das condigdes ambientais. Segundo YUAMA e

SUZUKI, (2005) alta umidade e temperaturas amenas favorecem o desenvolvimento



do patégeno. O sintoma da doenga € caracterizado por pequenos pontos com
menos de 1 mm de didmetro, de coloragdo pardo- avermelhada, na superficie
superior da folha. As lesdes podem culminar em infecgdes severas, formando
grandes manchas castanhas, causando amarelecimento e queda prematura das
folhas (YORINORI, 2004). Na parte inferior da folha, a lesdo € de coloragao
castanha-clara a castanha escura, tendo uma pequena elevagdo no centro, de
coloragao mais clara. Essa parte mais clara constitui a cuticula que cobre a massa
de ureddsporos produzida no interior do tecido da folha. '

Segundo HARTMAN et al. (2005), a ferrugem asiatica da soja ocorre em
folhas como lesdes de cor palha (“TAN”) a marrom escuras ou marrom
avermelhadas (RB- - “Reddish-Brown”). Genétipos considerados resistentes
apresentam uma lesdo RB e auséncia de esporulagdo. Os suscetiveis possuem
lesbes “TAN” e abundante esporulagao na face abaxial das folhas. Sob condicdes
favoraveis, as primeiras lesdes podem ser visiveis 4-5 dias apos a inoculagao com o
- patégeno e as primeiras frutificagbes (urédias) e esporulacbes aparecem aos 6-7
dias ap6s a inoculagao (YORINORI, 2004a).

No momento, todas as plantas de soja cultivadas no Brasil sdo suscetiveis ao
fungo em todos os estadios de crescimento. Contudo, ataques no florescimento e no
periodo de enchimento das vagens reduzem mais severamente a produtividade
(KAWUKI et al., 2003).

De acordo com BROGIN (2005), perdas na produtividade variando de 10% a
80% foram verificadas em paises asiaticos e na Australia. No Brasil, na safra de
2002/2003, perdas de até 90% ocorreram em algumas propriedades onde a doenca
ocorreu com alta severidade (YORINORI, 2004). O mesmo autor também cita que na
mesma safra, considerando-se o custo com o controle da doenga e a redugdo na
produtividade, foram calculados prejuizos de mais de US$ 3 milhées.

Na safra 2003/04, segundo YORINORI e LAZZAROTTO (2004), as perdas na
producado de graos de soja, devido & ferrugem, foram estimadas em 4,6 milhdes de
toneladas, o que correspondeu ao valor de U$ 1.22 bilhdo (U$ 266,72/t).
Considerando a ocorréncia da ferrugem em 70% da area brasileira cultivada com
soja e a realizagdo média de 1,5 aplicagbes adicionais de fungicida em toda essa
area, visando controlar a doenga, os gastos com o controle quimico (fungicidas e

despesas com aplicagdo) atingiram a estimativa de U$ 860,00 milhées (U$ 38,8/ha
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tratado), totalizando um montante de U$ 2,08 bilhdes perdidos com a ferrugem
asiatica da soja (KOGA, 2005).

Em fungdo das grandes perdas na produtividade e elevagao de custos na
produgado para o controle da ferrugem, a estratégia mais eficiente e sustentavel para

o controle da ferrugem € o uso de variedades resistentes e com alta produtividade.
3.4.1 Controle Genético

Para desenvolver variedades resisientes ou mesmo tolerantes a
ferrugem da soja, € necessario avaliar o germoplasma disponivel buscando fontes
de resisténcia. Muitos genétipos s&o citados na literatura como possiveis fontes de
resisténcia (VELLO et. al., 2002) mas nenhuma dessas fontes €& adaptada as
condicdes brasileiras.

Um esquema de melhoramento que estda sendo muito utilizado para
incorporar a resisténcia a ferrugem envolve a hibridagao artificial, feita entre fontes
exoticas de resisténcia e materiais de elite adaptados, seguidos de retrocruzamentos
sucessivos ou 0 avango das geragdes pelos métodos da populagédo e SSD.

A resisténcia a ferrugem também é observada entre as espécies perenes
selvagens do género Glycine e estas também sdo consideradas como fontes
potencias de genes de resisténcia para transferéncia para a soja cultivada, uma vez
que cruzamentos interespecificos sao possiveis (BURDON; MARSHALL, 1981).

Até o momento, foram relatados 4 genes dominantes independentes (em
lbcus diferentes) para a resisténcia. Eles foram identificados em introdugdes de
plantas (Pl's) e foram denominados : Rpp1 identificado na Pl 200492, Rpp2
identificado na Pl 230970, Rpp3 (Pl 462312) e Rpp4 ( Pl 459025) (BROMFIELD;
HARTWIG, 1980; BROMFIELD; MECHING 1982; MCLEAN ; BYTH 1980;
HARTWIG, 1986).

Entretanto alguns materiais derivados das diferentes fontes nao seguem
exatamente o padrao de resisténcia citado, podendo apresentar outro tipo de relagao
de dominancia em fungao do “background” genético onde esta inserido, o que
caracteriza a presencga de alguns efeitos genéticos complicadores, como epistasia
(ARIAS et. al.,, 2006). Essas diferentes relagbes de dominancia encontradas, em

geral prejudicam a selegao nas geragoes precoces de avango apds cruzamento e



também dificultam a introgressdo desses genes através do método tradicional do
retrocruzamento. Outro problema reside no fato de que a resisténcia conferida por
poucos genes dominantes ndao € uma forma estavel de resisténci'a, pois é quebrada
quando ocorrem mutagdes no patogeno (VELLO et al. 2002).

YORINORI (2004) cita que em estudos feitos em 2002 com as cultivares
comerciais, foram observadas grandes variagoes, desde alto grau' de resisténcia a
alta suscetibilidade. A resisténcia de todos os materiais era derivada da variedade
FT-2 e determinada por um gene dominante (ARIAS et. al. 2003). Porém, na safra
de 2002/03, com o surgimento de uma raca do fungo mais virulenta, todas as
cultivares resistentes/tolerantes em 2002 tornaram-se suscetiveis e simultaneamente
foi quebrada e resisténcia das fontes primarias de Rpp1 e Rpp3.

Portanto, a melhor estratégia para desenvolver cultivares resistentes a
ferrugem asiatica é utilizar todos os genes disponiveis e suas possiveis
combinagdes, junto com outras fontes de tolerancia ou resisténcia horizontal e para

isso os marcadores moleculares sao indispensaveis.
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4. MATERIAL E METODOS

Toda a parte experimental foi realizada na empresa TMG - Tropical

Melhoramento e Genética Ltda - localizada no municipio de Cambé, Parana.

4 1 Escolha das fontes de resisténcia

Foram escolhidos 48 gendétipos com resisténcia a ferrugem com base nas
informagdes disponiveis na literatura e também a partir de dados nao publicados de
pesquisadores americanos que estao realizando testes nos materiais do banco de
germoplasma do USDA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos). A
grande maioria dos materiais escolhidos eram exéticos e identificados
internacionalmente por um numero de Pl (“Plant Introduction”). Os genétipos foram
previamente testados para confirmagao da pureza genética e depois de testados, 7
fontes foram selecionadas. Apds a selecao foi realizada a hibridagdo entre cada
fonte de resisténcia e uma cultivar de alto valor agronémico, porém suscetivel a
doenca. A cultivar de elite utilizada foi a mesma para todos os 7 cruzamentos. Cada
cruzamento foi identificado com um coédigo e as sementes F1 — todas néo
apresentando segregacéao - foram colhidas e armazenadas separadamente. Essas

etapas foram realizadas durante o segundo semestre de 2005.
4.2 Plantio das Populagdes

Todos os plantios foram realizados em casa-de-vegetagdo, com temperatura
controlada entre 25° a 30° C e em vasos de 4 ou 7 litros. O substrato usado para
manter as plantas nos vasos foi preparado adequadamente, sendo coletado solo na
camada superficial (até 20 cm), com pH aproximado de 6,5 (ideal para a soja). A
cada 100 litros de solo adicionou-se 30 litros de matéria organica (estrume de frango
curtido), 20 litros de areia grossa e lavada para melhorar a aeracao e fertilizante
quimico na formulagao NPK de 00-20-20 conforme andlise do solo. Para eliminar
fungos, insetos e ervas daninhas foi utilizado Brometo de Metila (0,03 mL para cada
100 litros de solo).
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4.2.1 Plantio das populagoes F2

Para o plantio foram separadas 204 sementes (F1) de cada um dos 7
cruzamentos. Cada conjunto de 204 sementes foi separado em 2 grupos de 102
sementes, originando assim 14 grupos (1.428 plantas) . As sementes de cada grupo
foram plantadas em seqiéncia mas as populag¢des foram distribuidos ao acaso ao
longo da casa de vegetagdo. Os parentais de cada populagdo foram plantados no
inicio e no fim de cada seqiiéncia. Em cada vaso foram semeadas 3 sementes e
cada planta germinada foi identificada individualmente. Foi realizada o inoculagio do
patégeno e depois de confirmada a presenga da doenga foi realizada a avaliagao
para a resisténcia conforme o tipo de lesdo. Apdés a avaliagdo, a doenca foi
controlada e foram coletadas folhas de cada exemplar. Todas as plantas foram
mantidas para se autofecundarem. Cada planta foi colhida e trilhada

individualmente.
4.2.2 Plantio das progénies F3.3

Cerca de 20 sementes de cada uma das plantas F2 foram utilizadas para se
fazer o teste de progénie. Esge numero foi escolhido com base nos dados
estatisticos que fornecem a probabilidade de se ocorrer uma determinada
combinagao genotipica. Cada progénie de 20 sementes foi plantada no mesmo
vaso, que estava identificado com o numero de sua planta F2 genitora. Foi realizada
a inoculagao do patdgeno e cada vaso foi avaliado analisando qual progénie estava
segregando, qual ndo segregava para resisténcia e qual ndo segregava para
suscetibilidade. O objetivo desse teste foi identificar os gendtipos homozigotos e
heterozigotos das plantas F2 e também para apoiar as hipoteses do tipo de heranca
formuladas em F2. A partir desses dados foram feitos “bulks” das plantas F2

homozigotas distintas.
4.3 Inoculagao do patdégeno e avaliagao dos materiais.

O fungo causador da ferrugem € um parasita obrigatorio, portanto o patégeno

foi mantido em plantas de soja suscetivels, em casa-de-vegetacao.



R
CIENCIAS B\OLOG\CAS j UFP N

BIBLIOTECADE

A inoculagcao foi feita quando as plantas estavam em estadio de
desenvolvimento vegetativo V3/V4. Para a inoculagdo, os uredosporos foram
coletados lavando-se a superficie abaxial das folhas infectadas com ajuda de pincel
e suspensos em agua destilada contendo tween 20 (0,1 mL/L) até se obter uma
concentragao de 50x10° esporos por mL. A solucdo resultante foi pulverizada
manualmente sobre as plantas até o “ponto de gotejo”. Essa inoculagao do patégeno
sempre foi feita ao anoitecer, periodo em que as condigbes ambientais estao mais
propicias para o desenvolvimento do fungo (alta umidade e temperaturas
amenas).Aos 15 dia‘s apos a inoculagao as plantas foram avaliadas visualmente de
acordo com o tipo de lesao apresentada. |

Depois de feitas as avaliagbes para reagdo a ferrugem, a doenga era
controlada com o uso de IMPACT® , um fungicida sistémico do grupo quimico triazol.

O produto foi diluido em agua (3 mL / L) e aplicado cerca de 10 mL por vaso.
4.4 Estimativa do tipo de Heranca de cada material

O controle genético do carater foi hipotetizado observando-se os dados da
segregacao das populagtes F2 e das progénies F,.3. Como as fontes de resisténcia
eram distintas, foi formulada uma hip(’)tese de heranga para cada caso. As hipdteses
foram testadas pelo teste do qui-quadrado e foi estabelecido um grau de confianga
de 95% ou seja, as hipdteses foram acéitas quando a probabilidade de que os

desvios eram conseqiiéncia do acaso fosse maior que 5%.
4.5 Coleta de folhas para extragcao de DNA

Folhas sadias, jovens, e sem a presenca de lesdes foram coletadas dos 8
parentais e de todas as plantas das popula¢des F2. As folhas coletadas foram
inseridas com a devida identificagdo em embalagens proprias para liofilizagao, feitas
em tela com poros finos o suficiente para permitir a saida da agua mas evitar

eventual mistura dos materiais. Logo apés coletadas, foram congeladas em

nitrogénio liquido e depois armazenadas em freezer a -80° C.
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4.6 Liofilizagao e moagem

As amostras de folhas foram liofilizadas em Liofilizador “FreeZone 12 liter” da
marca LabConco (Kansas, USA). Cada amostra foi retirada do freezer -80° C e
colocada em nitrogénio liquido para permanecer congelada enquanto os frascos de
liofilizagdo eram preparados. As amostras ficaram submetidas ao processo de
liofilizagao por 72h. Durante a liofilizagao a temperatura do coletor permaneceu em -
44°C e o vacuo manteve-se inferior a 180 x10° mBAR.

Depois de liofilizadas as folhas foram moidas em triturador Janke and Kunkel
A-10® (Alemanha) e armazenadas em frascos de polietileno prbtegidas da umidade

em mantidas em camera friaa 10°C.
4.7 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi baseada no método proposto por SHAGAI- MAROOF
et al., (1984), com algumas modificagoes.

Cerca de 30 mg de amostra liofilizada foram transferidas para microtubos com
capacidade para 2 mL. Foi realizada a adigao de tampéao de extragao previamente
aquecido a 68 ° C na proporgao de 3 vezes o volume da amostra [ 100 mM tris, pH
7,5, 700 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 8,0, 1% (m/v) brometo de trimetil N-cetil aménio
(CTBA), 140 mM B-mercaptoetanol]. A suspensao foi incubada a 65° C por 60
minutos, com agitacdo continua. Apo6s incubagdo, adicionou-se 0,45 mL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e as amostras foram gentilmente agitadas por 5
minutos e em seguida centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo e a extragdo com cloroférmio foi repetida. A fase
aquosa foi novamente pipetada para um novo tubo contendo 25 ulL de RNAse A (10
mg/mL) e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. O DNA foi entao
precipitado com a adicdo de 0,6 mL de isopropanol e a solugdo foi centrifugada a
13000 rpm por 5 minutos, descartando-se em seguida o sobrenadante e
adicionando-se 0,5 mL de etanol 70% para lavar o “pellet’. Foi realizada uma nova
centrifugacdo e descarte do sobrenadante e entdo o DNA precipitado foi
ressuspendido em 0,5 mL de TE 1x (10 mM TRIS/ 1 mM EDTA pH 7,5). Para se

obter um DNA de maior pureza, foi realizada uma extragdo com 0,5 mL de fenol
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equilibrado, seguida de centrifugacao a 13.000 rpm por 10 minutos e transferéncia
da fase aquosa para um novo tubo. Foi realizada mais uma extragdo com 0,5 mL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e a fase aquosa transferida para um novo tubo
no qual o DNA foi precipitado com a adi¢do de 50 uL de NaCIl 5 M e 1,250 mL de
Etanol absoluto. Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por & minutos e o
sobrenadante foi descartado. Por fim o “pellet” foi lavado com 0,4 mL solugao de
lavagem 1 (76% Etanol, 0,2 M Acetato de Sddio) e depois com 0,2 mL de solugao
de lavagem 2 (76% Etanol, 10mM Acetato de Aménio). O sobrenadante foi
descartado e o DNA suspenso em 0,1 mL de TE 1x e as amostras armazenadas a
4°C .

A concentracdo do DNA foi estimada apos feita a eletroforese em gel de
agarose 0,7%, comparando-se a intensidade das bandas com a banda de

concentragao conhecida de DNA do fago A.
4.8 Amplificagao dos loci de microssatélites

PCRs (‘PCR- Polimerase chain reaction” — Reacdo de polimerizagdo em
cadeia) foram realizadas para cada amostra, em termociclador PTC -200 ( MJ
Research). Para as reagdes foi utilizado de 1,0 yL. de DNA molde (10ng/uL); 2,0 yL
de tampao de reagao10x (100mM de Tris-HCI pH 8,3; 500mM de KCI e 400puL de
agua MilliQ); 1,0 uL de MgClI2 (50mM); 0,5 pL de dNTP’s (2,5mM); 0,3 pL de Taq
DNA polimerase (5U/uL) e 1,0 pyL dos "primers" [0,5uL forward e 0,5 ulL reverse (5
uM)], completando-se com agua MilliQ para o volume final de 20uL. Foi realizada
uma reagao para cada tratamento (combinagao gendtipo x marcador microssatélite).

O programa de termociclagem para amplificacdo foi composto de
desnaturacao inicial a 94° C por 7 minutos seguidos de 35 ciclos de :

-desnaturagao a 94° C por 1 minuto,

-anelamento ( ciclos de 62°C, 57 °C, 55°C ou 52 ° C ,conforme a Tm dos

“primers”) por 1 minuto,

-extens&o a 72° C por 1 minuto e 30 segundos.

Um ciclo de 72° C por 7 minutos foi feito no final.

Para encontrar marcadores polimorficos entre os gendtipos parentais foram

utilizados 108 pares de primes previamente escolhidos a partir do mapa de ligagao



da soja publicado por CREGAN et al. (1999). Os 108 “primers” estao distribuidos
uniformemente entre os 20 grupos de ligagao da soja e cobrem todo o genoma. A

seqiiéncia de cada um pode ser visualizada no site www.soybase.org.

4.9 Separacao e visualizagao dos fragmentos

Os produtos da amplificagao foram separados por eletroforese em gel de
agarose MetaPhor® (Cambrex) 4% preparado em TAE 1x. Esse gel permite
visualizar produtos que diferem em tamanho por 2%, em uma extensao de 50 pb a
800 pb. Dessa forma, por exemplo, um fragmento de DNA 200 pb pode ser
separado de um fragmento de 204 pb. O corante Brometo de Etidio foi adicionado a
mistura do gel ( 1 uL de Brometo a 10 mg/mL para cada 10 mL de solugao de
agarose). Os 8 produtos de amplificacdo de cada “primer” (1 de cada genodtipo)
foram aplicadas no gel lado a lado. O tempo de corrida foi de 2 h a voltagem
constante de 120 V. A visualizagao dos géis .foi feita em transiluminador UV para
confirmar a amplificacdo e a aquisicao das imagens para analise foi feita através do

scaneer Typhoon® da Molecular Dynamics (CA, USA).
4.10 Analise da diversidade genética dos parentais
A andlise da variabilidade genética foi feita utilizando-se o programa TFPGA

(“Tools for Population Genetic Analyses”), disponivel no site

http://bioweb.usu.eud/mpmbio/. Foi utilizado o coeficiente de similaridade de Nei (1972)

para calcular a similaridade entre as linhagens utilizando-se como base os dados de
amplificacdo dos loci de microssatélite. Foram escolhidos ao acaso 40 “primers”.
Para o célculo do coeficiente, cada “primer” equivale a um lécus — 40 loci - e as
bandas amplificadas de cada “primer” referem-se aos alelos. Quanto mais bandas 2
linhagens tiverem em comum, maior a semelhanga entre elas e maior € o indice de
similaridade. As unidades (linhagens) foram agrupadas pelo método UPGMA, um

modelo de agrupamento hierarquico que permite a construcao de dendrogramas.
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5. RESULTADOS

Os materiais utilizados neste trabalho estdo catalogados no banco de
germoplasma da empresa com o codigo ER06 10.80__ e dessa forma serao tratados
aqui. ERO06 10.801 equivale ao parental suscetivel e ER06 10.802 a 10.808 as 7
fontes de resisténcia exdticas. Em alguns momentos os matérias serdo tratos

simplesmente pelo nimero 1 a 8 respeCtivamente.
5.1 Avaliagao das populagdes F2 e progénies F 5.3

.No processo de avaliagao das populagdes F2, os gendtipos foram
considerados resistentes quando apresentavam exclusivamente lesbées marrom-
avermelhadé (RB) e os suscetiveis, lesdes castanho claras (TAN). Durante a
avaliagdo das progénies tomou-se o cuidado em identificar se eram segregantes ou
se nao segregavam para resisténcia ou suscetibilidade. Assim, foram obtidos os

resultados apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Dados da avaliacdo fenotipica do tipo de lesdo e da segregacio das progénies.

Cruzamento Resultado da Avaliagdo

ER06 Populagdo F2. o Progénie F ;5113 .

10.801X | Resist. | Suscet | Total R:siz’f. Segregante SSS?[S. Total
10.802 43 152 195 65 98 36 199
10.803 166 33 199 52 89 49 190
10.804 1560 49 199 51 66 34 151
10.805 158 43 201 60 9N 40 191
10.806 53 148 201 56 90 50 196
10.807 113 91 204 39 120 43 202
10.808 123 64 187 19 111 69 199
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5.2 Hipoteses de Heranca

As proporgoes observadas em F2 e o padrao de segregacao apresentado nas
progénies foram utilizados para formular as hipéteses sobre o mecanismo de
heranca e estas hipdteses foram testadas pelo teste de significancia do qui-
quadrado para verificar a conformidade com as proporgdes esperadas. Na
populacdo F2 o grau de liberdade & 1, portanto, utilizando uma confianga de 95%, o
somatério de “(O-E)?/E” nao pode ser maior que 3,841 para se aceitar a hipotese.
Em F ,.3 0 grau de liberdade é 2 logo, para valores acima de 5,991 as hipoteses sao

rejeitadas.

5.2.1 Resisténcia governada por 1 gene dominante :

Segregacao esperada em F2 de 3 resistentes para 1 suscetivel e de 1

homozigoto resistente, 2 heterozigotos e 1 homozigoto recessivo nas progénies F»:3
conforme apresentado nas tabelas 2 a 5.

Tabela 2. Teste do x2 do cruzamento ER06 10.801x ERO06 10.803 para verificar a conformidade das

segregacdes observadas com as esperadas a partir da hipdtese inicial de um gene dominante.

. T Z
10.801 _ este do x _
N Populacgéo F2 Progénie F 23
. Total | Homozigotas . Homozigotas | Total
10.803
Resist. | Suscet (y) | Resistentes Heterozigot Suscetiveis ()
Observado 166 33 199 52 89 49 190
Esperado 149 50 199 47,5 95 47,5 190
(O-E)YE 1,939 | 5780 | 7,719 0,426 0,379 0,0473 0,852
Significancia | Valor de P Significativo Valor de P nao Significativo
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Tabela 3. Teste do y2 do cruzamento ER06 10.801x ERO06 10.804 para verificar a conformidade das
segregacdes observadas com as esperadas a partir da hipétese inicial de um gene dominante.

Z
10.801 = Teste do ) :
" Populagéo F2 Progénie F 2.3
. Total | Homozigotas . Homozigotas | Total
10.804
Resist. | Suscet (%) Resistontes Heterozigot Suscetiveis | (3 )
Observado 150 49 199 51 66 34 151
Esperado 149 50 199 38 75 38 151
(O-E)YE 0,00671 | 0,0200 | 0,0871 4,447 1,080 0,421 5,948
- z Valor de P nao - .
Significancia Significativo Valor de P nao Significativo

Tabela 4. Teste do y2 do cruzamento ER06 10.801x ERO06 10.805 para verificar a conformidade das

segregacdes observadas com as esperadas a partir da hipétese inicial de um gene dominante.

7
10'5 ol Populagéo F2 e Progénie F 2.3
10.805 Resist. | Suscet 1('ozta)l ":?Oe'zg;gnczis Heterozigot H; urgg:{?vo;:s '{ozta)l
Observado 158 43 201 60 91 40 191
Esperado 151 50 201 48 95 48 191
(O-E)’E 0,324 | 0,980 | 1,304 3,000 0,169 1,333 4.502
Significancia Vgligrr‘%(";;icgo Valor de P nao Significativo

Tabela 5. Teste do y2 do cruzamento ER06 10.801 x ER06 10.808 para verificar a conformidade das

segregacdes observadas com as esperadas a partir da hipétese inicial de um gene dominante.

7
10'3 o Populagéo F2 — Progénie F 23
10.808 Resist. | Suscet {%ta)l Fl'qoe'zgiegnﬁis Heterozigot Hsouzg:i?\ggs {ozta)l
Observado 123 64 187 19 111 69 199
Esperado 140 47 187 50 199 50 199
(O-E)2/E 2,064 6,149 | 8,213 19,220 1,454 7,220 27,894
Significancia | Valor de P Significativo Valor de P Significativo
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5.2.2 Resisténcia governada por 1 gene recessivo:

Segregacao esperada em F2 de 3 suscetiveis para 1 resistente e de 1
homozigoto resistente, 2 heterozigotos e 1 homozigoto recessivo nas progénies F»:,

conforme apresentado nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Teste do y2 do cruzamento ER06 10.801 x ERO06 10.802 para verificar a conformidade das

segregacdes observadas com as esperadas a partir da hipétese inicial de um gene recessivo.

7
10‘3 e Populagéo F2 — Progénie F 23
10.802 Resist. | Suscet '{ozta)l l;oer:gﬁagnoéass Heterozigot HSO uns]g:iigvc:at;s ‘{ozta)l
Observado 43 162 195 36 98 65 199
Esperado 49 156 195 50 99 50 199
(O-E)zlE 0,735 0,247 | 0,982 3,920 0,100 4,500 8,43
Significancia Vg'i‘;;%i:ﬁ;‘? Valor de P Significativo

Tabela 7. Teste do y2 do cruzamento ER06 10.801 x ER06 10.806 para verificar a conformidade das

segregacdes observadas com as esperadas a partir da hipétese inicial de um gene recessivo.

7
10'3 o Populagdo F2 TeSte ok Progénie F 2.3 ‘
10.806 Resist. | Suscet 1('(;:ta)l ?erz;i;gnﬁteass Heterozigot I-Isourzg:;?\?et;s '{ozta)l
Observado 53 148 201 56 90 50 196
Esperado 50 151 201 49 98 49 196
(O-E)’/E 0,180 | 0,0596 | 0,239 1,000 0,653 0,0204 1,673
Significancia Vgli;;gii;icgo Valor de P nao Significativo
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5.2.3 Resisténcia governada pela interagcao de 2 genes ocorrendo um

caso de epistasia recessiva dupla :

Segregacao esperada em F2 de 9 resistentes para 7 suscetiveis e de 1
gendtipo nao segregando para resisténcia, 8 segregantes e 7 nao segregando para

suscetivel nas progénies Fz3:

Tabela 8. Teste do y2 do cruzamento ER06 10.801 x ER06 10.807 para verificar a conformidade das

segregacdes observadas com as esperadas a partir da hipétese inicial de 2 genes com epistasia recessiva

dupla.
Teste do x°
10'3 i Populagédo F2 Progénie F 23
. Total . Homozigotas | Total
10.807
Resist. | Suscet | & | Registentes | HEter0ZI0t | g soetiveis | (T )
Observado 113 91 204 39 120 43 202
Esperado 115 89 204 13 101 88 202
(O-E)’E 0,0349 | 0,045 | 0,0799 52,000 3,574 23,011 78,585
et Valor de P nao PR
Significancia Significativo Valor de P Significativo

5.3 Analise de Polimorfismo

Os produtos de reagcao de PCR de cada um dos loci avaliados foram
fracionados em gel de agarose e as imagens foram digitalizadas , como mostram as
figuras 1 a 10.

Figura 1. Placa 1 -primers com a menor Tm acima de 68°C - ciclo de anelamento a 62°C.
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Figura 2. Placa 2 -primers com a menor Tm acima de 68°C - ciclo de anelamento a 62°C.

B e S

Figura 3. Placa 3 -primers com a menor Tm acima de 68°C - ciclo de anelamento a 62°C.

Figura 4. Placa 4 -primers com a menor Tm acima de 68°C - ciclo de anelamento a 62°C.




Figura 5. Placa 5 -primers com a menor Tm acima de 68°C - ciclo de anelamento a 62°C.
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Figura 8. Placa 8 - primers com a menor Tm menor que 65°C - Ciclo de anelamento a 52°C.

Figura 9. Placa 9 - primers com a menor Tm menor que 65°C - Ciclo de anelamento a 52°C.

Figura 10. Placa 10 -primers com Tm variando muito entre o Forward e o Reverse - Ciclo de anelamento
a 55°C.




Dos 108 “primers” testados, apenas 26% nao apresentaram polimorfismo.
Entre os outros 74%, somente 10% foram polimorficos entre 2 parentais e mais de
30% apresentaram pelo menos 3 bandas diferentes. Essa porcentagem de
polimorfismo é alta e indica gendtipos distintamente relacionados. Todos os grupos
de ligacdo apresentaram “primers” polimorficos entre os parentais, por isso ainda
nao existe uma pista sobre a localizagao do(s) gene(s) de interesse. Os padroes de
bandas gerados foram tabelados e as bandas de cada primer receberam um

namero. A banda do parental ER06 10.801 sempre foi classificada como 1 e "n

identifica I6cus nao amplificado. Estes resultados estao apresentados na tabela 9.

Tabela 9. Anilise de polimorfismo verificando-se cada fonte de resisténcia com o parental suscetivel e

estabelecendo numeros para bandas diferentes

“Primers” G::lL:apO 10.801{10.802 { 10.803 | 10.804 | 10.805| 10.806 | 10.807 | 10.808
Ligacdo
1 Satt 276 A1 n n n n n n n n
2 Satt 042 Al 1 1 1 1 1 1 1 1
3 Satt 155 Al 1 1 1 1 1 1 2 1
4 Satt 050 Al 1 2 1 1 1 1 1 1
5 Satt 385 Al 1 2 2 2 1 2 2 1
6 Satt 225 A1 1 2 1 1 1 n 1 1
7 Satt 390 A2 1 -1 1 1 1 n 1 1
8 Satt 589 A2 1 2 2 1 1 n 1 1
o) Satt 315 A2 1 1 1 1 1 n 1 1
10 | Satt 187 A2 1 2 2 1 2 1 1 1
11 | Satt 341 A2 1 1 1 1 1 n 1 1
12 | Satt 377 A2 1 2 3 3 3 n 3 3
13 | Satt 327 A2 1 1 1 1 1 n 1 1
14 | Satt 470 A2 1 1 1 1 1 1 1 1
15 | Satt 455 A2 1 2 1 1 1 n 1 1
16 | Satt 409 A2 1 3 2 2 2 n 3 1
17 | Satt 538 A2 1 1 2 2 3 n 1 3
18 | Satt 429 A2 1 1 n 1 2 n 1 1
19 | Satt 426 B1 1 n 1 1 2 n 1 1
20 | Satt 197 B1 1 1 2 2 1 n 3 2
21 | Satt 519 B1 1 2 1 1 1 n 1 1
22 | Satt 444 B1 1 1 2 2 1 1 1 3
23 | Satt 359 B1 1 1 1 1 1 1 1 1
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151 | Satt 420 (0] 1 2 2 n 2 n 2 2
152 | Satt 478 O 1 1 1 1 1 2 3 1
153 | Satt 477 O 1 2 2 1 1 1 3 | 1
154 | Satt 581 O 1 2 1 1 2 1 1 1
155 | Satt 153 0] 1 1 2 2 2 1 1 1
156 | Sat_ 109 O 1 2 1 1 3 n 4 5

de interesse podem ser distintas. Logo, o marcador que € polimorfico entre o
cruzamento 01 e 02 pode nao ser polimérfico entre 01 e 03, mesmo estando no
genoma o mesmo gene ou alelo. Por isso, as fontes de resisténcia foram
comparadas uma a uma com d parental suscetivel (ER06 10.801) e identificados
primers polimoérficos para cada cruzamento. No entanto, marcadores como Satt377,
Satt396, Satt216, Satt157, Satt303, Satts05, Sat 001 e Sat_074 sao muito
informativos e Gteis em todos os cruzamentos por serem polimérficos entre todas as

populagbes. Na tabela 10 estao relacionados todos os “primers" que produziram

bandas polimoérficas para cada cruzamento.

Tabela 10. Lista dos “primers” polimérficos para cada um dos 7 cruzamentos

10.804

10.802 10.803 10.805 10.806 10.807 10.808
Satt050 Satt385 Satt385 Satt187 Satt385 Satt155 Satt377
Satt385 Satt589 Satt187 Satt377 Satt216 Satt385 Satt538
Satt225 Satt187 Satt377 Satt409 Satt066 Satt377 Satt197
Satt589 Satt377 Satt409 Satt538 Satt063 Satt409 Satt444
Satt187 Satt409 Satt538 Satt429 Sat 042 Satt197 Satt216
Satt377 Sattb38 Satt197 | Satt426 Satt202 Satt577 Satt467
Satt455 Satt197 Satt444 Satt453 Satt184 Satt066 Satt565
Satt409 Satt444 Satt453 Satt577 Satt129 Satt063 Satt396
Satt519 Satt453 Satt577 Satt126 Satt216 Satt396 Sat 062
Satt577 Satts77 Satt126 Satt467 Satt157 Sat 042 Satt332
Satt565 Satt126 Satt063 Satt416 Satt546 Satt332 Satt460
Satt396 Satt063 Satt396 Satt066 Satt135 Satt460 Satt202
Sat 042 Satt565 Sat 042 Satt396 Satt372 Satt202 Satt357
Sat 062 Satt396 Satt460 Satt460 Sat 001 Satt357 Sat 036
Satt332 Satt460 Satt357 Satt202 Satt186 Sat 36 Satt216
Satt460 Satt357 Satt184 Satt368 Satt204 Satt129 Satt157
Satt202 Satt184 Satt129 Sat_36 Satt230 Satt216 Satt296
Satt184 Satt129 Satt216 Satt129 Satt516 Satt157 Satt290
Satt129 Satt216 Satt157 Satt216 Satt114 Satt296 Satt546

(09
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Devido ao fendmeno de recombinagao, as regides que circunvizinham o lécus



| satt216 | Satt157 | Satt290 | Satt095 | Satt510 | Satt546 | Satt461 |

Satt95 Satt546 | Satt546 | Satt157 | Sct188 | Satt271 | Sat 001
Satt157 Satt271 Satt135 Satt135 Sat 074 Satt135 Satt386
Satt546 | Satt135 | Sat 001 | Sat 001 | Satt303 | Satt372 | Sat 112
Satt135 | Sat 001 | Satt186 | Satt186 | Satts21 | Sat 001 | Satt230
Satt372 | Satt186 | Sat 112 | Satt212 | Satt132 | Satt186 | Satt516
Sat 001 | Sat 112 | Satt384 | Satt204 | Satt478 | Satt3ss .| Satt114
Satt186 | Satt516 | Satt160 | Satt230 Sat 112 | Satt510
Sat 112 | Sat 074 | Satt516 | Satt160 Satt230 | Sat 074
Satt230 | Satt303 | Satt114 | Satt114 Satt516 | Satt505
Satt516 | Satt505 | Sat 074 | Satt510 Satt510 | Satt472
Satt114 | Satt472 | Satt394 | Sct188 Sat 074 | Satt521
Satt510 | Satt521 | Satt303 | Sat 074 Satt303 | Satt091
Satt131 | Satto91 | Satt505 | Satt303 Satt505 | Satt410
Satt394 | Satt420 | Satt472 | Satt505 Satt472 | Satt420
Satt303 | Satt477 | Satt521 | Satt288 Satt521 | Sat_109
Satt505 | Satt153 | Satt410 | Satt521 Satt410

Satt132 Satt132 | Satt259 Satt259

Satt259 Satt259 Satt420 Satt420

Satt420 Satt153 | Satt581 Satt478

Satt477 Satt153 Satt477

Satt581 Sat_109 Sat_109

Sat_109

5.4 Analise da diversidade Genética

Para a entrada de dados n6 programa TFPGA, cada “primer” foi considerado
como um lécus, portanto 40 loci analisados. As bandas de cada locus referem-se
aos alelos. O numero maximo de alelos que ocorreram para um mesmo lécus foi 4.
Cada parental foi considerado uma populagdo, logo temos 8 populagbes. A
populagao é dipldide e o marcador SSR € codominante. Na matriz de dados a ser
analisada pelo programa, cada material deve ser colocado em uma linha. Primeiro é
colocado o numero da populagdo, depois um espago e 0 gendtipo separado por

virgulas. No final € necessario colocar uma linha com 0 para indicar o fim da entrada

de dados.

(%)



1 )

27

3,
4,
5,
6,
7,
8,
0,

5.5.1 Matriz de Dados:

Lttt 1t 11 1111,111,1,11,1,1,1,1,1,1,1,1 1
1,1,1,1,1,2,41,3,1,1,1,22,1,2,1,2,21,1,1,2,2,2,1,1,1,1,1,1,3,2,1,3,2,3,1,1,1
1.1,1,1,1.2,1,1,1,1,1,1,1,3,1,1,1,21,21,1,1,2,2,1,2,1,1,21,1,1,1,2,1,3,1,1,1
1,2,1,1,2,2,41,1,1,1,1,231,211,1,21,1,1,2,1,1,2,1,1,2,1,21,1,2,1,2,1,1,1
211221212211142111,22111,1,2,1,1,1,3,1,1,1,1,1,3,2,1,1,1,2
1,1,12,1,2,3,1,3,21,1,1,2,1,3,1,1,1,1,1,1,1,2,1,1,1,1,2,3,1,2,1,1,1,2,3,1,11

y TSy Ty By Ty

1,1,1,1,1,2,1,1,3,1,1,11,2,1,1,1,3,1,1,1,2,1,21,1,1,1,3,3,1,3,2,1,2,2,1,1,1,3
1,1,1,1,1,24131,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,3,1,1,1,1,1,2,1,3,2,1,1,1,3
0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0

[U'S]

(94]

5.5.2 Distancia entre os genotipos calculada pelo coeficiente de
similaridade de Nei (1972):

Ramo Distancia Parentais Incluidos

~N OO g b W N =

0,2231 18

0,3404 178

0,3935 1678

0,4228 12678
0,2549 34

0,4611 1234678
0,6297 12345678
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5.5.3 Agrupamento pelo método UPGMA (“Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetical Average”):

Figura 11. Dendograma gerado a partir da matriz de dados e do calculo de similaridade de acordo com o

coeficiente de Nei (1972).
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6. Discussao

Dentro de um programa de melhoramento, para tentar solucionar problemas
que estdo constantemente surgindo como a ferrugem no Brasil, € fundamental
acessar a diversidade existente, seja dentro da espécie ou em outro ser vivo. Tal
diversidade, frequentemente & encontrada no centro de origem primaria onde existe
um grande numero de genotipos selvagens que ja estdo submetidos a selegao
natural a milhares de anos.

As fontes de resisténcia usadas nesse trabalho sdo oriundas de diversas
regides do continente asiatico. ER06 10.805 & uma linhagem adaptada, proveniente
de Taiwan e por isso esta mais afastada de todas as outras fontes, como mostra o
dendograma. Tal fato era esperado também para ER06 10.801, que € uma cultivar
adaptada as condi¢des brasileiras, mas o indice de similaridade aproximou este
" material de ER06 10.808, um gendtipo selvagem coletado no Japao em 1956. Para
esclarecer essa discrepancia sera necesséfio estudar a genealogia da cultivar.
Assim como ERO06 10.808, ER06 10.802, 10.803, 10.804 e 10.806 também sao
materiais selvagens coletados no Japao por volta de 1950 e todos eles sao
agrupados pelo método do UPGMA como possuindo o mesmo ancestral, sendo que
10.803 e 10.804 estao mais proximos entre si que do restante do grupo. ER06
10.807 é proveniente da Indonégia e embora classificado junto ao grupo anterior, &
colocado em um ramo isolado. E provavel que este gendtipo tenha derivado do
mesmo ancestral de ER06 10.806.

Além da diversidade mostrada pelo dendograma e indice de similaridade, os
resultados obtidos para a segregacao em F2 e em F,3 também mostram que é
grande a variabilidade para o carater em questdo, visto que foram encontradas
diversas formas de controle para a resisténcia ao patdégeno. Das sete fontes
testadas, ER06 10.804 e 10.805 nao apresentaram uma proporgao observada
significantemente diferente do modelo esperado. ER06 10.803 diferiu do modelo em
F2, mas se adequou as propor¢gdes em F,.3. Por serem mais confiaveis os dados da
progénie, fica evidenciado que nesses trés casos, a resisténcia envolve dominancia
completa. Esse resultado nao surpreende, visto que a literatura indica que sao
quatro genes dominantes independentes responsaveis pelo carater (BROMFIELD e
HARTWIG, 1980), (BROMFIELD e MECHING, 1982) (MCLEAN e BYTH 1980),



(HARTWIG, 1986). Contudo, ER06.10.808 & citado como contendo um desses 4
genes mas a propor¢ao fenotipica observada diferiu significantemente da proporgao
3:1, o que leva a concluir que existem outros fatores atuando nesse material, n&o
sendo excluidas a possibilidade de outro gene ou da agdo complementar de outros
genes. No entanto serdo necessarios estudos complementares para o caso.

A evidéncia de um gene de resisténcia recessivo presente em ER06 10.802 e
10.806 nunca foi citada na literatura € uma novidade ndo apenas para a ferrugem. LI
et. al. (2001) apresentam que até aquele momento, em plantas, muitos genes de
resisténcia dominantes ja foram clonados ao contrario dos genes de resisténcia
recessivos, que sdo poucos. YAN e CHEN (2006), estudando um gene recessivo
que confere resisténcia a ferrugem em cevada, langou uma hipotese que o alelo
suscetivel dominante pode ser a forma selvagem do gene e o alelo recessivo pode
ser uma delegéo do locus. Trés genes de resisténcia recessivos ja caracterizados
aparentam produzir produtos diferentes e ter diferentes fungdes daquelas
conhecidas nos genes dominantes que compartilham dominios conservados (CHU
et al.,, 2004). Existe entao a expectativa de que o gene recessivo condicione uma
forma de resisténcia vertical alternativa e possivelmente mais duradoura.

A fonte ER06 10.807, apesar de ter se adequado a propor¢ao fenotipica de
9:7 na segregacdo de F2, apresentou uma alta diferenca da segregacao esperada
na progénie F,.3. Embora BURDON (1988) tenha observado a segregacao de 9:7 em
um genoétipo de Glycine canescens submetida a infeccdo de uma raca australiana
especifica (R4) do fungo, sao pequenas as chances de se tratar do mesmo gene ou
que o fungo utilizado no presente trabalho seja da mesma raga. Portanto, o teste
com este gendtipo sera refeito.

Apesar de terem sido encontrados diferentes mecanismos para a resisténcia,
ainda nao foi possivel dizer se foram identificados diferentes alelos do mesmo gene
nas fontes ER06 10.802; 10.803; 10.804;10.805;10.806 e 10.808, se estes alelos
pertencem a alguns dos loci descritos na literatura ou se pertencem a loci
diferentes. Como foi quebrada a resisténcia conferida por Rpp1 e Rpp3, nao sera
possivel testar esses loci. Porém testes de alelismo ja estdo sendo feitos para Rpp2
e Rpp4. Durante esses testes, os marcadores moleculares serdo utilizados, visto
que ja foram publicados trabalhos identificando marcadores de SSR ligados aos

genes Rpp2 e Rpp4



DA SILVA et al. (2006a) mapearam o gene Rpp2 no grupo de ligagao J,
estando a 10,4 cM dos microssatélites Satt456, Satt280, Satt406, a 9,9 cM do
marcador Satt366 e a 8,6 cM do Sct 001. Apesar dessas distancias serem altas
para serem confidveis no melhoramento assistido, MICHELMORE et al, (1991)
relataram que o limite de deteccdo de um gene é de 25 cM. Sendo assim, 0
marcador Satt132, identificado no trabalho como polimérfico para o cruzamento
envolvendo 10.802, 10.804 e 10.806, sera util para confirmar se a resisténcia
dessas fontes esta - ou ndo no lécus Rpp2 pois este marcador esta a 0,99 ¢cM do
Satt406, 0,48cM do Satt280 e a 1,65¢cM do~Satt456 e portanto em torno de 10 cM
distante do gene.

O gene Rpp4, estudado por DA SILVA et al. (2006b), foi mapeado no grupo
de ligacdo G da soja, situado a 21,8 cM do microssatélite Satt191, a 12,3 cM do
marcador AF16283 e a 1,6cM do marcador Satt288. O cruzamento envolvendo
ERO06 10.805 apresentou-se polimoérfico entre os parentais o marcador Satt288, o
que resultara em um dado preciso para confirmar a identificagdo do gene como o
Rpp4. Para os outros cruzamentos, mesmo identificados outros primers no grupo G,
o marcador Satt505 sera usado no teste pelo fato de ele ser polimoérfico entre todos
os parentais e estar localizado a 13,77 do marcador Satt288 e provavelmente a 12,7
cM do gene. ‘

Com a relevante identificagao dos marcadores polimérficos entre os parentais
realizada neste trabalho, e também com a obtencac das populagdes F2
segregantes, aliada a informagao de quais individuos sao homozigotos e quais sao
heterozigotos, na sequéncia deste trabalho sera conduzida a técnica de BSA
(MICHELMORE et al, 1991) para correlacionar nas 7 populagdes, um marcador com
o lécus de interesse. Por essa técnica, os individuos homozigotos contrastantes para
a caracteristica de interesse serao reunidos em 2 “bulks” — um resistente e outro
suscetivel. Ja que a divisao dos “bulks” é feita levando em conta apenas a
resisténcia, sendo que todos os outros genes sao agrupados ao acaso, teoricamente
o “background” genético se iguala entre os 2 grupos, com excec¢do dos loci
envolvidos na resisténcia. Sendo assim, um marcador polimérfico entre os parentais
que se mantenha polimérfico entre os 2 “bulks” tem uma grande possibilidade de

estar associado ao gene que governa a caracteristica de interesse.
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Caso seja identificado algum marcador polimérfico entre os “bulks”, a regido
do marcador sera saturada com outros marcadores e serdo realizados testes
estatisticos para confirmar a associagdo, mapear e delimitar a distancia entre o

marcador € o gene ou QTL.
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7. Conclusoes

A maioria fontes de resisténcia a ferrugem usadas neste trabalho foi
encontrada no Japao, centro de origem da doencga. Foi mostrado que sao diversas
as fontes para se controlar a doenga ou mesmo diminuir seus efeitos mas pelo fato
do patégeno apresentar grande capacidade de gerar novas ragas a busca por fontes
de resisténcia devera ser continua.

Foi demonstrado que nao estdao atuando apenas os genes dominantes
maiores de resisténcia vertical citados na literatura. E possivel que outros alelos ou
outros genes estejam presentes, interagindo de formas diferentes com o patégeno e
conferindo outras formas de resisténcia. Até mesmo QTL's conferindo resisténcia
horizontal podem estar envolvidos no controle da doenga. Essa informagao sobre a
disponibilidade de formas alternativas de resisténcia, além daquelas descritas na
literatura, sera primordial para se estabelecerem novas estratégias de combate a
doenga. |

Com os dados das progénies F».3 foi possivel identificar quais das plantas F2
eram homozigotas para o carater resisténcia e esses dados sao esséncias para os
proximos testes.

Foram testados 108 primers de microssatélites dos quais 76% apresentaram-
se polimorficos entre pelo menos 1 dos parentais . Existe uma alta probabilidade de
alguns desses marcadores polimérficos aqui encontrados estarem ligados a esses
genes de resisténcia ou ao menos fornecerem pistas de onde eles estdo. Se isso for
confirmado, avancaremos um grande passo na tentativa de desenvolver cultivares
resistentes. A eficiéncia de selegdo ira aumentar, pois a avaliagao dos fenotipos sera
mais precisa, assim como sera possivel monitorar a transferéncia dos genes e
estudar as interagdes dos diferentes genes. Existe ainda a possibilidade de realizar
a piramidacao de varios genes que conferem a resisténcia, mapear QTLs e fazer a
clonagem posicional dos genes. Dessa forma o trabalho do melhorista tera eficientes

ferramentas que encurtarao o caminho para o0 sucesso.
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