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INTRODUGAO

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja e um dos poucos com potencial de
aumentar a producao no futuro, dado a existéncia de areas ainda nao cultivadas e a
crescente demanda mundial por produtos de soja (FRANCA NETO 2004). Entre os
problemas que afetam a produgéo de soja no Brasil, a ferrugem asiatica, doenga causada
pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow, tem causado enormes danos
econbmicos. Perdas de produtividade maiores que 75% ja foram observadas quando
nenhuma medida de controle da doenga foi aplicada (YORINORI et al. 2005).

Até o momento, ndo existem cultivares de soja resistentes a ferrugem asiatica e,
portanto, é imprescindivel a identificagdo de materiais e o desenvolvimento de variedades
resistentes. Quatro genes de resisténcia a ferrugem asiatica dominantes e independentes
foram descritos na literatura: Rpp7 (Pl 200692), Rpp2 (Pl 230970), Rpp3 (Pl 462312) e
Rpp4 (P1 459025) (BROMFIELD e HARTWIG 1980, MCLEAN e BITH 1980, HARTWIG e
BROMFIELD 1983, HARTWIG 1986). Genes de resisténcia também foram identificados
em outros genotipos, como a FT-2, uma cultivar brasileira (ARIAS et al. 2004). Quando a
doenga foi primeiramente detectada no Brasil todos estes genes eram efetivos. Entretanto,
em 2003, uma nova raga de P. pachyrhizi quebrou a resisténcia conferida pelos genes
Rpp1, Rpp3 e pelo locus identificado na cultivar FT-2, aqui chamado de Rpp(FT-2). Em
virtude dessa quebra de resisténcia, nao foi possivel a realizagao de experimentos para
determinar se o Rpp(FT-2) € um alelo de Rpp7 ou Rpp3; entretanto, a genealogia desta
cultivar sugere que este gene seja Rpp71 (POLIZEL, 2005). Atualmente, dos genes
descritos na literatura, somente o Rpp2 e o Rpp4 permanencem resistentes (ARIAS et al.
2004).

Considerando a atual necessidade de desenvolvimento de variedades de soja
resistentes a ferrugem, esse trabalho teve por objetivo identificar marcadores moleculares
de microssatélites ligados aos genes Rpp2, Rpp4 e Rpp(FT-2), possibilitando o seu
mapeamento nos grupos de ligagao da soja.

MATERIAIS E METODOS

Para o mapeamento dos genes Rpp2 e Rpp4 foram utilizados cruzamentos entre a
cultivar “BRS-184" e as Pls 230970 e 459025, respectivamente, enquanto que para
Rpp(FT-2), foi utilizado o cruzamento entre as cultivares FT-2 e Davis. Das plantas F;
destes cruzamentos, foram obtidas populagbes segregantes F..3, F, e F,,4 , compostas por
130, 80 e 116 individuos, para o mapeamento dos genes Rpp2, Rpp4 e Rpp(FT-2),
respectivamente. Tais populagdes foram inoculadas com o fungo P. pachyrhizi e avaliadas
fenotipicamente quanto a resisténcia mediante a identificacdo de lesbes RB,
caracteristicas de genotipos resistentes, e de lesbes TAN, caracteristicas de gendtipos
suscetiveis.

Trifolios dos gendtipos parentais e dos individuos das populagdes segregantes foram
coletados e submetidos a extragdo de DNA, conforme KEIM et al. (1988). A amplificagdo
dos locos de microssatélites foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
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AKKAYA et al. (1995). A andlise dos fragmentos amplificados foi realizada mediante
eletroforese em géis de agarose/synergel (Diversified Biotech, Boston, MA, USA) 3% ou
poliacrilamida 10%. Os géis foram corados com brometo de etidio, visualizados sob luz
ultravioleta e a captacdo de imagens foi realizada utilizando o sistema digital Kodak de
fotodocumentagdo (Kodak, Rochester, NY, USA). Inicialmente, os primers de
microssatélites foram testados nos parentais para verificar polimorfismo. Para o
mapeamento do Rpp2 e do Rpp4, foi utilizada a estratégia de bulks segregantes. Os
marcadores polimorficos entre os bulks foram testados nas populagdes F, e a informagéao
genotipica gerada foi cruzada com a informagédo fenotipica oriunda da avaliagdo de
resisténcia para a confirmagao da ligagdo. Para o mapeamento do Rpp(FT-2) os primers
polimérficos entre os parentais foram amplificados em 11 individuos homozigotos
resistentes e 11 individuos suscetiveis da geragdo F, (escolhidos com base nos
resultados da avaliagdo fenotipica). Apos verificagdo de uma provavel ligagdo dos
marcadores ao carater, foi genotipado o restante dos individuos da populagéo F,. A
informagdo genotipica gerada foi cruzada com a informagdo fenotipica oriunda da
avaliagao de resisténcia para a confirmacao da ligagao.

A proporcéo de segregacdo para os marcadores e para a resisténcia a doenca foi
analisada pelo teste do XZ. Para a analise de ligagdo, o programa Mapmaker/EXP 3.0
(LANDER et al., 1987) foi utilizado com opgédo da fungdo de mapeamento de Kosambi,
LOD score minimo de 3,0 e distdncia maxima de 37,2cM.

RESULTADOS

As cultivares BRS-184 e Davis apresentaram somente lesbes TAN enquanto a FT-2 e
as Pls 230970 e 459025 apresentaram somente lesbes RB. Em todas as populagoes
segregantes foi verificado pelo teste de xz a correspondéncia com a segregagao de um
Unico loco com agao dominante para resisténcia. Das 130 familias F».; componentes da
populacdo de mapeamento do Rpp2, 102 foram resistentes (77 heterozigotas e 25
homozigotas) e 28 foram suscetiveis (x2;4,569 e P=0,102); dos 80 individuos
componentes da populacdo de mapeamento do Rpp4, 61 foram resistentes e 19 foram
suscetiveis (x250,067 e P=0,796), e; das 116 familias F,., da populacdo de mapeamento
de Rpp(FT-2), 92 foram resistentes (50 heterozigotas e 42 homozigotas) e 24 foram
suscetiveis (y°=1,15 e P=0,28).

Foram testados 242 marcadores microssatélites para verificar o polimorfismo entre os
parentais FT-2 e Davis, e dentre eles, somente 38 foram polimérficos. Entre os parentais
BRS-184 e PI1230970 foram testados 171 marcadores e destes 72 foram polimérficos.
Entre os parentais BRS-184 e P1459025, foram testados os mesmos 171 marcadores e
destes 64 foram polimérficos. Houve, portanto, um percentual de polimorfismo muito mais
alto entre as combinacées BRS-184 e PI1230970 e BRS-184 e P1459025, indicando que
estas linhagens sdo mais distantes geneticamente que as cultivares Davis e FT-2. De fato,
a BRS-184 é uma cultivar brasileira enquanto que as Pls sdo materiais asiaticos
introduzidos; ja a Davis e FT-2 sdo cultivares que apresentam varios parentais em comum
em sua genealogia (POLIZEL 2005). Ndo houve distorcdo de segregacado significativa
para nenhum dos loci de microssatélites analisados de acordo com o teste do Xz (P>0,05).

A andlise de ligagdo mapeou o locus Rpp2 a 8,6 cm do marcador Sct001 e 9,9 cM do
marcador Satt366, no grupo de ligagdo J. O locus Rpp4 foi mapeado a 21,8 cM e 1,6cM
dos microssatélites Satt191 e Satt288, respectivamente, no grupo de ligagédo G e o locus
Rpp(FT-2) foi mapeado as distancias de 20,3 cM e 7,8 cM dos microssatélites Satt460 e
Satt079, respectivamente, indicando sua localizacdo no grupo de ligagdo C2 da soja
(Figura 1).
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Figura 1. Mapas dos grupos de ligagéao (GL) J, G e C2 evidenciando as regides de localizagdo dos
genes Rpp2, Rpp4 e Rpp(FT2). Do lado esquerdo de cada mapa estéo as distancias em cM e do
lado direito os marcadores microssatélites identificados.

CONCLUSAO

Os marcadores identificados neste estudo encontram-se a distancias ainda altas dos
respectivos genes de resisténcia para serem utilizados em programas de selegéo
assistida. Portanto, no momento, os esfor¢cos deste trabalho estdo sendo direcionados
para a saturagado destas regides com outros marcadores. Outros genes de resisténcia a
ferrugem asiadtica foram recentemente identificados pelo grupo de pesquisa em
melhoramento genético da Embrapa Soja, e no momento estdo sendo mapeados. Com o
mapeamento de todos esses genes de resisténcia, a introdugédo conjunta dos mesmos em
variedades comerciais sera grandemente facilitada pelo uso da selegéo assistida por
marcadores moleculares (SAMM).
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