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RINCAO, Michelle Pires. Validacdo de marcadores moleculares em soja ligados
a genes de resisténcia a podridao radicular de fitoftora. 2013. 96 f. Dissertacao
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina/PR.

RESUMO

O patégeno Phytophthora sojae, causador da doenga conhecida como podridao
radicular de fitéftora, constitui um dos principais fatores bidticos que limitam a
produtividade da soja, principalmente em anos de chuvas intensas e temperaturas
amenas, chegando a ocasionar prejuizos de até 100% na producéo de graos. Este
trabalho objetivou a validagdo de marcadores moleculares microssatélites e SNPs
ligados aos genes Rpslk e Rps8, que conferem resisténcia a P. sojae, para serem
utilizados no programa de seleg&o assistida ao melhoramento para fitoftora. Para a
confirmacédo e saturacdo da regido cromossdémica de ambos os genes, foram
utilizadas duas populagdes segregantes F,, BW1 e CP8, consistindo de 138 e 93
individuos, respectivamente, derivados dos cruzamentos entre Williams 82
(portadora do alelo Rpslk) e BRS 133 (suscetivel) e PI 399073 (portadora do alelo
Rps8) e MG/BR 46 (suscetivel). Para a validagdo dos marcadores moleculares foram
utilizadas plantas derivadas do programa de retrocruzamentos oriundas do programa
de melhoramento para a fitéftora da Embrapa Soja, especificamente para os genes
Rpslk e Rps8. Oito marcadores moleculares foram validados na progénie F, da
populacdo BW1, enquanto que apenas dois marcadores foram validados na
progénie F, da populacdo CP8. Dos marcadores mapeados proximos aos genes
Rpslk e Rps8 nas populagdes BW1 e CP8, foram selecionados trés marcadores
ligados a cada gene, e testados nas populagdes provenientes dos retrocruzamentos.
Nas populacdes resultantes dos retrocruzamentos, dois marcadores moleculares
foram validados para doze cruzamentos do programa de melhoramento para o gene
Rpslk, enquanto que trés marcadores foram validados para cinco cruzamentos do
programa de melhoramento para o gene Rps8. Os marcadores microssatélites e
SNPs validados neste trabalho podem auxiliar o desenvolvimento de futuros
trabalhos de melhoramento através da selegdo assistida por marcadores
moleculares.

Palavras-chave: Glycine max 1. Phytophthora sojae 2. Gene de resisténcia 3.
Marcadores moleculares 4.



RINCAO, Michelle Pires. Validation of molecular markers in soybean linked to
resistance genes to phytophthora root rot. 2013. 96 p. Dissertation (Master’s
Degree in Genetics and Molecular Biology) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina/PR.

ABSTRACT

The pathogen Phytophthora sojae, causes root rot Phytophthora disease, is major
limiting biotic factors soybean productivity. In years of heavy rainfall and mild
temperatures, resulting in 100% losses in grain yield rates. This study aimed to
validate molecular markers microsatellites and SNPs linked to Rpslk and Rps8
genes, which confer resistance to P. sojae, for use in assisted selection program
from Phytophthora breeding. For confirmation and saturation of the chromosomal
region from both genes, we used two F, segregating population, BW1 and CP8
consisting of 138 and 93 individuals, respectively. These populations were derived
from crosses between Williams 82 (allele carrier Rpslk) and BRS 133 (susceptible)
and P1 399073 (allele carrier Rps8) and MG/BR 46 (susceptible). Plants derived from
the backcrosses program, (specifically for the genes Rpslk and Rps8), originated
from Embrapa Soja- Phytophthora breeding program were used for molecular
markers validation. Eight molecular markers were validated in the F» population BW1,
while only two markers were validated in the F, population CP8. From the markers
mapped close to Rpslk and Rps8 genes in populations BW1 and CP8, we had
selected three markers linked to each gene, and tested in backcrosses population. In
populations resulting from backcrosses, two molecular markers were validated for the
twelve crosses in the breeding program for Rps1k gene, whereas three markers were
validated for about five crossings of the breeding program for gene RpsS8.
Microsatellite markers and SNPs validated on this study may help other breeding
studies can aid the development of future breeding through marker-assisted
selection.

Keywords: Glycine max 1. Phytophthora sojae 2. Resistance gene 3. Molecular
markers 4.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1 — Consideracdes Gerais.

Figural - Esquema do ciclo de vida de Phytophthora sojae .............ccccoee.... 21
Figura 2 - Colbnia de P. sojae em meio de cultura V8. ...........ccccoeeeiieeeieeinnnnnn. 22

CAPITULO 2 — Validac&o de Marcadores Moleculares em Soja Ligados a
Genes de Resisténcia a Podriddao Radicular de Fit6ftora.

Figura 3 - Foto ilustrativa das lesdes tipicas de resisténcia (A — planta

sadia), e suscetibilidade (B — planta infectada e C — planta

morta) a podridao radicular de fitéftora. .............cccoeiiiiiii 52
Figura 4 - (A) Mapa de ligagao da regidao gendmica do gene Rpslk, e

seus respectivos marcadores mapeados na regidao com

distancias em cM. (B) Mapa consenso da soja da regiao do

cromossomo 3 (GL N) que contém o gene Rpslk. (C) Mapa

de ligagdo da regiao genbémica do gene Rps8, e seus

respectivos marcadores mapeados na regido com distancias

em cM, (D) Mapa consenso da soja da regidao do

cromossomo 13 (GL F) que contém o gene Rps8. Fonte:

SOYBASE, 2012. Os mapas consenso da soja B e D estao

representados em diferentes escalas para tornar possivel a

visualizac&o da regido que este estudo abrangeu............ccccc.......... 61
Figura 5 - Representacédo do painel do SoyBase Browser mostrando a

regido do genoma da soja referente ao cromossomo 3 (GL

N), e que engloba a maioria dos marcadores microssatélites

e SNPs (circulados em vermelho), utilizados neste trabalho

para a confirmagéo e saturagdo da regido do gene Rpslk,

bem como suas respectivas distancias fisicas em Mbp.

(http://www.soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/) ......ccccceeeeeeeinnns 61
Figura 6 - Representacdo do painel do SoyBase Browser indicando a

regiao do genoma da soja referente ao cromossomo 13 (GL

F), e que engloba os marcadores microssatélites circulados

em vermelho utilizados neste trabalho para a confirmacéao e

saturagdo da regido do gene Rps8, bem como suas

respectivas distancias fisicas em Mbp.

(http://www.soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/) ......ccccoeeeeeeninnnnns 61



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2 — Validacdo de Marcadores Moleculares em Soja Ligados a

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Genes de Resisténcia a Podriddo Radicular de Fitoftora.

Probabilidade da segregacao fenotipica para progénies Fz.3

com diferentes tamanhos (n), supondo que sejam derivadas

de um parental (F2) heterozigoto............cccovviiiiiiiiiiiiiiie

Distribuicdo de probabilidades para progénies Fz.3 com
diferentes tamanhos (n=5; n=10 e n=15), supondo que sejam

derivadas de um parental (F2) heterozigoto e que

apresentem heranca de dominancia completa ............................

Analise de Qui-quadrado para segregacgao das geragoes F»

e Fa3nas populagdes BW1 e CP8.........ooviiiiiiiiiicieeeeeeeeeee

Analise de Qui-quadrado da segregacdo dos marcadores

moleculares microssatélites e SNPs (geracédo F;) nas

populagdes BW1 e CP8..........ooeeiiieieeeeeieeeeeeeeee e

Analise de polimorfismo entre os gendtipos parentais do

programa de melhoramento para fitéftora da Embrapa Soja

para 0s genes RPS1K € RPS8......ccoovieiiiiiiiiiiiiiiiie e

Proporcbes esperadas e observadas apos a selecao dos

gendtipos resistentes, para a segregagao dos marcadores

moleculares posicionados proximos ao gene Rps1kK ...................

Proporcbes esperadas e observadas apds a selecao dos

genotipos resistentes, para a segregacao dos marcadores

moleculares posicionados préximos ao gene Rps8.....................



AFLP

cM
EMBRAPA
ESTs

GL

LOD

pb

PCR

PI

RAPD

RFLP

Rps

SAM

SNP

SSR

STS

LISTA DE ABREVIATURAS

‘Amplified Fragment Length Polymorphism” ou Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos Amplificados.

centiMorgan

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.

“‘Express Sequence Tags” ou Etiquetas de Sequéncias Expressas.
Grupo de Ligagao ou “Linkage Group (LG)".

“Logarithm of ODds” Logaritmo dos nos.

pares de bases ou “base pair”.

“Polymerase Chain Reaction” ou Reagdo em Cadeia da Polimerase.
“Plant Introduction” ou Introducéo de Planta.

‘Random Amplified Polymorphic DNA” ou Polimorfismo de DNA
Randdémico Amplificado.

“Restriction Fragment Length Polymorphism” ou Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento de Restrigéo.

“‘Resistance to Phytophthora sojae” ou Resisténcia a Phytophthora
sojae.

Selecao Assistida por Marcadores ou “Marker Assisted Selection
(MAS)".

“Single Nucleotide Polymorphism” ou Polimorfismo de Nucleotideo
Unico.

“Simple Sequence Repeat” ou Sequéncia Simples Repetida.

“Sequence Tagged Sites” ou Sitios com Sequéncias Marcadas.



SUMARIO

CAPITULO 1 - CONSIDERAGCOES GERAIS.......cocoieeeeeeeeeeeeeeeee e 15
1 INTRODUGAO . ... 15
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA ......ootiiiiiieeiciee et 17
2.1 A CUtUIAa da SOJa ..cceeiiiiiieeieeeeeeec e 17
2.2 O patégeno Phytophthora sojae.......cccceveeeeeiiiiiieiiiiieeeeeeee 18
221 Etiologia e Historico da DOENGa ........eeeevieeeeeiiiiiiiiiiieeee e 18
2.2.2 Ciclo de Vida ....oooooiiiiiiie e 20
2.2.3 Sintomatologia € Controle .......ccooeeeeiiiiiiiiiieee e, 22
224 Resisténcia do HOSPEedeiro .......uueeiieeeeieeeeeee e 25
2.3 Marcadores Moleculares Microssatélites € SNPs ............cccccc.... 27
2.4 Validacdo de Marcadores Moleculares Ligados a
Doencas de Plantas ......ccccoooviiiiiiiiiieee e 31
3 OBUJETIVOS ..t e e e e e e aaas 33
3.1 ODbjJetivo Geral ... 33
3.2 Objetivos ESPeCIifiCOS ..comimiiiiei i 33
4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coooeiiieieieeeeseeeee e 34

CAPITULO 2 - VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES EM
SOJA LIGADOS A GENES DE RESISTENCIA A

PODRIDAO RADICULAR DE FITOFTORA. ......coveeeeeeeeeeeeeenn 45
1 11 45
INTRODUGAOQ ...ttt aesaenenas 46
MATERIAL E METODOS ...t 49
Material VEQELAL .........eeeiee et e e e e e e e e e eeaaaas 49
Instalag&o e Delineamento do EXPErimMeNnto ..........uuuuueeuimiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieees 49
10T o4 U | = T3> o N 51
F V2= LI F= (2= To N =T o Lo A 1ol H O URRPPRRRRRN 51
EXIraCcao de DINA ...ttt e e e e e e e e e a e aaaaeanaaaa 52
ANAIISES MOIECUIAIES ....ceeeeiiieieeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeees 52

YN g = oY= oy R A o] o2 L SO 53



RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ttt 57
Confirmacéo e Saturacdo das Regi6es Cromossdmicas que Contém os

Genes de Resisténcia RPS1K @ RPS8 ... 57
Validacdo de Marcadores Moleculares Préoximos aos Genes Rpslk e

] 01 FS PR 66
CONCLUSOES ..ottt sttt s s s e s 76
REFERENCIAS . ...ttt sttt eas e s, 78
AN E X O S e e e e e e e e e e e e e e e e rraaaaaeeeaaas 85

ANEXO A - Marcadores microssatélites selecionados para analise
molecular na geragéo F2 da populagdo BW1. ... 86

ANEXO B - Marcadores microssatélites selecionados para analise
molecular na geragao F2 da populagdo CP8. ...........cccovvvveeeeeee. 87

ANEXO C - Marcadores SNPs selecionados para analise molecular na

geracdo F2 da populagdo BW1 ... 88
ANEXO D - Marcadores SNPs selecionados para analise molecular na

geracao F2 da populagdo CP8. ..o, 89
ANEXO E - PrOtOCOIOS ... e 90

ANEXO F - R To)] Lo T SO 95



15

CAPITULO 1
CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A cada ano a produgdo de soja no Brasil assume importdncia mais
significativa, uma vez que temos caracteristicas peculiares de resisténcia a fatores
climaticos, diversificacdo de variedades, estrutura de armazenamento,
comercializacdo que opera a niveis mundiais, e facil negociacdo, que é fator
preponderante para a obtengdo de divisas comerciais para o pais (MISSAO, 2006).
A produgéo brasileira de soja, Glycine max (L.) Merrill, para a safra de 2012/2013, é
estimada em 82,68 milhdes de toneladas, mantendo o pais na posi¢do de segundo
maior produtor mundial desse grao (CONAB, 2013).

A busca pelo primeiro lugar no “ranking” de produgdo de soja seria menos
complexa se ndo fossem, dentre outros componentes, as perdas nas safras,
causadas por fatores abidticos e bidticos. Dentre os fatores bidticos, pela agao de
patdgenos que atacam essa oleaginosa no pais, o oomiceto Phytophthora sojae
(Kauffmann e Gerdemann, 1958), responsavel pela doenga conhecida como
Podriddo Radicular de Fitéftora, ou também chamada de Podriddo de Raiz e de
Haste (PRH), constitui uma das principais doengas que limitam a produtividade deste
grao, principalmente em anos de chuvas intensas e temperaturas amenas
(COSTAMILAN, 2007). Neste patossistema, existe uma interagdo entre planta e
patdbgeno que constitui uma dindmica, na qual a co-evolugdo ocorre naturalmente,
resultando no surgimento de novas ragas do patogeno. Desse modo o
desenvolvimento de cultivares resistentes se torna um processo continuo, e novas
metodologias se fazem necessarias, visando a obtengdo de maior eficiéncia e
rapidez para esse processo (ALZATE-MARIN et al., 2005).

A resisténcia a doengas tem se caracterizado como objetivo prioritario dos
programas de melhoramento. No manejo integrado de pragas e doencas, o uso de
cultivares resistentes, que normalmente sdo desenvolvidas pela transferéncia de
alelos de resisténcia de fontes exdticas, e muitas vezes nao adaptadas, para
cultivares denominadas “elite”, € uma das estratégias mais utilizadas (SISTEMAS
DE PRODUCAO 13, 2008). Estas cultivares resistentes apresentam um conjunto

variado de caracteristicas desejaveis para o manejo da cultura, combinando,
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principalmente, alta produtividade e maior durabilidade no campo (ALZATE-MARIN
et al., 2005).

De modo geral as analises fenotipicas para a selegdo de tais materiais
resistentes constituem tarefa complexa e trabalhosa, devido a diferentes ragas do
patdgeno, heranga qualitativa e quantitativa, alta demanda de pessoal qualificado e
ao elevado numero de plantas que devem ser analisadas (SISTEMAS DE
PRODUCAO 13, 2008). O processo de melhoramento e caracterizagdo para
podriddo radicular de fitéftora ainda € baseado, principalmente, em analises que
utilizam marcadores morfolégicos. Esses marcadores, gerados através de mutacgdes
geralmente simples em apenas um gene, ocasionam diferengas morfologicas que
podem ser facilmente observadas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA et al., 1998).

O uso de marcadores moleculares de DNA, associados a genes que
confiram resisténcia as principais pragas e doencas que acometem a agricultura,
podem constituir uma ferramenta muito util nos processos de transferéncia de alelos
de resisténcia a doencgas, aumentando a eficiéncia da selecido de caracteres de
interesse com base no gendtipo e reduzindo o tempo empregado nas praticas de
melhoramento. Estes marcadores podem ser utilizados nas etapas iniciais e
intermediarias dos processos de melhoramento por meio da Seleg¢ao Assistida por
Marcadores (SAM), contudo nas etapas finais € imprescindivel que ocorra a
exposicao da planta ao patdogeno em condi¢des de campo para que a selegéo
indireta feita inicialmente pela utilizagdo destes marcadores seja confirmada
(ALZATE-MARIN et al., 2005).

A selecéo assistida por marcadores moleculares tem auxiliado programas de
melhoramento na avaliagcdo dos materiais com base em marcas genotipicas. Tais
marcadores permitem a identificacdo de variagbes existentes entre géneros e entre
espécies em comum, detectando alteragdes muito especificas nos segmentos de
DNA (SISTEMAS DE PRODUCAO 13, 2008; ALZATE-MARIN et al., 2005).

A validacao de marcadores moleculares voltada para a selegao assistida
pode possibilitar um aumento na produtividade, uma vez que pode contribuir com a
diminuicdo de tempo e custos para a geragao de cultivares resistentes. Estas, por
sua vez, contribuiriam para o posicionamento econémico do pais frente as
demandas do agronegodcio e para a diminuigdo da utilizagdo de insumos agricolas

que agridem o meio ambiente e acabam por onerar os custos da produgao.
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2  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A Culturada Soja

A soja é originaria da Manchduria, regido nordeste da China, onde ja era
plantada ha pelo menos cinco mil anos, sendo uma das culturas agricolas mais
antigas. Sua disseminagao pelo mundo ocorreu por intermédio dos viajantes ingle-
ses e por imigrantes japoneses e chineses, e foi introduzida no Ocidente nos
Estados Unidos em 1765 onde, no inicio do século XX, passou a ser cultivada
comercialmente (MISSAQ, 2006).

Os primeiros relatos do cultivo de soja no Brasil datam de 1882, na Bahia,
posteriormente sendo cultivada nos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul.
Porém a expanséao do cultivo da soja ocorreu durante a década de 1970, em razéo
da grande quebra de safra da Russia e a incapacidade dos Estados Unidos suprirem
a demanda mundial do mercado internacional por proteina, além do crescente
interesse da industria de 6leo (MISSAO, 2006). A histéria da produgdo de soja em
escala comercial esta relacionada a introducdo da chamada “Revolucdo Verde”,
traduzida em ampla mecanizagéo e utilizagdo de agroquimicos, com forte apoio do
governo, sob a forma de créditos subsidiados (BRUM, 2005).

Os bons resultados estimularam a expansao e a exportagdo da soja era, ja
naquela época, motivada pelo desejo do governo brasileiro de ampliar os saldos
comerciais. A maior expansao da produ¢cao mundial vem ocorrendo em uma area
quase continua da América do Sul, abrangendo a Argentina, Brasil, Paraguai,
Uruguai e Bolivia. Em todos eles cresce igualmente a presenca de grandes
empresas multinacionais nos segmentos de comercializagcédo e industrializagéo, que
se estende também as areas de producdo de sementes e financiamento da
producdo do grdo. Dentre outros fatores, a grande disponibilidade de terras
apropriadas ao plantio da soja faz do Cone Sul da América do Sul uma das areas
preferenciais para expansao do cultivo da soja (SCHLESINGER, 2008).

A espécie cultivada de soja € a Glycine max Merrill, uma dicotiledénea que
pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoides, com numero somatico de
cromossomos 2n=40. Possui sistema radicular pivotante com raiz principal bem
desenvolvida e raizes secundarias em grande numero que desenvolvem interacoes

simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio, Bradyrhizobium japonicum. A soja
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apresenta caule herbaceo, ereto com porte variavel de 0,60 a 1,50m, bastante
ramificado, cujos ramos formam &angulos variaveis com a haste principal. As folhas
sdo longas, pecioladas e alternadas, compostas por trés foliolos ovalados ou
lanceolados. Possui inflorescéncia do tipo racemo, com geralmente 9 a 10 flores
cada um, de coloragéo branca ou violacea. Os frutos sao do tipo vagem, achatadas
e pubescentes, de coloracdo cinza, amarela palha ou preta, dependendo da
variedade. Estes produzem de duas a cinco sementes que se apresentam de forma
arredondada, achatada ou alongada, de tamanho e coloragédo variada (MISSAO,
2006).

A soja cultivada é uma commodity importante no comércio mundial, € a
principal oleaginosa do mundo (SONKA et al., 2004). E cultivada comercialmente em
mais de 35 paises, e sua principal utilizacdo esta relacionada ao consumo humano e
de animais, uma vez que sua qualidade de proteinas e teor de dOleo atende as
necessidades dietéticas de ambos, seres humanos e animais (LUSAS, 2004). A soja
origina diversos produtos e subprodutos utilizados pela industria quimica,
agroindustria e industria de alimentos. Seu uso mais conhecido na industria de
alimentos € como 6leo refinado, obtido a partir do 6leo bruto. Porém recentemente
novos produtos estdo sendo desenvolvidos, como, por exemplo, o biodiesel, que
surge como uma forma alternativa de combustivel mostrando o grande potencial que
esse grao ainda carrega. Atualmente a soja é o principal agroproduto brasileiro,
tornou-se o motor da economia de varias regides e tém sido um dos maiores
responsaveis pela expansado da receita cambial do pais conferindo ao Brasil a
posicdo de segundo maior produtor e exportador mundial desse grdo (MISSAO,
20006).

2.2 O patogeno Phytophthora sojae

2.2.1 Etiologia e Historico da Doenca

O agente causador da podriddo radicular de fitdftora, que acomete
principalmente a cultura da soja, é denominado Phytophthora sojae, que tem como
sinonimias P. megasperma var. sojae Hildebrand., P. megasperma f. sp, glycinea e

P. sojae f. sp. glycines, mas antes de 1991, P. sojae era comumente referido como
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P. megasperma (FARR et al., 2007). A palavra Phytophthora é de origem grega
(Phyto = planta + phthora = destruidor) significando destruidor de planta. Inicialmente
esse patogeno foi descrito como pertencente ao reino Fungi, uma vez que possui
semelhangas morfolégicas e fisioldgicas, principalmente quanto aos habitos de
crescimento e estratégias nutricionais, com os representantes desse reino. Porém,
sdo evolutivamente muito distintos dos fungos verdadeiros (Eumycota), e
apresentam caracteristicas préprias que possibilitam essa diferenciagdo, como
parede celular composta de celulose, micélio dipldide na maior parte do ciclo de
vida, presenga de centriolos, produg¢ao de esporos biflagelados tendo pélos em um
dos flagelos, diferencas nas sequéncias de DNA, entre outras (COSTAMILAN,
2001).

Atualmente os individuos pertencentes ao género Phytophthora, Familia
Pythiaceae, Ordem Pythiales, Classe Oomycetes, ocupam um pequeno, mas
patologicamente significativo nicho do filo Oomycota que, foi transferido do reino
Fungi para o reino Stramenopila, antigamente chamado de Chromista (LUZ e
MATSUOKA, 2001). Além dos oomicetos, o reino Stramenopila inclui algumas
espécies de algas e diatomaceas. A presenca de alguns genes possivelmente
originados de algas na sequéncia do genoma de P. sojae sugere que o ancestral
comum a todos os Stramenopilas, incluindo os oomicetos, foi fotossintetizante
(TYLER et al., 2006).

P. sojae € uma das mais de 80 espécies do género Phytophthora que causam
doencgas destrutivas em grande quantidade de plantas utilizadas na agricultura e
ainda em plantas ornamentais, incluindo gendtipos de diferentes ecossistemas
(TYLER, 2007). P. sojae se restringe principalmente a soja, embora alguns
gendtipos silvestres, tais como os tremogos (Lupinus spp.), também podem ser
suscetiveis (ERWIN e RIBIER, 1996).

A podriddo radicular de fitoftora foi observada inicialmente em Indiana em
1948 e em Ohio em 1951, porém, o patdégeno P. sojae, foi identificado somente em
1954, em Ohio e Carolina do Norte (SCHMITTHENNER, 1999). Desde entdo a
doenca tem sido relatada em diversos paises como Franga, Italia, Russia, Ucrania,
China, Ira, Japado, Republica da Coreia, Paquistdo, Argentina, Brasil, Canada,
Estados Unidos da America e Australia (CAB International, 2006). O prejuizo
econdmico para plantacbes afetadas por essa doenca € estimado em bilhdes de

ddlares, incluindo os custos das medidas de controle e as perdas nas safras (ERWIN
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e RIBIER, 1996). Os prejuizos em todo o mundo giram em torno de 1 a 2 bilhdes de
ddlares por ano, sendo que o meio-oeste dos EUA apresenta sozinho, perdas de
cerca de 200 milhdes de dolares (TYLER, 2007). Nos Estados Unidos a podridéo
radicular de fitoftora foi a segunda doengca da soja que mais causou prejuizos,
ficando atras apenas das perdas causadas por nematoide de cisto, e entre os anos
de 1996 e 1998, a perda média anual estimada foi de mais de 1,2 milhdes de
toneladas, ja em 2002, a perda econémica ocasionada foi calculada em cerca de
252 milhdes de ddlares (WRATHER et al., 2001).

No Brasil, a doenca foi detectada pela primeira vez na safra 1994/1995, em
Passo Fundo no Rio Grande do Sul, e atualmente também pode ser encontrada em
Santa Catarina, Parana e Mato Grosso do Sul (SISTEMAS DE PRODUCAO 13,
2008). As perdas significativas nas safras brasileiras por decorréncia dessa doenca
ocorreram inicialmente na safra de 2005/2006, quando varias lavouras do Rio
Grande do Sul e do Parana foram atingidas por esse patdgeno, apresentando

prejuizo significativo para os agricultores da regiao (COSTAMILAN et al., 2007).

2.2.2 Ciclo de Vida

A podridao radicular de fitéftora, em soja, € uma doenca monociclica. Este
oomiceto apresenta anteridios (gametangio masculino) diclinos, principalmente
paraginos, e oogbnios (gametangio feminino) grandes, de diametro variado,
esféricos ou subesféricos e com paredes finas. Logo apdés a fertilizagdo dos
oogbnios, odsporos (esporos sexuais) sdo formados. Estes podem sobreviver por
muitos anos no solo, na auséncia do hospedeiro, uma vez que possuem paredes
espessas e lisas, protegendo-os da dessecagédo. Em temperatura 6tima de 24°C, os
oosporos germinam através de tubo germinativo, que se desenvolve em hifa ou em
esporangio (COSTAMILAN, 2001). A germinagao, aproximadamente 30 dias apos a
formagao, ocorre em agua e € auxiliada por baixos niveis de nutrientes e por
exudatos de raizes (SCHMITTHENNER, 1999). O esporangio pode germinar tanto
de modo direto, pela formacédo de tubo germinativo a uma temperatura de 25°C,
atuando como esporos, como de modo indireto, pela extrusdo de zoésporos (esporo
sexual) a uma temperatura de 14°C (ALMEIDA et al., 2005). O modo de germinacéao
indireto ocorre mediante o encharcamento do solo (SISTEMAS DE PRODUCAO 13,
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2008). Os zodsporos liberados sao ovoides, afinados em uma ou em ambas as
extremidades, achatados nos lados, e apresentam dois flagelos, que por sua vez
auxiliam na natagcdo em direcdo as raizes de soja, atraidos por isoflavondides
(genisteina e daidzeina) produzidos pelas raizes e pelas sementes em germinagéo
(ALMEIDA et al., 2005; FERRAZ et al., 1995). Quando encontram o tecido vegetal,
0s zoosporos fixam-se, encistam, germinam e penetram diretamente, dando inicio a
doenga (ALMEIDA et al., 2005). Os cistos, frequentemente, germinam imediata e
diretamente, podendo formar apressério em contato com uma superficie sodlida
(COSTAMILAN, 2001). Os clamidosporos sao estruturas de resisténcia e
sobrevivéncia, que, assim como 0s 00sporos, possuem paredes espessas e
resistentes ao dessecamento (LUZ e MATSUOKA, 2001). O ciclo de vida de P. sojae

€ esquematicamente apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema do ciclo de vida de Phytophthora sojae.

O oomiceto é homotalico e apresenta micélio cenocitico em coldnias novas,

adaptando-se com o envelhecimento. A temperatura 6tima para o crescimento da
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maioria dos isolados encontra-se entre 25°C e 28°C. A formacgédo dos odsporos,
imediatamente apds fertilizacdo do oogbnio, ocorre tanto em meio de cultura
(Figura 2) como em tecidos infectados (ALMEIDA et al., 2005).

RINCAO, MP, 2010

Figura2 - Colbnia de P. sojae em meio de cultura V8.

2.2.3 Sintomatologia e Controle

Os sintomas podem ser observados em plantas de soja em qualquer fase de
desenvolvimento. Durante a pré-emergéncia, ocorre o apodrecimento de sementes
ou a flacidez da radicula; sementes infectadas germinam lentamente, e quase
sempre, as plantulas, por serem mais suscetiveis, morrem durante a emergéncia
ocasionando falhas de estande (COSTAMILAN, 2001). Plantas no estadio de folha
primaria apresentam a extremidade da raiz principal flacida e de coloracdo marrom,
a seguir, essa coloragéo estende-se envolvendo o hipocétilo até o n6 cotiledonar e
por fim causa o colapso do tecido. As folhas tornam-se amarelas e murcham e as
plantulas morrem. A doenga causada pelo oomiceto em plantas jovens recebe o
nome de “tombamento de plantulas” (SCHMITTHENNER, 1999).

Em estadios mais avancados de desenvolvimento, os sintomas dependem da

suscetibilidade ou da tolerancia da variedade. Em plantas adultas, de modo geral,
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este patdogeno é responsavel por apodrecimento radicial, e os sintomas se iniciam
com clorose de folhas e murcha de plantas. As murchas secam e mantém-se presas
a haste voltadas para baixo (COSTAMILAN, 2001). A haste e os ramos laterais
apodrecem e assumem coloracdo marrom-escura, que circunda a haste,
progredindo de baixo para cima na planta a partir da linha do solo, podendo atingir
varios noés. O cortex e os tecidos vasculares tornam-se escuros, a raiz principal e a
haste continuam apresentando tecidos firmes (ALMEIDA et al., 2005).

E considerada uma das doencas mais destrutivas da soja, sendo ja
verificado reducdes de rendimento de grédos de até 100% em cultivares altamente
suscetiveis. A gravidade das perdas depende de diversos fatores tais como a
suscetibilidade da cultivar, precipitacéo, tipo de solo, plantio direto e compactagao
(COSTAMILAN, 2007). A doencga se torna mais agressiva em solos argilosos, menos
drenados e que sao facilmente inundados, porém pode ocasionar a morte de plantas
jovens mesmo em solos leves e bem drenados, caso estes estejam saturados por
um longo periodo (SCHMITTHENNER, 1999).

Plantas infectadas podem ser encontradas na linha de semeadura em
pequenos grupos ou ainda esparsas, e podem ser facilmente arrancadas do solo,
devido ao apodrecimento das raizes e desidratagdo da planta. Esses sintomas sao
causados pela agao de P. sojae nas células vegetais, uma vez que ao infectar estas
células acabam ocasionando morte celular que se espalha pelos tecidos vegetais
atingindo inclusive os vasos condutores (SISTEMAS DE PRODUCAO 13, 2008).
Variedades com moderada suscetibilidade podem desenvolver lesdes lineares,
estreitas, aprofundadas e escuras, em apenas um dos lados da haste. Nesses
casos, as plantas afetadas dificiimente murcham (COSTAMILAN, 2001).

A infeccdo, em algumas vezes, também pode ocorrer por meio de respingos
de solo contaminado em folhas e na haste. Os foliolos jovens podem desenvolver
grandes lesdes de coloragdo marrom clara e margens amareladas, em contrapartida,
folnas mais desenvolvidas podem apresentar lesbes menores, gerando assim um
fendmeno conhecido como resisténcia relacionada a idade (ATHOW, 1987).

A doencga é favorecida por condi¢des ideais como fatores que mantenham
agua disponivel no solo, dentre eles textura argilosa, compactacdo e longos
periodos de saturacdo de umidade, provocando a liberacdo e disseminagdo de
zoosporos, e ainda por temperatura o6tima, igual ou superior a 25°C. Solos

compactados e semeadura direta, monocultura, aplicagdo de altas doses de
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fertilizantes organicos ou com potassio antes da semeadura, também aumentam a
intensidade da doenca (ALMEIDA et al., 2005). Os sintomas da podridao radicular de
fitoftora podem ser confundidos, algumas vezes, com injurias causadas por
herbicidas, porém a chave para o correto diagnostico dessa doenga € a presenga de
descoloragao da haste a partir da linha do solo, caracteristica unica dessa patologia
(MANAGEMENT, 1999).

Geralmente, o controle quimico de oomicetos € muito dificil, uma vez que nao
sdo afetados pela maioria dos fungicidas. No caso da podridao radicular de fitoftora
a dificuldade de controle é agravada porque as plantas sdo infectadas a partir da
raiz, onde controle quimico € muito mais complicado (TYLER, 2007). A eliminagao
pendente de fumigantes do solo, como o brometo de metila agrava ainda mais o
problema. Para podridao radicular de fitéftora, o controle quimico é efetivo para
cultivares com elevado grau de tolerancia. Os principios ativos eficazes sdo metalaxil
e mefenoxam, da classe fenilamidas (SCHMITTHENNER, 1999), que atuam por
cerca de duas a trés semanas. Ambos os compostos apresentam dois modos de
acgao: fungistatica (inibindo a sintese de rRNA de P. sojae) e sistémica (induzindo a
formagao da fitoalexina gliceolina) (COSTAMILAN, 2007).

Altas doses de metalaxil controlam a doenga em cultivares com pouca
resisténcia parcial, mas ndo em condi¢des severas de doenca. O tratamento pode
ser realizado via semente ou diretamente na linha de semeadura, no solo. No
entanto, ja foi relatado casos de ocorréncia de resisténcia de P. sojae a metalaxil em
condicoes in vitro (BHAT et al., 1993) e em campo, nos EUA (YANG, 2002). Uma
complicacdo extra reside no fato de que muitos oomicetos parecem ter uma
extraordinaria flexibilidade genética, o que permite que eles rapidamente se adaptem
e superem as medidas de controle quimico e resisténcia genética produzida em
plantas hospedeiras (TYLER, 2007).

A rotacdo de culturas pode ser usada para evitar o aumento do nivel de
indculo no solo (SCHMITTHENNER, 1999). O controle também é favorecido quando
sao adotadas medidas para drenar e/ou descompactar areas com solo muito umido
ou compactado, evitando longos periodos de alta umidade livre no solo, uma vez
que os zoosporos de P. sojae s&o produzidos apenas em solo saturado de agua
(DORRANCE et al., 2001).
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2.2.4 Resisténcia do Hospedeiro

Atualmente o modelo da maioria dos tipos de resisténcia a doencas em
plantas consiste basicamente de duas formas ligadas a imunidade inata. A primeira
forma é desencadeada na presenca de padrdes moleculares associados a
patdbgenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns PAMPs), estruturas
microbianas conservadas que sao reconhecidas por receptores presentes no
hospedeiro (NURNBERGER et al., 2004; ZIPFEL e FELIX, 2005; CHISHOLM et al.,
2006). Esse reconhecimento induz respostas imunes que compdem o sistema de
defesa basal das plantas (ZIPFEL et al., 2004; KIM et al., 2005; HE et al., 2006;.
ZIPFEL et al., 2006). A segunda forma é chamada de imunidade efetora, sinbnimo
de resisténcia especifica do hospedeiro ou de resisténcia gene-a-gene. Neste tipo
de resisténcia, genes especificos codificam proteinas especializadas na identificagdo
de fatores de viruléncia microbianos (efetores) também especificos, desencadeando
respostas imunes nas plantas. Estes genes sao conhecidos como genes R de
resisténcia (AUSUBEL et al., 2005; CHISHOLM et al., 2006).

Dois tipos de resisténcia tém sido descritos em soja para infecgdo com P.
sojae: a resisténcia mediada por genes R, chamada de resisténcia completa,
identificada mediante inoculagdo do hipocotilo; e resisténcia parcial identificada
mediante inoculagdo da raiz e que limita o dano ao tecido radicial com um lento
desenvolvimento da doenga (COSTAMILAN, 2007).

A resisténcia mediada por genes R & determinada por genes dominantes
chamados Rps, distribuidos em nove loci, com uma série alélica em dois destes loci:
Rpsl (BERNARD et al., 1957) (Rpsla, 1b, 1c, 1d, 1k), Rps2 (KILEN et al., 1974),
Rps3 (MUELLER et al., 1978) (Rps3a, 3b e 3c), Rps4 (ATHOW et al., 1980), Rps5
(BUZZELL e ANDERSON et al., 1981), Rps6 (ATHOW e LAVIOLETTE et al., 1982),
Rps7 (ANDERSON e BUZZELL et al, 1992; DORRANCE et al., 2004), Rps8
(BURNHAM et al., 2003; SANDHU et al., 2005; GORDON et al., 2006) e RpsYu25
(SUN et al., 2011).

Até 2004 mais de 55 ragas de P. sojae haviam sido descritas usando-se o
conjunto de diferenciais contemplando os genes Rpsia, Rps1b, Rpsic, Rps1d,
Rps1k, Rps3a, Rps6 e Rps7. Atualmente, a identificacao de patétipos ou de formas

de viruléncia, baseados em reagdes de suscetibilidade ou resisténcia de plantas com
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genes Rps, ¢é preferivel para descrever a variabilidade dentro da espécie
(DORRANCE et al., 2004; COSTAMILAN, 2007).

Todos os genes descritos, exceto Rps2 (ligado a expressdo de resisténcia
apenas em raizes), limitam completamente o crescimento de P. sojae através de
reacao de hipersensibilidade no hipocétilo (COSTAMILAN, 2007). Os mecanismos
de resisténcia associados aos genes Rps, principalmente Rpsla e Rpslb, incluem
rapida necrose, morte celular e formagado de aposicbes na parede celular, que
enclausuram o haustério do patdgeno. Processos iniciados quatro horas apos
inoculagdo (ENKERLI et al., 1997).

O loco Rpsl situado no cromossomo 3 (GL - Grupo de Ligacdo N) da soja
contém cinco alelos, e um alto numero de marcadores moleculares mapeados
proximos a sua posicédo. DIERS et al. (1992) e POLZIN et al. (1994), por meio de
marcadores moleculares RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
determinaram que Rpslk estava localizado no GL K (KEIM et al., 1990). Este grupo
de ligagao foi mais tarde renomeado e designado como GL N por SHOEMAKER e
OLSEN (1993). KASUGA et al. (1997) utilizaram marcadores moleculares RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) para criar um mapa genético da regido contendo Rpslk. DEMIRBAS
et al. (2001) utilizaram marcadores moleculares microssatélites para diminuir as
distancias genéticas entre os marcadores e alguns genes Rps, dentre eles o Rps1,
que foi flanqueado por marcadores microssatélites a uma distancia muita pequena.
No genoma da soja, 38 genes foram encontrados apresentando forte similaridade
com Rpslk, destes, 10 estdo localizados no cluster Rpsl no cromossomo 3
(BHATTACHARYYA et al., 2005).

Identificado na PI399073, o loco Rps8 foi mapeado inicialmente no
cromossomo 8 (GLM A2) da soja, por meio da utilizagado de marcadores moleculares
microssatélites, em duas popula¢des pequenas, contendo respectivamente 38 e 54
individuos (BURNHAM et al., 2003). Posteriormente, o gene foi mapeado no
cromossomo 13 (GLM F), utilizando a mesma fonte de resisténcia, PI399073, porém
com populagdes segregantes maiores para as analises moleculares (SANDHU et al.,
2005; GORDON et al., 2006). O gene Rps8, recentemente descoberto, apresenta
apenas dois alelos (GORDON et al., 2006), e esta situado proximo a uma regidao em
que numerosos genes R e QTLs foram previamente mapeados (YU et al., 1996;
ASHFIELD et al., 2004; HAYES et al.,, 2004). ORTEGA et al. (2008 e 2009)
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confirmaram a localizagdo do gene Rps8 no cromossomo 13, através do uso de
populagdes geneticamente avangadas e marcadores moleculares desenhados
especificamente para o mapeamento fino do locus.

Dentre as cultivares de soja brasileira, ambos os genes, Rpsl, mais
especificamente o alelo Rpslk, e Rps8, apresentam grande importancia comercial,
contribuindo de maneira significativa na manutengao dos mecanismos de resisténcia
ao fungo P. sojae, uma vez que sdo mais efetivos na defesa as ragas brasileiras
desse patdégeno (GARDNER et al., 2001; COSTAMILAN, 2007).

2.3 Marcadores Moleculares Microssatélites e SNPs

Define-se como marcador molecular “todo e qualquer fendétipo molecular
oriundo de um gene expresso”, como no caso das isoenzimas, ou de um segmento
especifico de DNA, correspondentes a regides expressas ou ndo expressas de um
genoma (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A utilizagdo de marcadores moleculares baseados na reagdo em cadeia da
polimerase, ou PCR (Polymerase Chain Reaction; MULIS e FALONA et al., 1987)
para a amplificacdo das sequéncias alvo de DNA, facilitou a evolugao e descoberta
de procedimentos e técnicas complexas de analise molecular (LEVINSON e
GUTMAN, 1987). Microssatélite € uma denominagao para certas regides simples
repetidas do genoma de eucariotos, as quais sdo constituidas de um a seis
nucleotideos repetidos em tandem, também conhecidas como “Sequéncias Simples
Repetidas” (SSR — Simple Sequence Repeat — LITT e LUTTY, 1989), “Pequenas
Repeticdes em Tandem” (STR - Short Tandem Repeats - EDWARDS et al., 1991),
“Polimorfismos de Fragmentos de Sequéncias Simples” (SSLP — Simple Sequence
Lenght Polymorphims - TAUTZ et al.,, 1989), e “Locais Alvo de Sequéncias
Microssatélites” (STMS — Sequence Tagged Microsatellite Sites — BECKMANN e
SOLLER, 1990).

Estes marcadores moleculares microssatélites sa&o flanqueados por
sequéncias de DNA, geralmente conservadas, que permitem a selegao de primers
especificos, amplificando, via PCR, os fragmentos de interesse do DNA. Uma vez
amplificadas, as regides de interesse podem apresentar extensivo polimorfismo

para o tamanho das bandas observadas por meio de eletroforese (LEVINSON e
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GUTMAN, 1987). A variagcado observada no tamanho das bandas, geralmente, é
decorrente de diferentes numeros de repeticdes dentro da sequéncia do marcador.
Tais diferengas podem ter origem durante os processos de divisdo celular, por meio
de crossing-over desigual ou erros cometidos pela DNA polimerase no momento da
replicacao (slippage) (CAIXETA et al., 2006).

Estudos em animais e plantas mostraram que a diversidade alélica pode,
também, ser consequéncia de fendmenos mais complexos, como substituicoes e
insercoes/delegcdes de bases nas sequéncias de DNA que flanqueiam os
microssatélites (GRIMALDI e CROAU-ROY, 1997). A natureza altamente
informativa dos microssatélites proveniente da grande variagdo no numero de
repeticoes ou multialelismo, combinado com a eficiéncia e rapidez da técnica de
PCR, coloca estes marcadores na posicao de ferramenta eficiente e util para
estudos genéticos em organismos eucariontes. (MACAUBAS et al., 1997). Estimar
a abundéancia de microssatélites nos genomas é tarefa complexa devido aos
diferentes critérios de tamanho minimo de repetigdes adotados, as diferentes
classes de sequéncia destes marcadores, além do numero absoluto de locos
microssatélites que varia entre as espécies (CAIXETA et al., 2006).

O desenvolvimento de marcadores baseados em microssatélites para
plantas cultivadas tem substituido rapidamente outros marcadores durante os
processos de estudos genéticos. A preferéncia pelo uso destes marcadores ocorre
mediante sua reprodutibilidade e simplicidade técnica, pequena quantidade de DNA
necessaria, baixo custo (uma vez disponivel), elevado poder de resolugao, co-
dominancia, distribuicdo frequente e aleatéria no genoma e altos niveis de
polimorfismo obtidos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). O alto polimorfismo
torna possivel a diferenciagdo entre populagdes multiparentais, em populagdes
derivadas de hibridos de gendtipos relacionados, e em acessos de germoplasma
diretamente relacionados.

A maior limitagdo dos microssatélites € a necessidade de serem isolados e
desenvolvidos individualmente para cada espécie, tornando a estratégia de
desenho de “primers universais” ndo aplicavel nas analises que utilizam estes
marcadores. O processo de desenvolvimento dos microssatélites € demorado,
trabalhoso e de alto custo, porém se torna menos oneroso frente a facilidade e
eficiéncia do deu uso pela comunidade. Com o sequenciamento do genoma da

soja, a deteccao de novos microssatélites se tornou mais facil, ampliando e
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diversificando a disponibilidade destes marcadores (SONG, et al.,, 2010). Os
microssatélites proporcionaram aos melhoristas e geneticistas uma eficiente
ferramenta para conectar variagdes fenotipicas e genotipicas, atuando ainda na
integracdo de mapas genéticos e fisicos, na identificagdo de gendtipos, protecéo de
variedades, analise de pureza de sementes, utilizacdo e conservacao de
germoplasma, estudos de diversidade, analise génica e de locos quantitativos,
analise de bibliotecas para clonagem génica, selegcdo assistida por marcadores,
estudos de ligagéo e por fim analise de pedigree (CAIXETA et al., 2006).

Os marcadores moleculares conhecidos como Polimorfismos de Base Unica
(SNP - Simple Nucleotide Polimorphism), consistem, resumidamente, em uma
unica base nitrogenada que se altera entre duas sequéncias de DNA, assim,
sequéncias alternativas diferentes (alelos) podem existir entre individuos dentro de
uma populagao (BROOKES, 1999). Estes marcadores podem ser caracterizados de
acordo com as substituicdes dos nucleotideos, sendo denominados de marcadores
de “transi¢ao” (C/T ou G/A), ou de “transversao” (C/G, A/T, C/A, ou T/G). Para que
uma variagdo de base unica seja considerada um SNP, sua frequéncia na
populacao deve ser de pelo menos 1%. Sequéncias relacionadas de SNPs podem
diferenciar dentro de um mesmo individuo e entre individuos de uma populagao. A
heranca de cada variavel pode ser medida de modo direto na prole (EDWARDS et
al., 2007). A deteccdo de SNPs se torna complexa na presengca de genes ou
genomas duplicados. Nestes casos, muitas vezes a diferenciacdo entre a
duplicacdo de homologos e paralogos em um dado local, se torna dificil sem
estudos detalhados de heranga genética (CAIXETA et al., 2006).

Os SNPs receberam maior importancia no decorrer do processo do
sequenciamento do genoma humano, nos quais os cientistas constataram grande
numero de variagdes de ponto ao comparar segmentos do genoma que se
mostravam correspondentes, sendo que 90% dos polimorfismos encontrados no
genoma eram decorrentes de SNPs. O desenvolvimento de outras técnicas e a
reducao dos custos do sequenciamento do DNA acelerou a descoberta destes
marcadores nos genomas vegetais (EDWARDS et al., 2007). Sao relatados como
0s marcadores moleculares mais abundantes em grandes genomas eucariéticos,
incluindo as plantas e sua frequéncia € determinada pela biologia e historia da
espécie, sendo geralmente menos diversificados em espécies cultivadas do que em

espécies selvagens (YUAN et al., 2008;. SIM et al., 2009). Como na maioria dos
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marcadores moleculares, um dos limites para os SNPs é o custo inicial associado a
técnica, durante os processos de construgdo de primers especificos. Estes
marcadores também apresentam ampla distribuigdo no genoma, ocorrendo tanto
em regides expressas quanto em nao expressas, e assumem natureza bi-alélica.
Estas caracteristicas tornaram os SNPs marcadores de grande importancia na
construcdo de mapas de alta resolugcdo, cerca de 100 vezes superior aquela
apresentada pelos mapas ja existentes. A maior resolugao € possivel devido ao fato
de que a densidade dos marcadores SNPs pode ser mensurada na escala de
kilobase, diferentemente dos demais marcadores que tém sua densidade
determinada por escala de megabase (CAIXETA et al., 2006).

Diversas metodologias tém sido desenvolvidas para a deteccdo destes
marcadores, utilizando diferentes estratégias de comparagdo entre regides
especificas do DNA de varios individuos. As abordagens iniciais de detecgcao
amplificam e sequenciam fragmentos genémicos equivalentes, de regides génicas
especificas do DNA de varios individuos, comparando suas sequéncias, e
buscando variagdes. A via direta para a identificagdo de SNPs é o sequenciamento
direto de fragmentos de DNA amplificados por PCR. A andlise eletrbnica de
variacao de ponto se caracteriza como outra técnica de identificacdo. O fato é que,
independentemente do método utilizado, a contribuicdo da bioinformatica nos
processos de identificacdo dessa classe de marcadores € indiscutivel, aliada a
necessidade de validagdo experimental dos dados (CAIXETA et al., 2006). Em um
dos mapas de ligagcdo mais recentes, por meio da utilizacdo de marcadores
moleculares microssatélites e SNPs, cerca de 1.141 genes diferentes foram
posicionados nos 20 grupos de ligacéo da soja (CHOI et al., 2007).

A alta frequéncia de SNPs combinada ao poder dos métodos de
genotipagem de alta escala tornam estes marcadores apropriados para aplicagdes
tais como a identificacdo rapida de cultivares e a construgdo de mapas genéticos
de alta resolugdo (RAFALSKI et al., 2000; KOTA et al., 2003). O desenvolvimento
acelerado de tecnologias e métodos moleculares tornara possivel a redugéo dos
custos e ampliara a viabilidade do emprego dos SNPs em estudos de larga escala,

facilitando os processos de mapeamento (RAGOUSSIS, 2009).
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2.4 Validagcao de Marcadores Moleculares Ligados a Doencgas de Plantas

Podemos definir o processo de Selecdo Assistida por Marcadores (SAM)
como uma “tecnologia que usa marcadores moleculares ligados a um gene alvo
como uma etiqueta molecular que pode ser usada para a sua selecdo indireta”
(PATAN e SLEPER, 2008). Nos ultimos anos, varios estudos tém sido conduzidos
com o proposito de validar marcadores moleculares previamente identificados em
estudos de mapeamento buscando sua utilizagdo em larga escala nos programas de
melhoramento visando reducdo de custos e do tempo demandados para o
desenvolvimento de novas cultivares (ALZATE-MARIN et al., 2005).

DA SILVA et al., (2008) validaram marcadores moleculares associados a
genes de resisténcia a ferrugem da folha do trigo. Foram utilizados 25 genétipos de
trigo (23 cultivares e 2 linhagens) que apresentavam ou n&o os genes de resisténcia
(genes Lr em trigo; MCINTOSH et al., 2007). Com base nos resultados obtidos, os
autores concluiram que os marcadores SCAR associados aos genes Lr9, Lr10 e
Lr24 apresentam potencial de uso na SAM em cultivares brasileiras de trigo,
podendo reduzir o tempo e os custos do processo. Os autores afirmam que a
utilizacdo destes marcadores se restringe aos cruzamentos cujos gendtipos sao
contrastantes para o alelo de resisténcia e para o marcador, portanto € necessario
que o melhorista realize avaliagdo prévia dos marcadores para a verificagcdo de
polimorfismo entre os gendtipos contrastantes (ZOLDAN et al., 1998).

Em um trabalho desenvolvido por ZHANG, et al. (2009) o objetivo foi a
identificacado e validagcdo de marcadores moleculares microssatélites estreitamente
ligados a genes da toxina de sensibilidade presentes no trigo (Triticum aestivum L.) e
que atuam na resposta de defesa ao ataque do fungo Stagonospora nodorum. Uma
populagdo segregante e um conjunto de 88 acessos representando T. aestivum e T.
turgidum foi utilizado para a validagao de marcadores moleculares para os loci Snn2
e Tsnl, que codificam as toxinas de sensibilidade SnTox2 e ToxA. Para atingir mais
marcadores para o locus Snn2, marcadores STS (Sequence Tagged Sites) foram
desenvolvidos a partir de ESTs (Express Sequence Tags) resultantes do
desenvolvimento e mapeamento de 36 marcadores. Juntos, marcadores
microssatélites e EST-STS posicionaram o locus Snn2 a um intervalo de 4,0 cM. Ja
0 gene Tsnl foi posicionado em um intervalo de 1,0 cM entre marcadores

microssatélites. Os marcadores posicionados proximos aos genes Snn2 e Tsnl
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foram validados apenas para cerca de 19% dos acessos de trigo testados. Apesar
de serem eficientes para relativamente poucos acessos, estes marcadores se
mostraram uteis para a sele¢ao assistida, particularmente para a remocao de toxinas
a partir destes alelos de sensibilidade de germoplasma elite e variedades.

A validagcdo de marcadores moleculares para determinada doenca e, mais
especificamente, para um gene especifico nao é tarefa facil, uma vez que nao ha
uma distancia genética limite que defina a maior ou menor eficiéncia de selegao para
tais marcadores. O objetivo dos estudos de validacdo € a maior aproximagao
possivel entre o marcador e o gene alvo, tentando reduzir ou, se possivel, eliminar a
taxa de recombinacao entre eles. Porém essa reducao da distancia genética muitas
vezes pode ser subjetiva uma vez que regides conhecidas como “hotspots” - regides
que sao mais suscetiveis a sofrer recombinacdes - podem ocorrer até mesmo em
distancias muito pequenas. Portanto a definicdo de qual é o limite e qual € a melhor
distancia de validagdo para o gene alvo dependera da espécie em estudo, e das
condicdes observadas durante cada etapa.

Assim, o uso de marcadores moleculares, associados a genes que confiram
resisténcia as principais pragas e doengas de determinada cultura, pode aumentar a

eficiéncia da selegcao de caracteres de interesse com base no gendtipo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Validacdo de marcadores moleculares microssatélites e SNPs ligados aos
genes de resisténcia a P. sojae, Rpslk e Rps8, para serem utilizados no programa

de selecdo assistida ao melhoramento para podridao radicular de fitéftora.

3.2 Objetivos Especificos

e Selecionar marcadores moleculares (microssatélites e SNPs)
polimérficos para o cruzamento entre Williams 82 e BRS 133, e o cruzamento entre
P1 399073 e MG/BR 46;

e Confirmar e saturar as regides cromossdémicas que contém os genes
de resisténcia Rpslk e Rps8, com marcadores moleculares microssatélites e SNPs;

e Validar os marcadores moleculares posicionados proximos aos genes
Rpslk e Rps8 em diferentes retrocruzamentos do programa de melhoramento para

fitoftora da Embrapa Soja.
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CAPITULO 2

VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES EM SOJA LIGADOS A GENES
DE RESISTENCIA A PODRIDAO RADICULAR DE FITOFTORA.

RESUMO

A doenga conhecida como podridao radicular de fitéftora, resultante do ataque do
patdgeno Phytophthora sojae, € uma das principais doengas que atacam as lavouras
de soja no Brasil € no mundo, causando prejuizos estimados em bilhdes de ddlares.
O objetivo deste trabalho foi validar marcadores moleculares microssatélites e SNPs
ligados aos genes de resisténcia a P. sojae, Rpslk e Rps8, visando a utilizagao de
tais marcadores nos programas de melhoramento de soja por meio da selegéo
assistida. Duas populagbes segregantes F,, BW1 e CP8, consistindo de 138 e 93
individuos, respectivamente, foram utilizadas para a confirmacéo e para a saturacao
da regido cromossdmica que contém os genes Rpslk e Rps8 respectivamente. Os
marcadores mais proximos aos genes foram selecionados e validados em
populagdes de retrocruzamentos do programa de melhoramento para a fitéftora da
Embrapa Soja. Os resultados revelaram oito marcadores moleculares validados na
progénie F, da populagcdo BW1, enquanto que apenas dois marcadores foram
validados na progénie F, da populagdo CP8. Dos marcadores mapeados nas
populacdes BW1 e CP8, foram selecionados trés marcadores ligados a cada gene, e
estes foram entdo testados nas populagbes segregantes provenientes dos
retrocruzamentos. Dois marcadores moleculares, o SNP BARC-064081-18547 e o
microssatélite Satt641, foram validados para 12 dos 14 cruzamentos do programa de
melhoramento para o gene Rpslk. Para o programa de melhoramento para o gene
Rps8, os SNPs BARC-010279-00575 e BARC-010501-00678, foram validados para
5 dos 12 cruzamentos analisados. Para uma maior eficiéncia na sele¢cao desses
genes Rps, e para a realizagdo de trabalhos posteriores, uma maior saturagao das
regides cromossdmicas que contém os genes Rpslk e Rps8 € necessaria.
Principalmente para o gene Rps8, localizado em uma regido que contém um grande
numero de marcadores SNPs ja mapeados e que podem contribuir com novas
informacgoes.

Palavras-chave: Glycine max 1. Phytophthora sojae 2. Gene de resisténcia 3.
Marcadores moleculares 4.
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INTRODUCAO

A utilizagcdo mundial da soja [Glycine max (L.) Merrill] como principal
oleaginosa comercializada (SONKA et al., 2004), contribuiu para que esse grao se
tornasse um dos agroprodutos mais comercializados, responsavel por grande parte
da receita cambial de muitos paises (MISSAO, 2006). O Brasil se destaca como o
segundo maior produtor mundial de soja, com uma estimativa de producdo de 82,68
milhdes de toneladas para a safra 2012/2013, com produtividade média de 3.023
kg/ha (CONAB, 2013). No entanto, a producdo brasileira e mundial de soja é
constantemente afetada por fatores abidticos e bidticos que resultam em grandes
prejuizos nas safras. A doenca conhecida como Podriddo Radicular de Fitoftora,
causada pelo oomiceto Phytophthora sojae (Kauffmann e Gerdemann, 1958), é
responsavel por grandes perdas na produtividade dessa oleaginosa (ERWIN e
RIBIER, 1996), principalmente em anos que apresentam temperaturas mais amenas
e um ciclo de chuvas mais intenso (COSTAMILAN, 2007).

Essa doenca foi observada pela primeira vez no Brasil na safra de 1994/1995
no Estado do Rio Grande do Sul e hoje, em menos de duas décadas, pode ser
também observada nos estados de Santa Catarina, Parana e Mato Grosso do Sul
(SISTEMAS DE PRODUCAO 13, 2008). Os sintomas mais comuns observados em
decorréncia da podriddo radicular de fitéftora em plantas adultas se iniciam pelo
apodrecimento radicial, seguido por clorose das folhas e murcha da planta; a haste e
0os ramos laterais apodrecem e assumem coloragdo marrom-escura, o cortex e 0s
tecidos vasculares tornam-se escuros, a raiz principal e a haste continuam
apresentando tecidos firmes e em poucos dias a planta morre (SCHMITTHENNER,
1999; ALMEIDA et al., 2005). O controle quimico da doenga é considerado dificil e
pouco eficiente, uma vez que a maioria dos oomicetos ndo sao afetados por grande
parte dos fungicidas, condicdo que agrava pelo fato de a infecgdo se iniciar nas
raizes, dificultando ainda mais a agdo dos compostos quimicos sobre o patégeno
(TYLER, 2007).

A busca por cultivares que apresentam resisténcia a P. sojae surge como
uma estratégia necessaria nos programas de melhoramento para podriddo radicular
de fitoftora, contribuindo para a redugéo dos prejuizos causados por essa doenga. A
selecdo dos gendtipos resistentes a esse patdégeno nos programas de melhoramento

€ baseada em avaliagdes fenotipicas, observadas nos individuos inoculados com o
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oomiceto. Porém essa metodologia € trabalhosa, devido a fatores como as
diferentes ragas do patdégeno, heranca qualitativa e quantitativa, alta demanda de
pessoal qualificado e ao elevado numero de plantas que devem ser analisadas
(SISTEMAS DE PRODUCAO 13, 2008).

Nove loci distintos de resisténcia completa a podridao radicular de fitéftora
foram reportados e descritos até o momento, com uma série alélica em dois destes
loci: Rpsl (BERNARD et al.,, 1957) (Rpsla, 1b, 1c, 1d, 1k), Rps2 (KILEN et al.,
1974), Rps3 (MUELLER et al., 1978) (Rps3a, 3b e 3c), Rps4 (ATHOW et al., 1980),
Rps5 (BUZZELL e ANDERSON et al., 1981), Rps6é (ATHOW e LAVIOLETTE et al.,
1982), Rps7 (ANDERSON e BUZZELL et al, 1992; DORRANCE et al., 2004), Rps8
(BURNHAM et al., 2003; SANDHU et al., 2005; GORDON et al., 2006) e RpsYu25
(SUN et al., 2011). Para os isolados de P.sojae que ocorrem no Brasil, os genes
Rpslk e Rps8 sdo os que apresentam maior efetividade na resposta de resisténcia
contra a infeccdo do oomiceto, sendo os maiores responsaveis pela manutencao
dos mecanismos de resisténcia nos acessos brasileiros de soja (GARDNER et al.,
2001; COSTAMILAN, 2007).

Marcadores moleculares de DNA sdo segmentos de DNA que estédo
fisicamente ligados a locos que podem determinar caracteristicas de interesse, e
podem constituir uma ferramenta muito util nos processos de transferéncia de alelos
de resisténcia. O grande potencial destas ferramentas moleculares reside no fato de
serem praticamente ilimitados em numero, de facil deteccdo e se comportarem como
“caracteres” de heranga simples e previsivel, ndo sendo afetados pelo meio
ambiente (FERREIRA e GRATTAPAGLIA et al.,, 1998). Marcadores moleculares
microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR — Simple Sequence Repeats;
LITT e LUTTY et al., 1989) estdo entre os marcadores mais utilizados, devido a suas
caracteristicas de codominancia e a sua ampla distribuigdo ao acaso no genoma,
com frequéncia relativamente alta (AKKAYA et al., 1992). Os Polimorfismos de Base
Unica (SNP — Simple Nucleotide Polimorphism; COLLINS et al., 1998) se
caracterizam como um recente e interessante grupo de marcadores moleculares que
indicam alteragbes em um unico par de bases, constituindo uma ferramenta
minuciosa para as pesquisas moleculares em desenvolvimento (CAIXETA et al.,
2006).

A validacdo de marcadores moleculares, ligados a genes de resisténcia, em

diferentes cultivares de soja contribui para a utilizacdo efetiva destes marcadores
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nos processos de melhoramento por meio da Selecdo Assistidas por Marcadores
(SAM), e assim aumentar a eficiéncia da selegcao de gendtipos resistentes, evitando
efeitos ambientais e erros de fenotipagem que podem atrasar e onerar 0s processos
de melhoramento (ALZATE-MARIN et al., 2005). A utilizagdo de marcadores
moleculares para selegéo indireta de gendtipos resistentes a podridao radicular de
fitoftora constitui uma estratégia promissora para a obtencédo de novas cultivares de
soja, resultando em economia de tempo e redugao de custos e conduzindo o Brasil
rumo a lideranga na produgdo mundial desse gréo. Assim, este trabalho teve por
objetivo a validagdo de marcadores moleculares microssatélites e SNPs ligados aos
genes de resisténcia a P. sojae, Rpslk e Rps8, visando a utilizagdo destes
marcadores nos programas de selegédo assistida ao melhoramento genético da soja

visando resisténcia a podridao radicular de fitéftora.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Duas populagdes segregantes de soja foram utilizadas para as analises
fenotipicas e para a confirmagao e saturacado da regiao cromossémica de Rpslk e
Rps8. A primeira populacdo foi obtida a partir do cruzamento entre a cultivar
brasileira BRS 133, suscetivel a fitéftora, e a cultivar Williams 82, com resisténcia
dominante para o alelo Rpslk (chamada neste trabalho de populacdo BW1). A
segunda populagao foi obtida a partir do cruzamento entre a cultivar MG/BR 46
(Conquista), suscetivel a fitoftora, e a Planta Introduzida Pl 399073, com resisténcia
dominante para o alelo Rps8 (chamada neste trabalho de populagdo CP8). Os
gendtipos parentais usados nos cruzamentos foram fornecidos pelo Banco de
Germoplasma (BAG) da Embrapa Soja, localizado em Londrina — PR. Os parentais e
as populacbes F, e Fy3 de cada cruzamento, foram cultivados em casa-de-
vegetacdo para avaliagdo de resisténcia a podriddo radicular de fitéftora e para
coleta de folhas para extragao de DNA (geragao F»). A cultivar BRS 268 foi incluida
no experimento como padrao de suscetibilidade para verificagdo da eficiéncia do
inoculo.

Para a validacdo dos marcadores moleculares microssatélites e SNPs,
selecionados a partir das populagbes BW1 e CP8, foram utilizados individuos
resultantes de retrocruzamentos especificos para os genes Rpslk e Rps8,
realizados no programa de melhoramento da Embrapa Soja. As fontes de resisténcia
obtidas nos retrocruzamentos sdo as mesmas utilizadas nas populagées BW1 e
CP8, ou seja, Williams 82 e PI 399073 respectivamente. Amostras foliares dos
parentais em estudo, assim como dos individuos das populagdes resultantes dos

retrocruzamentos, foram coletadas e armazenadas para a extragcao de DNA.

Instalacdo e Delineamento do Experimento

Os gendtipos parentais e as geragdes F; e Fz.3 das populagdes segregantes
BW1 e CP8 foram semeados em vasos contendo substrato composto de solo e areia
na proporgao 3:1, previamente esterilizado. As populagdes segregantes F, BW1 e

CP8 foram constituidas de 138 e 93 individuos, respectivamente. As populagcdes
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segregantes F,.; de ambos os cruzamentos sofreram uma redu¢ao no numero de
familias devido a alguns fatores, como morte de alguns individuos suscetiveis da
populagdo F,, antes que estes pudessem atingir o estadio reprodutivo, além de
fatores de manejo do experimento. As sementes resultantes das populagdes
segregantes F, foram submetidas a pré-germinagdo, porém mesmo assim, a
germinacao nao foi total e algumas familias apresentaram numero de individuos
muito reduzido. Consequentemente, cada familia apresentou um numero diferente
de individuos, e para obter maior confiabilidade na avaliacdo fenotipica da
populacdo segregante F,.3, foram avaliadas apenas as familias que apresentaram
entre 5 a 15 individuos (Tabela 1). Assim, foram avaliadas fenotipicamente, paras as
populagdbes BW1 e CP8, 87 e 55 familias, respectivamente, na geragdo F,3. O
delineamento experimental para as geragcbes F, foi inteiramente casualizado,
enquanto que para as geragdes Fj.3, foram utilizados blocos casualizados com 3
repeticdes. A casa-de-vegetacgao foi mantida com temperatura e umidade relativa do
ar em aproximadamente 22°C e 60%, respectivamente, controladas por um

termohigrégrafo.

Tabela 1 - Probabilidade da segregacado fenotipica para progénies Fz3 com
diferentes tamanhos (n), supondo que sejam derivadas de um
parental (F) heterozigoto.

TamaAlnho da P= (0,75)" + (0.25)" ProbabiIiQade de Seqreqacéq Fenotipica
Progénie Fz:3 N&o Dominante (%)®  Dominante (%)°
n=1 1,0000 100,00 0,00
n= 2 0,6250 62,50 37,50
n=3 0,4375 43,75 56,25
n=4 0,3203 32,03 67,97
n=>5 0,2383 23,83 76,17
n=6 0,1782 17,82 82,18
n=7 0,1335 13,35 86,65
n=8 0,1001 10,01 89,99
n=9 0,0751 7,51 92,49
n=10 0,0563 5,63 94,37
n= 11 0,0422 4,22 95,78
n=12 0,0317 3,17 96,83
n=13 0,0238 2,38 97,62
n= 14 0,0178 1,78 98,22
n=15 0,0134 1,34 98,66
®= Probabilidade de segregacdo para heranga que ndo apresenta o carater monogénico de dominancia
esperado.

®= Probabilidade de segregacao para heranga monogénica dominante.
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Inoculacao

As populagdes em estudo e os gendtipos parentais foram inoculados pelo
método de palito de dente colonizado com P. sojae. O isolado utilizado, coletado na
cidade de Passo Fundo (RS) e registrado na micoteca da Embrapa Soja com o
coédigo MES526, é compativel com os genes Rpsld, Rps2 e Rps7, e foi obtido junto
ao laboratério de Fitopatologia da Embrapa Soja. O patdgeno foi incubado durante
15 dias a temperatura de 25°C, em placas de petri contendo meio de cultura V8
(250g de extrato de tomate sem sal, 0,6g de CaCO3, 1g de sacarose, 0,2g de extrato
de levedura, 20g de Agar e 1000mL de agua destilada), e uma base de papel filtro
com pontas de palito de dente na vertical (ALFENAS et al., 2007). O patégeno P.
sojae foi inoculado 7 dias apds a emergéncia da plantula, diretamente na haste por
meio da incisdo de palitos contendo suspensdo do inéculo (aproximadamente 10°
esporos/mL) (FREITAS et al., 2007). A inoculagédo foi realizada introduzindo uma
ponta de palito colonizado no hipocdétilo de cada plantula aproximadamente um
centimetro abaixo dos cotilédones e com angulagao aproximada de 45° entre o palito
e a porcao superior da haste (COSTAMILAN, 2007). Essas pontas do palito

permaneceram na plantula até o dia da avaliagao.

Avaliacao Fenotipica

A intensidade da infeccdo causada pelo patéogeno P. sojae foi detectada
mediante avaliagc&do visual da extensdo da lesdo no lenho, descoloragdo vascular,
sintomas de murcha ou morte da planta. A avaliacdo dos sintomas foi realizada sete
dias apo6s a inoculagdo, baseando-se no seguinte critério: a) planta sadia (PS),
quando nao apresenta os sintomas caracteristicos da doenga, com formagcao de um
“calo” (reac&o de hipersensibilidade que impede a multiplicagdo e disseminagao do
oomiceto no interior da haste) no local onde o palito foi espetado possibilitando seu
desenvolvimento natural; b) planta infectada (Pl), quando apresenta lesdes
(necrose) ao redor e no local no qual o palito foi espetado, acompanhada de
escurecimento no interior da haste resultante do desenvolvimento e disseminacao do
oomiceto, o que acaba por afetar seu desenvolvimento natural; c) planta morta (PM),
quando a infecgao causada pelo patégeno € muito severa e resulta na morte da

planta (Figura 3). As plantas avaliadas como PS sao consideradas resistentes ao
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passo que as plantas avaliadas como Pl e PM sdo consideradas suscetiveis
(ALFENAS et al., 2007).

RINCAO, MP, 201)

Figura 3 - Foto ilustrativa das lesbes tipicas de resisténcia (A — planta sadia), e
suscetibilidade (B — planta infectada e C — planta morta) a podridao
radicular de fitoftora.

Extracdo de DNA

Amostras de folhas dos gendtipos parentais e de cada individuo da geragao
F, das populagdes BW1 e CP8, assim como dos individuos das populacdes de
retrocruzamentos para fitéftora da Embrapa Soja, foram utilizadas para extragao de
DNA com base no procedimento descrito por KEIM et al. (1988), com algumas

modificagdes.

Andalises Moleculares

Os marcadores moleculares utilizados nesse trabalho foram selecionados
com base nos trabalhos de mapeamento dos genes Rpslk e Rps8 utilizando
marcadores moleculares (DEMIRBAS et al., 2001; SANDHU et al., 2005; GORDON
et al., 2006), e também com base no mapa genético da soja (SONG et al., 2004)
disponiveis no “Soybase” (http://soybase.agron.iastate.edu/resources/ssr.php). Os
marcadores microssatélites foram inicialmente testados para a selegcdo dos
marcadores polimérficos entre os parentais. Apos a selegdo, os marcadores
polimérficos entre os parentais foram amplificados para as respectivas populagoes.
Os loci de microssatélite foram amplificados de acordo com a metodologia descrita
por AKKAYA et al. (1995), com modificagdes.
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Adicionalmente aos marcadores microssatélites, foram utilizados também
marcadores SNPs. Recentemente, varios SNPs foram posicionados no mapa
genético da soja (HYTEN et al., 2010) e foram selecionados para este estudo com
base na proximidade dos genes Rpslk e Rps8. Inicialmente os SNPs foram
amplificados para os genotipos parentais. Os fragmentos resultantes da amplificagéao
foram purificados (kit de purificacdo de DNA Wizard SV Gel and PCR Clean Up
System — Promegae) e sequenciados (Macrogen - Advancing Through Genomics)
para verificagao de polimorfismo entre os gendtipos. Para os SNPs detectados como
polimoérficos entre os parentais, a genotipagem foi realizada no equipamento
StepOnePlus™ (Applied Biosystems) mediante PCR em Tempo Real (RT-PCR) a
partir da técnica de Discriminagédo Alélica, segundo o protocolo descrito no manual
do fabricante, utilizando-se primers e sondas TagMan®MGB marcadas com
fluoréforos, desenhados com base no programa Primer Express 2.0 (Applied

Biosystems).
Analises Estatisticas

Para as populacbes BW1 e CP8, a razdo de segregacado para as analises
fenotipicas e para os marcadores moleculares, microssatélites e SNPs, foi
submetida ao teste de aderéncia ao modelo como um unico loco, utilizando o teste
do Qui-quadrado (XZ). (@) xz foi calculado através da equacao proposta por Karl
Pearson, segundo FERREIRA (2005):

v*= X (Observado — Esperado)?

Esperado

As analises de ligagdo foram realizadas com o auxilio do programa
MAPMAKER/EXP 3.0 (LANDER et al., 1987) utilizando a fungdo de mapeamento de
Kosambi (KOSAMBI, 1944). O critério de ligagao utilizou LOD escore 3,0 a uma
distancia maxima de 37,2 cM.

Para que as analises estatisticas pudessem refletir com maior confiabilidade
os resultados observados na casa de vegetagdo, os seguintes cédigos foram
atribuidos aos individuos fenotipados para a utilizacgdo do programa
MAPMAKER/EXP 3.0:
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(i) familias que apresentaram de 10 a 15 individuos avaliados como PS (plantas
sadias), receberam o codigo “A” (homozigoto para o gendétipo dominante);

(i) familias que apresentaram de 5 a 15 individuos avaliados como Pl ou PM
(plantas infectadas ou mortas), receberam o codigo “B” (homozigoto para o gendétipo
recessivo);

(iii) familias que apresentaram de 5 a 15 individuos, avaliados como PS e, como PI
ou PM, com probabilidade P<0,01 (Tabela 2), receberam o cddigo “C” (n&o
homozigoto para o parental dominante);

(iv) familias que apresentaram de 5 a 10 individuos avaliados como PS, receberam o
codigo “D” (n&do homozigoto para o parental recessivo);

(v) familias que apresentaram 5 a 15 individuos, avaliados como PS e como Pl ou
PM, com probabilidade P>0,01 (Tabela 2), receberam o cddigo “H” (heterozigoto).

Tabela 2 - Distribuicdo de probabilidades para progénies F..3 com diferentes
tamanhos (n=5; n=10 e n=15), supondo que sejam derivadas de um
parental (F;) heterozigoto e que apresentem heranca de dominancia

completa.

AouH® BouR." (Poténcia(0,75;X)).(Poténcia(0,25;Y)) Cs x Prob.°
(x) (y) (2) (W) (z.w)
n=5

0 5 0,0010 1 0,0010
1 4 0,0029 5 0,0146
2 3 0,0088 10 0,0879
3 2 0,0264 10 0,2637
4 1 0,0791 5 0,3955
5 0 0,2373 1 0,2373
n=10
0 10 9,5367°% 1 9,5367%7
1 9 2,8610°% 10 2,8610%°
2 8 8,5831°%° 45  3,8624™
3 7 2,5749°% 120  3,08997
4 6 7,7248°%° 210 1,6222°%2
5 5 2,3174% 252  5,83997%2
6 4 6,9523% 210  1,4600"
7 3 2,0857°% 120 2,5028"
8 2 6,2571°% 45  2,8157"
9 1 1,87717°% 10 1,8771™"
10 0 5,6314%2 1 5,6314™%2
n=15
0 15 9,31327° 1 9,313271°
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4,1910
8,8010"
1,1441°%°
1,0297°%
6,7961°%
3,3981°%
1,3107%2
3,9320%
9,17482
1,6515°"
2,25207"
2,25207"
1,55917
6,6817°%
1,3363 2

#= A ou H: genétipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental resistente ou genétipo heterozigoto.
®= B ou R: gendtipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental suscetivel ou genétipo recombinante.

‘= Probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Confirmacao e Saturacao das Regides Cromossdmicas que Contém o0s

Genes de Resisténcia Rpslk e Rps8

O método de inoculagdo utilizando palitos colonizados com o patdgeno,
utilizado para avaliar a reacéo dos gendtipos de soja a podrid&o radicular de fitoftora,
foi eficiente para causar a infeccdo das plantas, confirmando as reacdes esperadas
na cultivar BRS 268, utilizada como padrao de suscetibilidade. Para a geracéo F; e
F..3, cinco vasos de BRS 268, contendo 5 plantas cada, foram dispostos
aleatoriamente entre cada populagcdo, BW1 e CP8, sendo que, 100% de plantas
mortas foram verificadas para os dois experimentos. Este método se mostrou
eficiente para acessar a variabilidade genética desta caracteristica nas populagdes
segregantes em estudo.

As plantas com sintomas de fitéftora foram avaliadas sete dias apos a
inoculagdo. Os gendtipos Williams 82 (que contém o gene de resisténcia Rpslk) e
P1 399073 (gene de resisténcia Rps8) nao apresentaram sintomas, confirmando sua
resisténcia ao patdgeno, enquanto os genoétipos BRS 133 e MG/BR 46, suscetiveis,
apresentaram os sintomas caracteristicos desta doenca, com 100% de plantas
mortas para ambos os gendtipos. Com base na andlise dos dados das avaliagbes
fenotipicas das geragdes F, e F,.3 de cada cruzamento, foi verificado, pelo teste de
XZ, correspondéncia com a segregagao de um unico loco, com agao dominante aos
genes Rpslk e Rps8 (Tabela 3).

Assim, na geragdo F, dos 138 individuos da populagcdo BW1, 108 foram
avaliados como resistentes e 30 apresentaram reacao de suscetibilidade. Ja para a
populacdo CP8, dos 93 individuos, 71 foram resistentes e 22 foram suscetiveis. O
modelo genético com um gene dominante segregando na geracgao F», produzindo a
proporcdo de 3 resistente: 1 suscetivel, se adequou satisfatoriamente aos dados,
apresentando valores de Xz nao significativos para as populacbes BW1 e CP8
(Tabela 3). A avaliacédo da populagdo segregante Fz.3 BW1 mostrou que, das 87
familias avaliadas, 30 foram homozigotas resistentes, 36 foram heterozigotas
resistentes e 21 foram homozigotas suscetiveis. Para a populagdao segregante Fu.3
CP8, das 55 familias avaliadas, 10 foram homozigotas resistentes, 25 foram

heterozigotas resistentes e 20 foram homozigotas suscetiveis. Apesar da redugéo do
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numero de familias, o0 modelo genético com um gene dominante segregando na
geragao Fy3, produzindo a proporgcdgo de 1:2:1, também se adequou
satisfatoriamente aos dados, apresentando valores de XZ nao significativos para as
populagdes BW1 e CP8 (Tabela 3).

Tabela 3 - Analise de Qui-quadrado para segregacgao das geragoes F, e F».3 nas
populacdes BW1 e CP8.

Proporcgéo Proporgéo Prob
Geracdes Observada® Esperada® Qui-quadrado® (o/)c'
A _H B A _H B °
Populacdo BW1
Fa 108 30 103.5 34.5 0,7826 "™ 37,63
Fo3 30 36 21 21.75:43.5: 21.75 4,4482 "™ 10,82
Populacdo CP8
Fa 71 22 69.75  23.25 0,0896 " 76,47
Fo3 10 25 20 13.75: 27.5: 13.75 4,0909 "™ 12,93

= A H e B: gendtipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental resistente, genétipo heterozigoto e
genétipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental suscetivel, respectivamente.

= ns - ndo significativo ao nivel de significancia de 5%.
‘= Probabilidade.

Em condi¢cdes ideais de experimentacdo, espera-se que nenhuma planta
resistente desenvolva a doenca e que nenhuma planta suscetivel apresente-se
sadia. Porém, alguns fatores relacionados ao método de inoculagao utilizado
dificultam a avaliagdo precisa de alguns individuos. Um fator que deve ser
considerado sdo os chamados “escapes” de inoculagdo (plantas com genotipo
suscetivel que sdo avaliadas como plantas resistentes), que podem ser decorrentes
da ma fixagao dos palitos na haste da planta, ou da falta de umidade necessaria e
temperatura 6tima para o desenvolvimento e manutengdo do oomiceto, que muitas
vezes podem sofrer alteragdes dentro da casa-de-vegetagéo.

O gendtipo utilizado como padrao de suscetibilidade (BRS 268) e os
gendtipos parentais suscetiveis (BRS 133 e MG/BR 46) nao apresentaram escapes.
Porém, na avaliagdo das geragdes F,3; foram observados alguns escapes nas
geragbes F», mais especificamente 3 escapes para a populacdo BW1 e 5 escapes
para a populacdo CP8, resultando ao todo em 3,46% de escape para as duas

populagdes na geragao F,. Assim, neste trabalho a taxa de escape foi considerada
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irrelevante, ficando abaixo de 10%, o que € normalmente observado nos
experimentos de inoculagao com fitéftora na Embrapa Soja.

Com o objetivo de saturar a regido que contém o gene Rpslk, um total de 14
marcadores microssatélites (Anexo A) e nove SNPs (Anexo C) foram testados na
populacdo BW1, dos quais oito microssatélites e trés SNPs se mostraram
polimorficos entre os genitores e em desequilibrio de ligagdo, ou seja, ligados ao
gene Rpslk. Para a populagdo CP8, foram testados 13 microssatélites (Anexo B) e
16 SNPs (Anexo D), sendo cinco microssatélites e trés SNPs polimorficos entre os
genitores e ligados ao gene Rps8.

Os marcadores polimoérficos foram testados nos individuos das populacdes F»
e, dentre todos os locos dos marcadores microssatélites e SNPs, apenas o loco do
Sat_154 apresentou distor¢ado de segregacao significativa, de acordo com o teste do
v? (P<0,05) (Tabela 2). E importante ressaltar que a populacdo segregante F.3 CP8
sofreu uma drastica redugdo do numero de familias, o que, por sua vez,
casualmente, elevou o numero de individuos suscetiveis dentro desta populagao
(Tabela 3). Assim é possivel observar que a maioria dos marcadores moleculares
testados na populacdo CP8, em comparacdo com os marcadores testados na
populacdo BW1, apresentaram valores elevados de xz (Tabela 4). A observacéo
destes fatores pode auxiliar na compreensao do resultado obtido para o Sat 154,
com segregacao significativa, que nao era esperado para este loco, uma vez que, a
partir da mesma fonte de resisténcia, ja foi descrito como ligado ao gene Rps8
(SANDHU et al., 2005).

Todos os marcadores moleculares microssatélites e SNPs testados que
apresentaram segregagao nao significativa, se enquadraram satisfatoriamente a
razao esperada para a heranga co-dominate (1: 2: 1) nas populagdes segregantes
F23 BW1 e CP8 (Tabela 4), exceto o microssatélite Satt009 que apresentou uma
segregacao semelhante a esperada para a heranga dominante (3: 1). Em um
trabalho anterior em que o gene Rps1 foi mapeado, o marcador Satt009 também foi
observado com heranga dominante (DEMIRBAS et al., 2001). Assim, o marcador
Satt009, por apresentar caracteristica de dominancia, ndo constitui, por si s6, uma
ferramenta muito eficiente para a selecédo de gendtipos resistentes a fitoftora, uma
vez que nao é possivel a discriminagao dos individuos heterozigotos. Porém, como o

Satt009 foi mapeado a apenas 4,3 cM do gene Rpsik (Figura 4), sua utilizagdo pode
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contribuir para a selecdo assistida, especialmente se utilizado juntamente com

outros marcadores co-dominantes.

Tabela 4 - Analise de Qui-quadrado da segregacdo dos marcadores moleculares
microssatélites e SNPs (geracao F») nas populacées BW1 e CP8.

Proporcéo Proporcéo

Marcadores a a Qui- Prob.
Moleculares WB AQ%OI&B quadrado®  (%)°

Populacdo BW1 (cromossomo 3)
BARC-041781-080%4 27 41 19 21.75:43.5:21.75 1,7586 "° 41,51

Satt159 26 41 20 21.75:43.521.75 1.1149™ 57,27
Satt152 26 41 20 21.75:43.5:21.75 1.1149™ 57,27
Sat_186 26 41 20 21.75:43.5:21.75 1.1149"™ 57,27
BARC-031833-07221 26 41 20 21.75:43.521.75 1,1149"™ 57,27
Satt009 67 20 65.25: 21.75 0.1877™ 66,48
Satt641 24 44 19 21.75:43.5:21.75 0,5862"™ 74,59
BARC064081-18547 24 43 20 21.75:43.5:21.75 0,3793™ 82,72
Satt530 24 42 21 21.75:43.521.75 0.3103™ 85,63
Satt675 24 44 19 21.75:43.5:21.75 0.5862"™ 74,59
Satt683 23 46 18 21.75:43.5:21.75 0.8621"™ 64,98
Populacdo CP8 (cromossomo 13)
Satt519 13 24 18 13.75:27.5:13.75  1,8000™ 40,66
Satt425 14 21 20 13.75:27.5:13.75 4,3818™ 11,18
Satt595 14 22 19 13.75:27.5:13.75 3,1091™ 21,13
Sat_229 10 32 13 13.75:27.5:13.75 1,8000" 40,66
Sat_154 11 22 22 13.75:27.5:13.75 6,6000 * 3,69

BARC-010279-00575 12 23 20 13.75:27.5:13.75  3,8000™ 14,96
BARC-010501-00678 12 24 19 13.75:27.5:13.75  2,6727"™ 26,28
BARC- 017917-02451 11 24 20 13.75:27.5:13.75 3,8364™ 14,69

= A H e B: gendtipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental resistente, genétipo heterozigoto e
gendtipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental suscetivel, respectivamente.

®= ns - nao significativo ao nivel de significancia de 5%, * - significativo ao nivel de significancia de 5%;

‘= Probabilidade.
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Os mapas de ligagado gerados neste estudo mostraram consisténcia com o
mapa de ligacdo consenso (SONG et al., 2004), com algumas diferencas entre as
distancias e pequena inversao na ordem dos marcadores moleculares (Figura 4). As
diferencas encontradas em relagdo as distancias genéticas e em relagdo a posicéo
dos marcadores sdo esperadas nas analises de ligagao nas quais as populagdes
utilizadas sao distintas. Porém as posi¢des dos marcadores moleculares observadas
no mapa genético resultante deste trabalho refletem de maneira muito similar as
posicdes fisicas dos mesmos marcadores quando observados no mapa fisico da

soja (Figuras 5 e 6).
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Figura 4 - (A) Mapa de ligacdo da regido genbémica do gene Rpslk, e seus
respectivos marcadores mapeados na regido com distancias em cM. (B) Mapa
consenso da soja da regidao do cromossomo 3 (GL N) que contém o gene Rpslk. (C)
Mapa de ligagédo da regido gendmica do gene Rps8, e seus respectivos marcadores
mapeados na regiao com distancias em cM, (D) Mapa consenso da soja da regiao
do cromossomo 13 (GL F) que contém o gene Rps8. Fonte: SOYBASE, 2012. Os
mapas consenso da soja B e D estdo representados em diferentes escalas para
tornar possivel a visualizagéo da regido que este estudo abrangeu.
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Figura 5 - Representacao do painel do SoyBase Browser mostrando a regidao do
genoma da soja referente ao cromossomo 3 (GL N), e que engloba a maioria dos
marcadores microssatélites e SNPs (circulados em vermelho), utilizados neste

trabalho para a confirmacao e saturacédo da regido do gene Rpslk, bem como suas
respectivas distancias

s
fisicas em Mbp.
Ghl3 ; | ‘
\ \ H \ \
o 1001 200 i 001 : 40r
H i
+ Bl B H 2 | centromere (approx) H H
q g
+ Bl @ & H I3 E pericentromere (approx)
+ I + + + + t + + + + + + + t + + + I‘ + + + + + + + + +
130 1dM 15W 46M 47M 48M  19M  ZoM 2AM 22M | 23zl 25M |zeNl 27N zall 29K 3oM 31W 32M 33M 3dM 0 aoW 3eM 37M 36r 39n dor ddM
| oo |
1 Mbp | ,
t I )
E zm -
% B & H I3 | soybean (map version 4.0)
Sat_103 BARC: BARC-007730-00066 BARC-008001-00154 BARC-031461-07088 BARC—
I 1 I
BARC_consensus_2008a: F/Gml3  BARC_consensus_2008a: F/Gml3 BARC_consensus_2008a: F/Grd3 BARC_consensus_2008a: F/Gmi3 BARC_consensus_2008a: F/Gnl3 BARC i
BARC-029983-06762 Sattild BARC-0Z2043-04271
1
BARC_consensus_2008a: F/Gal3 BARC_consensus_2008a: F/Gal3 BARC_consensus_2008a: F/Gnl3 BARC_consensus_2008a: F/Gml3
BARC-017133-02214 BARC-038413-10074 Satt33e

BARC_consensus_2008a: F/Gnl3
BARC-050607-05504

I
BARC_consensus_2008a: F/Gml3
BARC-029167-06103

BARC_consensus_2008a: F/Gal3

BARC_consensus_2008a: F/Gal3
BARC-02D599-06028

1
BARC_consensus_2008a: F/Grl3
BARC-024563-04962

BARC_consensus_2008a: F/Gal3
BARC-02D897-00144

BARC_consensus_2008a: F/Grl3
BARC-064707-18784

BARC_consensus_2008a: F/Gal3

BARC_consensus_2008a: F/Gml3
BARC—035411-10073

BARC_consensus_2008a: F/Gml3
BARC-0Z98Z3-0643

|
BARC_consensus_2008a: F/Gml3 BARC_consensus_2

BARC-010137-00527

BARC_consensus_2008a: F/Gnl3
BARC-010279-00576

BARC_consensus_2008a: F/Gml3
SOYHSP176

BARC_consensus_2008a: D1b/Gm0Z

BARC-065495-19507

BARC_consensus_2008a: F/Gal3 BARC_consensus_2008a: F/Gml3
BARC-042651-08346

BARC_consensus_2008a: F/Gml3

Figura 6 - Representagcdo do painel do SoyBase Browser indicando a regido do
genoma da soja referente ao cromossomo 13 (GL F), e que engloba os marcadores
microssatélites circulados em vermelho utilizados neste trabalho para a confirmacao
e saturagao da regidao do gene Rps8, bem como suas respectivas distancias fisicas
em Mbp. (http://www.soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/).
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Ao se selecionar os marcadores moleculares para compor este estudo foram
utilizadas informagdes tanto do mapa genético (CHOI et al., 2007), quanto do mapa
gendmico (Soybase). Observa-se, no entanto, que alguns marcadores moleculares
presentes no mapa fisico,b como o SNP BARC-084081-18547, nao estavam
presentes no mapa genético consenso da soja (SONG et al., 2004), a0 mesmo
passo que alguns marcadores que estao dispostos no mapa genético consenso nao
foram encontrados no mapa fisico, como € o caso dos SNPs BARC-010279-00575 e
BARC-010501-00678 (Figuras 4, 5 e 6).

Neste estudo foi possivel saturar com maior intensidade a regido gendémica
que contém o gene Rpslk em comparacgao a regido do gene Rps8 (Figuras 4, 5 e 6).
Este resultado foi decorrente principalmente da dificuldade de amplificagao obtida
para a maioria dos marcadores moleculares, microssatélites e SNPs, testados para a
populacdo CP8, e que nao foi observada para a populacdo BW1. Essa dificuldade
de amplificagdo dos fragmentos para estes marcadores, em parte pode ser
compreendida pela diversidade genética existente entre os genitores utilizados como
fonte de resisténcia. A cultivar Williams 82, gendtipo parental resistente da
populagdo BW1, é amplamente conhecida e utilizada em grande parte dos estudos
que compreendem a cultura da soja. O sequenciamento do genoma da soja foi
realizado utilizando a cultivar Williams 82 (SCHMUTZ et al., 2010), e a maioria dos
primers de marcadores moleculares, como no caso dos marcadores utilizados neste
trabalho, foram desenvolvidos a partir da Williams 82, ou mesmo da cultivar
Williams, progenitor que veio a originar a Williams 82, que apresentam igualdade
genbmica de cerca de 99,7% e com elevado grau de alinhamento (CREGAN et al.,
1999; SONG et al., 2004; SONG et al., 2010).

Assim a saturagao da regido que contém o gene Rpslk, no cromossomo 3, na
populacdo BW1 se torna mais simples, uma vez que os primers microssatélites
foram desenvolvidos com base no gendtipo de um dos seus genitores; ao contrario
do que ocorreu na populagdo CP8, em que a saturagdo da regido que contém o
gene Rps8, no cromossomo 13, apresentou algumas limitagbes, como por exemplo,
0 nao anelamento, completo ou parcial, dos primers utilizados devido as possiveis
diferencas genéticas entre a Pl 399073, gendtipo parental resistente da populagéo
CP8, e a cultivar Williams 82, a partir da qual os primers foram desenvolvidos.

Neste trabalho, o gene Rpslk foi mapeado no cromossomo 3 da soja,
flanqueado pelos marcadores BARC-084081-18547 e Satt530, a distancias de 2,7 e
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7,5 cM, respectivamente (Figura 4). Anteriormente, DEMIRBAS et al. (2001) havia
mapeado o gene Rpsl, que teve como fonte de resisténcia a cultivar Clark, na
mesma regido cromossémica, entre os microssatélites Satt159 e Satt152, a uma
distancia de 0,16 e 0,13 cM, respectivamente, também no cromossomo 3 da soja.

Como Rpslk é considerado um alelo de Rpsl, entende-se que todo marcador
que esteja ligado a Rpsl também estara ligado a Rpslk, mesmo que estas
distancias apresentem variacbes entre populacbes diferentes, como observado
neste trabalho. O gendtipo parental resistente utilizado no nosso trabalho
(Williams 82) é distinto do gendtipo parental utilizado por DEMIRBAS et al. (2001) e,
consequentemente, a populagao segregante também, o que explica as diferengas
observadas quanto a posicdo do gene em relagdo aos marcadores e suas
respectivas disténcias genéticas. Porém, podemos observar neste trabalho que os
mesmos marcadores encontrados por DEMIRBAS et al. (2001), Satt152 e Satt159,
apesar de ndo serem 0s mais proximos e de nao estarem flanqueando o gene,
também foram posicionados proximos ao gene Rpslk, a uma distancia de 6,2 cM.
Assim as distancias genéticas podem sofrer alteragdes entre diferentes populagdes
analisadas e ainda entre diferentes condicbes ambientais, uma vez que os sintomas
podem sofrer influéncia de fatores climaticos e resultarem em avaliagdes fenotipicas
imprecisas.

Os marcadores moleculares BARC-084081-18547 e Satt530, que neste
trabalho flanquearam o gene Rpslk, e ainda outros marcadores que também podem
ser considerados proximos como Satt641, Satt009, BARC-031833-07221, Satt159,
Sat_186 e Satt152, posicionados a 3,3 cM, 4,3 cM e a 6,2 cM, respectivamente de
Rpslk (Figura 4), podem ser considerados marcadores potenciais para uso em
selecdo assistida nos programas de melhoramento para fitéftora. As baixas
distancias observadas refletem baixas taxas de recombinagédo entre Rpslk e estes
marcadores, aumentado a probabilidade de co-segregagdo. Assim, as baixas taxas
de recombinacdo podem constituir uma forma de inferir a eficiéncia de sele¢cao de
cada marcador molecular.

A distancia em centiMorgan entre dois loci, como por exemplo um gene e um
marcador molecular, é equivalente a porcentagem de recombinagéo existente entre
estes, assim, para o SNP BARC-084081-18547, que esta a 2,7 cM de Rpslk, a
porcentagem de recombinagdo entre o gene e esse marcador € de 2,7%. Portanto,

ao utilizar esse marcador como uma marca de selegao para o gene Rpslk, existe
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2,7% de probabilidade de que ocorram recombinagdes e 97,3% de probabilidade de
que ocorra co-segregacao, ou seja, a eficiéncia de seleg¢ao calculada com base nas
taxas de recombinagao para esse marcador € de 97,3%. Assumindo esse raciocinio
para o calculo da eficiéncia de sele¢cado, podemos inferir que no caso dos marcadores
proximos a Rpslk, a eficiéncia de selecdo € de 97,3% para BARC-084081-18547,
como mencionado acima, 96,7% para Satt641, 95,7% para Satt009, 93,8% para
BARC-031833-07221, Satt159, Sat_186 e Satt152, e 92,5% para Satt530.

Para o gene Rps8 SANDHU et al. (2005) mapeou o locus de resisténcia no
cromossomo 13 da soja, por meio de duas populagdes segregantes, posicionando-
0 entre os marcadores microssatélites Sat 154 e Satt510, a 4,0 e 6,4 cM,
respectivamente, em uma das populagdes. Na outra populagdo, o gene foi
mapeado a 9,3 cM do marcador Sat_154 e a 13,2 cM do Sat_120. Em outro estudo,
GORDON et al. em 2006 mapeou o gene Rps8 na mesma regido, entre os
microssatélites Satt425 e Satt114, a 20.9 e 10.1 cM, respectivamente. Os
resultados observados em ambos os estudos (SANDHU et al., 2005; GORDON et
al., 2006) corroboram os resultados obtidos em nosso trabalho, no qual o gene
Rps8 foi flanqueado entre os marcadores Sat 154 e Sat 229, na mesma regiao
genbmica. Os resultados obtidos por SANDHU et al. (2005), em relacdo ao
microssatélite Sat 154, ressalta a importancia deste marcador e sua proximidade
ao gene Rps8, de tal modo que, mesmo tendo apresentado segregacao
significativa neste trabalho, este marcador deve ser considerado como potencial
para a utilizacdo em trabalhos de selegao assistida por marcadores.

As diferengas entre as distédncias encontradas nesses trés trabalhos de
mapeamento do locus Rps8 podem ser explicadas pelos mesmos motivos citados
anteriormente para Rpslk. Mesmo que a fonte de resisténcia utilizada seja a
mesma, Pl399073, o genitor com gendtipo suscetivel ¢é diferente, e,
consequentemente,  diferentes  populagbes segregantes sdo  geradas
proporcionando diferentes frequéncias de recombinag&o na regiao.

A distancia genética obtida em nosso trabalho, mais especificamente entre o
gene Rps8 e os SNPs BARC-010279-00575 e BARC-010501-00678, de 8,5 e
13,1 cM respectivamente, faz com que estes marcadores também constituam uma
interessante ferramenta para a selecdo assistida ao melhoramento. Apesar de ser
um importante marcador molecular j& comprovadamente ligado ao gene Rps8

(SANDHU et al., 2005), como o microssatélite Sat 154 apresentou segregacgao
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significativa, sua distancia genética do gene, de 5,7 cM, deve ser ignorada. Ja o
microssatélite Sat 229, que flanqueou o gene Rps8, encontra-se a uma distancia
muito elevada, de 19 cM, e desse modo nao constitui um marcador potencial para o
melhoramento via SAM.

Para o gene Rps8, de forma semelhante ao que foi apresentado para o gene
Rpslk, a baixa taxa de recombinagcdo entre o gene e o marcador, pode inferir a
eficiéncia de selecdo. No caso do microssatélite Sat 154, a segregacéo
significativa poderia super ou subestimar a eficiéncia de selegéo, portanto, assim
como a distancia genética, a eficiéncia de selegcdo para este loco deve ser
ignorada. Ja para o microssatélite Sat 229, a eficiéncia de selecao foi de apenas
81%, nao sendo, portanto, muito eficiente para selecdo em programas de
melhoramentos via SAM, como mencionado anteriormente. Assim, outros
marcadores mais proximos, como os SNPs BARC-010279-00575 e BARC-010501-
00678, podem ser preferencialmente utilizados nos processos de selegao assistida,
visto que apresentaram eficiéncias de seleg¢ao de 91,5% e 86,9%, respectivamente.

Embora alguns dos marcadores mapeados nestas populagdes nao estejam
estreitamente ligados aos locus de resisténcia, outros marcadores localizados na
mesma regido podem ser uUteis em outras populagdes com background genético

diferente.

Validacdo de Marcadores Moleculares Proximos aos Genes Rpslk e Rps8.

Com o objetivo de confirmar a utilidade dos marcadores moleculares
identificados na selecdo assistida para resisténcia a fitéftora, varias populagdes de
retrocruzamentos, envolvendo os genes de resisténcia Rpslk e Rps8 foram
avaliadas com alguns marcadores selecionados. A genotipagem dos parentais
recorrentes, bem como dos individuos resultantes dos retrocruzamentos do
programa de melhoramento para fitéftora, foi realizada utilizando trés marcadores
moleculares, microssatélites e SNPs, posicionados préximos de cada gene, Rpslk e
Rps8, selecionados com base nos resultados de mapeamento obtidos neste trabalho
e em trabalhos anteriores. O microssatélite Sat_154, apesar do resultado obtido em
nosso mapeamento na populagdo segregante CP8, foi utilizado nas analises de
validacéo, visto sua importancia em trabalhos previamente desenvolvidos (SANDHU

et al., 2005). Assim, dois fatores foram avaliados em relacdo a validagao dos
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marcadores moleculares: as taxas de polimorfismo observadas entre os gendtipos
parentais, e a segregacao desses marcadores moleculares para cada populacao
gerada a partir dos retrocruzamentos.

Para ser utii como ferramenta de selecdo, o marcador deve apresentar
polimorfismo na populacido a ser avaliada. Neste trabalho foi analisada a presenca
de polimorfismo em 26 cruzamentos, sendo 14 cruzamentos envolvendo a fonte de
resisténcia para Rpslk, Wiliams 82, e 12 cruzamentos utilizando a fonte de
resisténcia para Rps8, Pl 399073.

Todos os marcadores utilizados foram eficientes para amplificar todos os
gendtipos parentais analisados. O polimorfismo observado nas populagbes de
retrocruzamentos envolvendo o gene Rpslk foi maior do que o observado entre os
cruzamentos utilizados no programa de melhoramento para o gene Rps8 (Tabela 3).
Dos cruzamentos analisados para Rpslk, o microssatélite Satt641 apresentou
polimorfismo para todos os cruzamentos, o0 SNP BARC-064081-18547 foi polimorfico
para 13 cruzamentos, enquanto que o microssatélite Satt530 foi polimérfico para
apenas cinco cruzamentos. Para os cruzamentos analisados para Rps8, o
microssatélite Sat 154 foi o marcador que apresentou maior polimorfismo entre o
parental resistente e os parentais recorrentes, sendo polimérfico para oito dos 12
cruzamentos (Tabela 5). Ja os SNPs BARC-010279-00575 e BARC-010501-00678

foram polimérficos para apenas cinco cruzamentos.
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Tabela 5 - Analise de polimorfismo entre os gendtipos parentais do programa de
melhoramento para fitéftora da Embrapa Soja para os genes Rpslk e Rps8.

Retrocruzamentos Marcadores Moleculares

Rez?squ\te RZi:)er?;?llte Satts30 06458A1|?1CS:547 Satt641

Rps1k
Williams 82 BRS 282 + + +
Williams 82 BRS 232 - + +
Williams 82 BRS 239 - + +
Williams 82 BRS Invernada + + +
Williams 82 Embrapa 48 - + +
Williams 82 BRS 133 + + +
Williams 82 BRS 268 - + +
Williams 82 BRI 04-02935 + - +
Williams 82 BRS 230 - + +
Williams 82 BRS Raimunda - + +
Williams 82 BRS/GO lara + + +
Williams 82 BRS/GO Luziania - + +
Williams 82 BRS/MG 68 - + +
Williams 82 MG/BR 46 - + +

Fpnte Parental Sat 154 BARC- BARC-
Resistente Recorrente — 010279-00575 010501-00678

Rps8
P1 399073 BRS 239 + + +
P1 399073 PC 1107 + - -
P1 399073 Emgopa 302RR + + -
Pl 399073 BRS FavoritaRR + + +
P1 399073 BRS Invernada + - -
P1 399073 BRS 232 - - -
P1 399073 BRS 282 - - +
P1 399073 BRS 245RR - - -
P1 399073 BR 01-69311 - - -
P1 399073 BRS/MG 68 - - -
P1 399073 MG/BR 46 + + +
P1 399073 BRS ValiosaRR + + +

+= Presenga de polimorfismo entre os gendtipos parentais.
-= Auséncia de polimorfismo entre os gendtipos parentais.
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Os individuos das populagdes de retrocruzamentos foram entdo avaliados
para cada marcador selecionado. Os resultados obtidos a partir das analises
realizadas para as populagbes BW1 e CP8, além da confirmacdo e saturagao da
regido génica dos genes Rpslk e Rps8, também validaram os marcadores
posicionados préximos aos genes, para 0s cruzamentos que originaram as
populagdes segregantes, ou seja, para os cruzamentos entre Williams 82 e BRS 133
e entre Pl 399073 e MG/BR 46.

As analises moleculares realizadas para os demais cruzamentos testados
(retrocruzamentos) quanto a segregacdo dos marcadores, fornecem dados
interessantes sobre a aplicacdo destes marcadores para a selegao indireta dos
genes Rps. Poréem de modo um pouco diferente do que foi realizado para as
populagdes BW1 e CP8, a segregacdo dos marcadores moleculares para as
populacdes resultantes dos retrocruzamentos, ndao foi submetida a analise de xz
devido ao tamanho reduzido das populagdes utilizadas. O pequeno tamanho das
populacdes € decorrente de fatores como a selegdo dos gendtipos resistentes
(homozigotos dominantes e heterozigotos) e a eliminagdo dos gendtipos suscetiveis
(homozigotos recessivos), mediante a inoculagado do patdégeno; e ainda, pelo fato de
gue a maioria das populagdes se encontrava na geragao RC+F;.

Nos estudos de validacado de marcadores moleculares € comum a utilizagao
de populagbes que se encontram em geragbes avangadas, 0 que aumenta a
proporgao de homozigose entre os individuos (GREWAL et al., 2008; ZHANG et al.,
2009), ou mesmo na geragao F; ou F3, sendo possivel acompanhar a segregagao
esperada para estas geragbes (SHEEBA et al., 2009). Neste trabalho foram
avaliados alguns individuos derivados de programas de retrocruzamentos, nos
quais, de modo geral, a proporgdo de genes provenientes do parental recorrente
aumenta a cada retrocruzamento, sendo possivel estimar as proporgcdes esperadas
de cada gendtipo mesmo que as populagdes estejam na geragcdo RC4F1. Como as
analises de xz nao puderam ser realizadas, as propor¢cbes de segregagao
observadas para cada populagdo foram comparadas as proporgdes de segregacao
esperadas em duas condigdes: em desequilibrio de ligagdo entre o marcador e o

gene, e em equilibrio de ligagdo entre o marcador e o gene (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6 - Proporgdes esperadas e observadas apds a selecdo dos gendtipos

resistentes, para a segregagcdo dos marcadores moleculares
posicionados proximos ao gene Rpslk.
Proporcéao Proporcéo
. Esperada (%) Observada (OB/OXRC—
e ilams 85 tividube R eAguiIibriﬁb Saussy 06408118547 Saueal
A H B B B
BRS 282 (RC,F5) 10 3342:66.87: 0 g0, S0 010 90:20: 80:
BRS 232 (RC,F1) 2 0: 1000 0 (;5 25:(1)00: 0:8: 100:8: 100:
BRS 232 (RCsF) 3 0: 1000 0 275 12.5:2)00: 0:8: 100:8: 100:
BRS 239 (RC:F) 9 0: 1000 0 go 50:(1)00: 0:8: 100:8: 100:
BRS Invernada (RC:F;) 5 0:  100: 0 O 0, 0T 100:0: 100:
Embrapa 48 (RC;F1) 3 0: 100: 0 % 25:000: 0 100:0: 100:
BRS 133 (RC,F1) 7 0: 100: O 35 25:%0 0:8: 100:8: 100:
BRS 268 (RC,F1) 3 0: 1000 0 (;5 25:2)00: 0:8: 100:8: 100:
BRI 04-02935 (RC;F1) 5 0: 100: 0 O 20, 00 o 100:
BRS 230 (RC,F1) 5 0: 100: 0 (;5 25:800: 0:8: 100:8: 100:
BRS Raimunda (RC,F1) 3 0: 100: 0 % 2500000 OTST 0TS
BRS/GO lara (RCiFy) 7 0: 100: 0 O 0 A 550 55:
BRS/GO Luziénia (RCF;) 2 0:  100: O gé) 50:800: 0:8: 100:8: 100:
BRS/MG 68 (RC,F1) 2 0: 100: 0 O 25700 0 100 100:
MG/BR 46 (RC,F) 4 0: 100: 0 O 26000 O 1000 100:

#= Proporg&o esperada para a segregacdo de um marcador molecular que esta em desequilibrio de ligagdo com

0 gene Rpsik.

b= Proporgéo esperada para a segregagdo de um marcador molecular que esta em equilibrio de ligagdo com o

gene Rpslk.

‘= Proporgao observada nos individuos resultantes dos retrocruzamentos para Rpsik.
RC= retrocruzamento, F= geragéo.
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Tabela 7 - Proporcbes esperadas e observadas apos a selecdo dos gendtipos
resistentes, para a segregacdo dos marcadores moleculares
posicionados proximos ao gene Rps8.

Proporcéo Proporcéo Observada
Esperada (%) (%)°

N° Em BARC-
Cruzamentos - .. Em

Ind desequili ——.... b Sat_154 010279- BARC-
com PI39%073  uid brio® %‘MH A H 00575 010501-00678

uo A H B B A H A H B

S B B
BRS 239 33.75: 12.5: 25: 50: 50: 50: 50: . .
(RC1F») 10 6625:0 625 0 0 50:  50: 0
PC 1107 0: 100: O: 12.5: 0: 0: 100: 0: . .
(RC4F+) 40 87.5 100 0 100: 0 0
FRCCL;O)? 11 8: 100: (;5 25: ?OO 0: (1)00: 0: 100-  O: 0
Emgopa 302RR 11 55.62: 12.5: 18.75: 45.62: 0: 63.75: 100° O 0
(RC4F3) 44.37:0 68.75 54.37 36.25: 0 ' )
(BRRCS2|I::1:;vorlta 3 8: 100: go 50: 8: 100: 8: 100: 0 100: 0
(Bé?éll?;/ernada 4 8 100: go 50: 35 25: (1)00. 0: 100: O 0
BRS 232 0: 100: O: 50: 100: 0: 100: 0:
(RC/F") 8 0 50 0 0 100: O: 0
BRS 282 33.75: 12.5: 25: 100: 0: 100: 0: i )
(RC1F2) 0 66250 625 0 0 20- 80: 0
?RRCS FZASE)RR 5 8: 100: (;5 25: (1)00: 0: (1)00: 0: 100-  O: 0

21

|(3RRCSI11-?9311 10 8: 100: 35 25: 800: 0: (1)00: 0: 100-  O: 0
(BRRCSz/'!_\:I)G 68 5 8 100: 35 25: 800. 0: (1)00 0: 100:  O: 0
MG/BR 4 : 100: : 25: : : : :
(R((;J/ZH) ° 2 8 % 25 ° go >0 go % 0 s0: 50
BRS ValiosaRR y 0: 100: O: 12.5: 0: 100: O: 100: o 1000 0
(RC3F) 0 87.5 0 0 ' '

¥= Proporg&do esperada para a segregacdo de um marcador molecular que esta em desequilibrio de ligagao
com o gene Rps8.

b= Proporgcéo esperada para a segregacao de um marcador molecular que esta em equilibrio de ligagdo com o
gene Rps8.

‘= Proporgéao observada nos individuos resultantes dos retrocruzamentos para Rps8.

RC-= retrocruzamento, F= geragéo.

Os retrocruzamentos foram realizados a partir do cruzamento de um individuo
da geragao F4, resultante do cruzamento simples entre a fonte resistente e a fonte
suscetivel, com o parental recorrente (suscetivel). Apdés o retrocruzamento, as
populagdes RC4F4, foram submetidas a inoculagado do patégeno para a selegdo dos
individuos resistentes. Os individuos RC1F selecionados foram entao retrocruzados
novamente com o parental recorrente, e assim sucessivamente a cada
retrocruzamento. Quando ndo foi possivel realizar os retrocruzamentos nas
geragbes RCF4, as geragbes foram avangadas até RCF, ou mesmo até RCFs3,

mantendo a exposicdo ao patdogeno para a selecdo dos individuos resistentes em
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cada geracao. Assim, os cruzamentos utilizados para a validagao dos marcadores
moleculares passaram por diferentes nUmeros de retrocruzamentos e se encontram
em diferentes geragdes.

O numero de retrocruzamentos e a geragdo de cada populagdo sao
necessarios para o calculo das proporgdes esperadas para a segregagdao dos
marcadores. Assim, considerando a seleg¢ao realizada para os individuos resistentes,
€ esperado, uma vez que o marcador esteja ligado ao gene, que ndo sejam
observados individuos com gendtipo suscetivel (proporgdo esperada para
desequilibrio de ligagao entre o gene e o marcador). Porém, para um loco nao ligado
ao marcador, espera-se uma segregac¢ao normal, observada como se nao houvesse
a selegcédo para os individuos resistentes (proporgado esperada para equilibrio de
ligacao entre o gene e o marcador).

Analisando os resultados observados nas tabelas 5, 6 e 7, podemos inferir
sobre a aplicagédo dos marcadores utilizados nos programas de melhoramento via
SAM. O microssatélite Satt530, apesar de ter sido posicionado flanqueando o gene
Rpslk na populacdo BW1, se mostrou pouco polimérfico para os cruzamentos
realizados. Os cinco cruzamentos para os quais este marcador foi polimorfico,
apresentaram segregacado semelhante a esperada para equilibrio de ligacdo, ou
seja, para as cinco populagdes o marcador mostrou-se ndo ligado ao alelo de
resisténcia do gene Rpslk. Um fato interessante a ser observado sobre o marcador
Satt530, € que este segregou nao ligado ao gene para a populagao resultante do
retrocruzamento utilizando o parental recorrente BRS 133, mesmo parental
suscetivel utilizado na populagdo BW1. Como este marcador se mostrou ligado ao
gene Rpslk na populagdo BW1, um possivel evento de recombinagdo deve ter
ocorrido na populacdo do retrocruzamento em questdo, interferindo assim na
segregagao deste marcador. Devido aos resultados discutidos anteriormente, o
microssatélite Satt530 pode ser considerado um marcador pouco eficiente para a
utilizagcado nos programas de selegéo assistida ao melhoramento de fitéftora para as
populacdes utilizadas neste trabalho.

Ja o SNP BARC-064081-18547 e o microssatélite Satt641 apresentam
elevado potencial para utilizagdo nos programas de melhoramento por meio de
selecdo assistida. Além de terem sido posicionados mais préximos ao gene Rpslk
na populagdo BW1, do que o Satt530, estes marcadores apresentaram elevado

polimorfismo entre os parentais utilizados nos retrocruzamentos, além de
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segregarem em ligagdo com o0 gene para a maioria das populagées. O BARC-
064081-18547 apresentou segregacao semelhante a esperada para desequilibrio de
ligacdo, para 12 das 15 populagbes analisadas. Apenas duas populagdes
apresentaram segregacao esperada para equilibrio de ligagédo, resultantes dos
retrocruzamentos utilizando os parentais recorrentes BRS Raimunda e BRS/GO lara.
Os resultados obtidos para o Satt641foram ainda mais promissores, apresentando
segregacao semelhante a esperada para desequilibrio de ligagdo, para 13
populacdes, e semelhante ao observado para BARC-064081-18547, apenas as
populacdes provenientes dos retrocruzamentos utilizando os parentais recorrentes
BRS Raimunda e BRS/GO lara, segregaram em equilibrio de ligagao.

As analises de segregacdo para os retrocruzamentos do programa de
melhoramento para Rps8 revelaram que os marcadores selecionados proximos a
este gene na populagcdo CP8, foram menos eficientes que os marcadores
selecionados proximos ao gene Rpslk. Dos trés marcadores moleculares testados
nos retrocruzamentos, o Sat_154, apesar de apresentar maior taxa de polimorfismo
entre os parentais, segregou em ligacdo com o gene Rps8 em apenas trés das 13
populagdes segregantes. Por outro lado, os SNPs BARC-010279-00575 e BARC-
010501-00678, posicionados mais distantes do gene e com menor taxa de
polimorfismo do que o Sat 154 apresentaram segregagbes semelhantes a
segregacao esperada em desequilibrio de ligagdo para quatro populacdes, trés das
quais foram comuns aos dois SNPs.

O SNP BARC-010279-00575 também apresentou um fato interessante quanto
a genotipagem dos parentais e da populagdo segregante do cruzamento entre
Pl 399073 e BRS/MG 68. Para este cruzamento nao foi detectado polimorfismo entre
os parentais, os quais ambos apresentaram o alelo caracteristico da P1399073, ou
seja, o alelo do parental resistente. Porém, os cinco individuos da populagao
segregantes, RC,F4, apresentaram outro alelo, sendo genotipados como individuos
suscetiveis. Considerando que os cinco individuos genotipados realmente sejam
descendentes da fonte de resisténcia Pl 399073 e do parental recorrente
BRS/MG 68, uma explicacao possivel para o resultado observado pode se basear no
fato de que em algum dos cruzamentos realizados, cruzamento simples ou
retrocruzamento, tenha ocorrido recombinagédo desigual e que esta se manteve nos
cruzamentos seguintes, contribuindo assim para o resultado que observamos para

estes individuos. Além de recombinagdo desigual, mutacdo por substituicao
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sinbnima também poderia constituir uma hipotese para este resultado, uma vez que
nesse tipo de substituicdo o polipeptideo transcrito ndo € alterado, mantendo assim
o mesmo fendtipo. Desse modo, podemos ver que a eficiéncia do marcador esta
estritamente relacionada a distdncia do mesmo ao gene de resisténcia, visto que
quanto mais proximo do gene, menores seriam as chances de que uma
recombinagao ocorresse entre esses dois loci.

E importante compreender que os marcadores que ndo se mostraram
eficientes neste trabalho, podem apresentar comportamento diferente em outros
trabalhos que utilizem, além de um background diferente, outros alelos e mesmo
diferentes genes que possam estar localizados na mesma regido gendmica. Ja para
os resultados obtidos neste trabalho, algumas estratégias podem solucionar ou
ainda reduzir os problemas encontrados. Com o sequenciamento do genoma da soja
(SCHMUTZ et al., 2010), o desenvolvimento de primers para regides especificas se
tornou uma estratégia mais simples e viavel. No caso da regidao que contém o gene
Rps8, que foi menos saturada, existe ainda uma gama de SNPs ja mapeados na
mesma regido e que podem contribuir com informagdes mais precisas quanto a
localizag&o do gene.

A regido génica que contém o gene Rpslk é mais conhecida, e alguns
trabalhos descrevem genes candidatos ja conhecidos para esse loco. Quatro genes
candidatos, agrupados em duas classes, foram localizados na regido do loco de
Rpslk (BHATTACHARYYA et al., 2005; GAO et al., 2005). Estes genes, de modo
geral, apresentam regides repetidas ricas em leucina (CC-NB-LRR coiled coil-
nucleotide binding-leucine rich repeat), também muito comuns em genes de
resisténcia, e alguns desses genes contribuem de forma efetiva para a resisténcia a
podridao radicular de fitéftora em plantas de soja transgénicas (BHATTACHARYYA
et al., 2005; GAO et al., 2005; GAO e BHATTACHARYYA, 2008). Os genes
candidatos descritos encontram-se posicionados na mesma regido em que o Rpslk
foi posicionado no presente trabalho. Assim, é possivel desenvolver primers
especificos, com base nas sequéncias dos genes candidatos, para serem testados
em futuros trabalhos de validagdao. Adicionalmente, como a principal fonte de
resisténcia do gene Rpslk € a Williams 82, e o sequenciamento do genoma da soja
se baseou nessa cultivar, o desenvolvimento de primers especificos torna-se mais

confiavel e viavel.



74

Ambos os loci estudados neste trabalho estdo localizados em regides que
abrangem grande numero de genes ja identificados e em sua maioria, relacionados
a resisténcia a doencas. O loco de Rpslk, localizado no cromossomo 3, assim
como muitos genes de resisténcia, € descrito como um cluster, constituido por um
gene maior, Rpslk, e alguns genes menores que atuam, direta ou indiretamente,
para gerar os mecanismos de defesa que sdo observados contra a acdao do
patdgeno P. sojae. Dentre os genes de resisténcia ja mapeados e identificados na
mesma regido cromossémica do cluster Rpsl, como o gene Rpp5 (GARCIA et al.,
2008), que confere resisténcia a ferrugem asiatica da soja, cerca de 10 genes
apresentam grande similaridade com o gene Rpslk (BHATTACHARYYA et al.,
2005).

A regido que contém o gene Rps8, também proxima a regido do gene Rps3,
no cromossomo 13 (GL F) da soja, contém pelo menos mais 10 loci, genes maiores
e QTLs, mapeados e ligados a resisténcia a doengas (SANDHU et al., 2005). Além
dos loci Rps, genes de resisténcia a bactérias, como o gene Rpgl (ASHFIELD et
al., 1998), de resisténcia a virus, como o gene Rsvl (YU et al.,, 1994), agentes
patogénicos e QTLs de resisténcia a insetos (RECTOR et al.,, 1999), além de
outros, foram previamente mapeados no cromossomo 13 da soja. Adicionalmente
aos genes ja descritos e identificados molecularmente, esta regido também
compreende genes relacionados aos mecanismos de resisténcia os quais ainda
possuem funcgéo ou especificidade indefinida (JEONG et al., 2001).

O estudo molecular detalhado destes loci, como suas reais posi¢oes fisicas
no genoma da soja, suas rotas metabdlicas e mecanismos responsaveis pelas
respostas de defesa ao patégeno P. sojae, bem como a identificagdo de marcadores
moleculares eficientes na selecdo dos gendtipos resistentes, constitui uma
ferramenta util que se torna a cada dia, mais necessaria nos programas de

melhoramento.
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CONCLUSOES

Neste trabalho o método de inoculacéo utilizando palitos colonizados com o
patdgeno mostrou-se eficiente para ambas as populagbes. Oito marcadores
moleculares foram validados na progénie F, da populagdo BW1, enquanto que
apenas dois marcadores foram validados na progénie F, da populagao CP8. Para o
cruzamento entre Williams 82 e BRS 133, que originou a populagdo segregante
BW1, a eficiéncia de selecdo dos marcadores validados € de 97,3% para BARC-
084081-18547, 96,7% para Satt641, 95,7% para Satt009, 93,8% para BARC-
031833-07221, Satt159, Sat 186 e Satt152, e 92,5% para Satt630. Para o
cruzamento entre Pl 399073 e MG/BR 46 (Conquista), que originou a populagéo
segregante CP8, a eficiéncia de selegdo dos marcadores validados é de 91,5% para
BARC-010279-00575 e de 86,9% para BARC-010501-00678.

Os resultados obtidos para as analises de validacdo envolvendo os
retrocruzamentos do programa de melhoramento para o gene Rpslk, nos permite
concluir que, dos trés marcadores utilizados, apenas dois foram eficientes para o
uso em selecdo assistida nas populagdes estudadas. O SNP BARC-084081-18547
foi validado para os cruzamentos entre a fonte de resisténcia Williams 82, e os
seguintes parentais suscetiveis: BRS 232, BRS 239, BRS Invernada, Embrapa 48,
BRS 133, BRS 268, BRS 230, BRS/GO Luziania, BRS/MG 68 (Vencedora) e MG/BR 46
(Conquista). O microssatélite Satt641 foi validado para os cruzamentos entre a fonte
de resisténcia Williams 82, e os seguintes parentais suscetiveis: BRS 232, BRS 239,
BRS Invernada, Embrapa48, BRS 133, BRS 268, BRI04-02935, BRS 230,
BRS/GO Luziénia, BRS/MG 68 (Vencedora) e MG/BR 46 (Conquista).

Em contrapartida, a partir das analises de validagdo envolvendo os
retrocruzamentos do programa de melhoramento para o gene Rps8, conclui-se que
os trés marcadores utilizados foram eficientes para o uso em selegao assistida,
porém para um numero reduzido de cruzamentos em comparacido com o0sS
resultados obtidos para Rpslk. O microssatélite Sat 154 foi validado para os
cruzamentos entre a fonte de resisténcia P1 399073 e os parentais suscetiveis
BRS 239, BRS Favorita e BRS ValiosaRR. O SNP BARC-010279-00575 foi
validado para os cruzamentos entre a fonte de resisténcia Pl 399073 e os parentais
suscetiveis BRS 239, Emgopa 302RR, BRS Favorita e BRS ValiosaRR. O SNP

BARC-010501-00678 foi validado para os cruzamentos entre a fonte de resisténcia
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P1399073 e os parentais suscetiveis BRS 239, BRS Favorita, BRS 282 e
BRS ValiosaRR.

Os marcadores microssatélites e SNPs validados nos cromossomos 3 e 13
da soja, poderao auxiliar outros trabalhos de melhoramento, servindo como material
para o estudo de Selegdo Assistida por Marcadores Moleculares (SAM). Assim,
para a realizacao de trabalhos posteriores, faz-se necessario uma maior saturagao
da regido cromossdmica na qual, ambos os genes de resisténcia a podridao
radicular de fitéftora foram identificados, principalmente em relacédo ao gene Rps8
que apresentou menor saturagdo e maiores distancias genéticas em relagao aos
marcadores moleculares. Deste modo, visando, entre outras caracteristicas, as
novas tecnologias de genotipagem, sugere-se a utilizacdo de marcadores SNPs,
que se encontram em grande abundancia nas regides genbémicas nas quais 0s

genes Rpslk e Rps8 foram mapeados.
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ANEXO A

. Marcadores microssatélites selecionados para analise molecular na geragao F, da

populacdo BW1.

A A Geno
Sequéncia Sequéncia inic tino
Marcador  Tipo do primer do primer GL® Motif io Fim TF® UtFi)Iiz
Forward Reverse ado
gcgctatgcaag  gcgaaaccgtc 324 Willia
Sct_195 SSR gtctaactaca acacagtctctg N (GAT1 506 324527 154 ms82
gcggcecctaage -
gcgttttggctcatc 462 Willia
Sat_379 SSR tttotttta acaac;?aacct N (TA)10 846 462865 246 Mms82
Satt631 SSR ggtagatccagg  gcgcatctcactg N (AAT) éi; 291649 152 Willia
agcttgagtcag cacttgatttt 6 0 7 ms82
gaaatgcccaga tgaagcaacaa 317 -
Satt159 SSR  aaaacctaataa  aatagaggaat N (AAT)1 012 317016 285 Willia
4 2 ms82
c agag 1
Satt152 SSR gcgctattcctatc  tagggttgtcact N (ATA)2 ggg 333868 251 Willia
acaacaca gttttgttctaa 1 0 2 ms82
346 -
gggaagttataag  gggaatccattc (AT)19 346550 Willia
Sat_186 SSR cagat ctgatgagt N (AG)17 52'3 7 289 ms82
(AAAT) - 391
ccaacttgaaatt  cttactagcgtatt 3 391030 Willia
Satt009 SSR actagagaaa aaccctt N (AAT)1 036 7 162 ms82
3
AT 455 o wil
gcggaacatcac  gcgggaggctct g 5547 illia
Satt64l SSR ggttata gtctcttaga N (ATA)1 424 8 338 ms82
7
catgcatattgact  ccaagcgggtg (ATT)1 ) ) Willia
Satt530 SSR tcattatt aagaggttttt N 2 220 ms82
gcgctatttccgtc  gegtctaacacg (TT; A) 692 692322 Willia
Satt675 SSR ctattatcattttcgt  tatttattattggtc N 317 143
(TTA) 4 ms82
c aatt 4 4
(AT)19 864 -
Sat_084 SSR aaaaaagtatcc  ttgggaccttaga N (ATAC) 021 864026 158 Willia
atgaaacaa agcta 3 9 6 ms82
905 -
Satt683 SSR gcgggatgtgggtc geggttttcecta N (ATT)8 819 905821 256 Willia
ctcaattaaata aactaacctaac 0 3 ms82
gcgcccaaacct gcgggtcagaa 975 -
Satt584 SSR  attaaggtatgaa  gatgctaccaaa N (TAT)2 811 975818 196 Willia
4 1 ms82
ca ctet 0
gcggacgtggg (ATA)2
Satt624 ~ SSR 9°9A00CHOlg o cacacta N 49taata o 554,206104 4600444 il
ggaacactaat a ataattg 16 ms82
(TTA)S

#= GL — Grupo de Ligacéo
®= TF — Tamanho aproximado do fragmento.
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Marcadores microssatélites selecionados para analise molecular na geragao F, da

populagao CP8.
Sequéncia  Sequénciado inici Genétip
Marcador Tipo do primer primer GL® Motif o Fim TF® o]
Forward Reverse Utilizado
209 -
gcgttagcacta  gcgcecgttectctit (TAA) 209338 Williams8
Satts16  SSR - ytittacaaga actttat F 190 BT Tz 2 2
gcgaacggata  gcgtcatccaatat 221 -
Sat_309 SSR tatacccataaa aacaattgttaaag F (T'?)S 281 22;282 300 W”“ngS
ttttcatg tca 61
gcgcaattaag 228 -
Satt425 SSR atccactaagtg gcggcttttcactctt F (ATT) 740 228740 144 Williams8
att cttttattatt 12 29 57 2
aacatttgccga -
Satt374 SSR aaaaagtaagct gegtatcaattaag F (ATT) - - 202 Williams8
atgatg atccattaagtg 12 2
(AgC) 231 231150 Will 8
gatgggaagca  aaccccctcecct illiams
Satt595 SSR aacaagaag aaat F (AAT) 12530 64 215 >
9
gcgcacatctta  gcgttcaattggatt 234 -
Sat_133 SSR actcaaataatt tgatgaaatittaaa F (A;— )2 626 23?226 256 W||I|gm38
gataaag t 23
(TTA)
27ctat 244
Satt663 SSR gcgtcatgcaat  gcgactgcagata E tactatt 513 244514 259 Williams8
gttgtataat acttgactggtagt ac 47 52 2
(TAT)
4
Sat 103 SSR actgggaatcc  aaagaactttcaat E (AT)3 ;2@ 254783 216 Williams8
- atttcttgtta caaatgttgtg 0 07 66 2
gcgtgaaaata 257 -
Sat_297 SSR aatacatagac gcgttttaacacgce F (AT)2 891 257891 170 Williams8
atccaccat atcaacactcttc 3 42 87 2
gecgtgtgetectt gcgagggtttaga -
Sat_229 SSR cacatcttgaga aaaagattcacca F (APZ - - 260 WllllngS
gaaaga aatat
cgtcagggtc 273 -

Sat 154 SSR gagtcat%?gac gcggacgcatttcc E (TA)2 124 273124 137 Williams8
- a tattgatcaag 5 36 85 2
Satt114 SSR gggttatcctccc  atatgggatgataa F (AAT) ?;; 277188 108 Williams8

caata ggtgaaa 17 78 28 2
(ATA)
gcgttaagaatg 284 -
Satt334  SSR  catttatgtttagt  9°929tttttagtl 10 q5g 284160 55, Wiliams8
c gattgagttg (TAA) 74 21 2
6

#= GL — Grupo de Ligacéo

®= TF — Tamanho aproximado do fragmento.
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ANEXO C.

Marcadores SNPs selecionados para analise molecular na geracao F, da populagao

BW1.
Sequénciado Sequénciado SN Pos Tino Genétip
Marcador  Tipo primer primer GL* L ica = de gNP o
Forward Reverse 0 Utilizado
BARC- catgctacatagttt  accttgaccgtga 460 Transic  Williams8
044643-  SNP 9 9 gaccglg N CT 354 ANSIG
08745 tacacctttg aacagttac 307 ao 2
BARC- ccacatgcaagt aaaacgacaa 199 Transi Williams8
042969-  SNP gatccagatag 9 3 a% . 9 N cm 983 587 20 ¢ >
08479 glggaagag 2
BARC- 274 -
zrizs e edled ey N oo e ese TS MRS
06650 gcag gaticg 4
BARC- 293 . -
041781- SNP cg;:ttttgét:tgctag azz;gt;tttag;(t;t;(t:ca N AG 363 252 Trzr;sw W|Il|gm38
08094 gacalcg 9 9
BARC- 299 . -
028645- SNP aztg;czzattc;c cctf[:actact(t;(;ttgccc N CT 1378 516 Trzr;sw W|Il|gm38
05979 gaagg 99 4
BARC- 329 . -
031833- SNP ggcgcaict:tii:tic gat(tg((:;ic;t(tj:ga N CT 919 353 Trzr;sw W|Il|gm38
07221 9299 9 2
BARC- cccaacacaca aatctgggccat e Transi Williams8
028619- SNP a attcttcttg act gagagctaatg N AG 919 550 30 ¢ 2
05977 99 9 2
BARC- cgatgtttatgtgca  catgtctaaagee Transic  Williams8
064081- ~ SNp cgalditialglg 9 9 N CT - 327 ANSIC
18547 cgatggt atgcaacattga ao 2
BARC- ccttctatgaagat ttagccagacgc Transi Williams8
052623-  SNP gaagal  gllagccagacge o) . 454 ANSIC
11536 ccaaaaggagctt tcaaattcg ao 2

a

= GL - Grupo de Ligacéo

®= TF — Tamanho aproximado do fragmento.
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Marcadores SNPs selecionados para analise molecular na geragao F, da populagao

CP8.
Sequéncia Sequéncia POS| Tipo Gerl)otl
Marcador Tipo do primer do primer GL* SNP OSIE TE de P
ao Utiliza
Forward Reverse SNP do
BARC- cgaacccttttga  gaaagagaaggc 23987 Trans  Williams
044797-08809 SNP agatgatgtttg taacagctagc F AIG 522 363 icdo 82
BARC- SNP ggttggaatcagt  gcaccaggcgag F cIT 24710 711 Trans  Williams
045205-08910 ctagaaacaggtt taggagg 778 icao 82
Trans -
BARC- ccgctcgcaaata  gccaaccccttga ) ) =~ Williams
01713302218  SNP  acctttaatg aattcttatc Fce versa gy
BARC- SNP gccaacgtcttcg  gcggcttcttaace F A/G ) ) Trans  Williams
010279-00575 atccattctc tcttcc icdo 82
BARC- tgacatcaaaca  gtgtggtttcagtag 28187 Trans  Williams
031461-07098 SNP caacctcccaaa gaaggtagt F crm 997 616 icao 82
BARC- agctagacaact  ccacttggttcaca 28329 Trans  Williams
022043-04271 SNP cagtcgcatatt gaggaagat F e 680 662 icéo 82
Trans -
BARC- SNP actgacctcatac  agtggaaccgac F clG ) ) versa Williams
029823-06424 atgtccccttc ggtggc o 82
ta cgggaagacaa Trans -
BARC- gegaaccalagg - degggaag 30457 S Wiliams
017917-02451 SNP caacagtcaaatc caaggz:gagaag F G/T 450 405 vecr>sa 82
BARC- accaactgaattg  aacatcctaatcc 30581 Trans  Williams
030853-06954 SNP gacctttggt aaaagggaggt F AIG 811 616 icao 82
Trans -
BARC- tcttgacctatgetc  ggcttgeggacttg 30619 =~ Williams
01852102020 SNP " actigtatgc gatgtatc P AT Tggg 646 s a2
cccccacgagac -
BARC- ccgttccagcagg 30771 Trans  Williams
013633-01184 NP gagaagagaca caagcgatgtg F T “sp4 998 cao 82
BARC- gggctcctcaaa  ggcaacggcaaa : ) ) Williams
015903-02010 SNP actcttcttaatc aaggtttctt F A ID 82
BARC- SNP gcgaggttatggt  gccccattccatee F cIT ) ) Trans  Williams
010501-00678 ctactgag cattgtaccac icao 82
tccaccacc Trans -
BARC- 9g¢ ggcgttectttcttc 31395 =~ Williams
01543501966 O\ 80aaccacaag gy PG g 218 versd g
tgagatgaatgcg -
BARC- ggttcaatccagg 26009 Trans  Williams
050657-09804 SNT " gcatittcaaa agaaa";ggatag F NG Tgq1 B3 a0 82
catttgatagtttct -
BARC- gaaagctggaatt 27315 123 Trans  Williams
04268108346 SN\ aacattttettictet oo cagaa NG 939 9 icao 82

tcaaattttt

#= GL — Grupo de Ligacéo

®= TF — Tamanho aproximado do fragmento.
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ANEXO E

Protocolos

EXTRACAO DE DNA

Procedimento descrito por KEIM et al. (1988) com algumas modificagdes.

Aproximadamente, 1g de tecido foliar congelado foi pulverizado, utilizando-se
almofariz, e entdo transferido para microtubos com capacidade para 1,5 mL. Em
cada microtubo foi adicionado tampéao de extracdo na proporgcdo de quatro vezes o
volume da amostra [100 mM Tris, pH 8,0, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 1% (m/v)
brometo de trimetil N-cetii aménio (CTAB), 0,1% (v/v) 2-mercaptoetanol]. A
suspensao foi incubada a 65° C por 60 minutos, com agitagcdo manual a cada 15
minutos. Apos a incubagéo, as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 10
minutos, com transferéncia da fase aquosa para outro microtubo. Foi adicionado
igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), o qual foi misturado a solugao
por inversdes e entao centrifugado a 6000 rpm por 15 minutos. Estes ultimos passos
foram repetidos. O DNA foi precipitado com a adigdo de isopropanol (2/3 do volume)
e, posteriormente, a solugdo foi centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos,
descartando-se o sobrenadante e adicionando-se 0,5 mL de etanol 70%. Uma nova
centrifugacao foi realizada e o sobrenadante foi descartado, para diluicido do DNA,
precipitando em 0,4 mL de 10 mM tris/1 mM EDTA, pH 8,0. Para finalizar, foi
adicionada a enzima RNAse A na propor¢ao de 40 ug/mL, com incubagéo a 37° C,

por pelo menos 30 minutos.
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CONDICOES PARA AMPLIFICACAO DE MICROSSATELITES

Componentes do Mix Volume para 1 reacéo Final
Agua MilliQ® 3,00 pL -
Tampao 10X 1,00 uL 1X

MgCl; (50 mM) 0,30 L 1,5 mM
dNTP’s (10 mM) 0,52 pL 0,52 mM

Primer Forward (2 mM) 1,00 pyL 0,2 mM

Primer Reverse (2 mM) 1,00 L 0,2 mM
Taq (5 U/mL) 0,20 pL 1U

DNA (20 ng/pL) 3,00 pL 60 ng
Volume total da reacéac 10,00 pL -

Montar o mix multiplicando o volume de cada componente pelo numero total
de reagdes mais uma, o volume final de cada reacdo é de 10 pL. Quando o
experimento envolve a analise de varios individuos com o mesmo primer, o primer &
adicionado no mix. Se por outro lado a analise envolve poucos individuos com
muitos primers, o DNA ¢ incluido no mix — mas normalmente o DNA ¢é adicionado
separadamente. O componente que nao for adicionado ao mix sera adicionado
separadamente em cada tubo antes da adigdo do mix. Apds adi¢ado do mix os tubos

sao fechados e levados para o termociclador.

Condic¢des de termocilagem:
Holding Stage: 94°C - 1 minutos

94°C - 40 segundos

Amplificagdo: 55°C - 40 segundos 35 ciclos
72°C - 40 segundos

72°C - 1 minutos

4°C - forever
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CONDICOES PARA AMPLIFICACAO DE SNPs

Componentes do Mix Volume para 1 reacéo
TagMan® Universal PCR Master Mix (2 X) 6.25 uL
SNP Assay Mix (20 X) 1.00 pL
Agua MilliQ® 4.25 L
DNA (20 ng/uL) 1.00 uL
Volume total da reacao 12.50 pL

Montar o mix multiplicando o volume de cada componente pelo numero total
de reagdes mais uma, o volume final de cada reacdo é de 12.5 uL. Quando o
experimento envolve a analise de varios individuos com o0 mesmo SNP Assay Mix, o
SNP Assay Mix € adicionado no mix. Se por outro lado a analise envolve poucos
individuos com muitos SNP Assay Mix, o DNA é incluido no mix — mas normalmente
o DNA ¢é adicionado separadamente. O componente que nao for adicionado ao mix
sera adicionado separadamente em cada tubo antes da adicdo do mix. Apds adigcao

do mix os tubos sio fechados e levados para o termociclador.

Condicdes de termociclagem:
Pré PCR Read: 60°C - 30 segundos

Holding Stage: 95°C - 10 minutos

Amplificagédo: 95°C - 15 segundos

60°C - 1 minuto 40 ciclos

Post PCR Read: 60°C — 30 segundos
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GEL DE POLIACRILAMIDA 10%
Adicionar os componentes, temed e persulfato de aménia somente no final da
preparagao, aplicando imediatamente nas placas, que ja devem estar devidamente

limpas e montadas.

Gel-Separador

Componentes Volume final (1 placa)
Acrilamida-Bis (29:1) 8,9mL
Agua destilada 3,3mL
1,5 M Tris-HCI (pH8,8) 4,2mL
Persulfato de Aménia 10% 63,8ul
Temed 15,8ul
Total 16,4mL

Gel-Concentrador

Componentes Volume final (1 placa)
Acrilamida-Bis (29:1) 8,9mL
Agua destilada 3,3mL
1,5 M Tris-HCI (pH®6,8) 4,2mL
Persulfato de Aménia 10% 63,8ul
Temed 15,8ul
Total 16,4mL

Obs.: Usar luvas na preparagao do gel

GEL DE AGAROSE/SYNERGEL 3%

Cuba grande (Life Technologies): capacidade para 2 pentes de 30, 21, 20 ou 15

posicdes.

e Synergel........ccccuvrnnnnnnn. 2,88 ¢
e AQarose........ccccceeeeeeannnn. 1,75 g
e TBE1X cooiiiiiieiieeiee 250 mL

Fundir a Agarose + Synergel no microondas. Esfriar até que suporte a temperatura
na parte interna do antebraco.
Adicionar Brometo de Etidio (10mg/mL)................ 3,5 uL.



GEL DE AGAROSE 1%

Cuba grande (Life Technologies): capacidade para 4 pentes de 52 posicoes.

Fundir a Agarose no microondas. Esfriar até que suporte a temperatura na parte

interna do antebraco.
Adicionar Brometo de Etidio (10mg/mL)................ 3,5 L

93
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ANEXO F
Solucbes
Tampéo de Extracao
Componentes Concentracéo final Volume Final (10ml)
CTAB 5% 1% 2,0 mL
NaCl 5M 1,4 M 2,8 mL
Tris-HCI 1M pH 8,0 100 mM 1,0 mL
EDTA 0,5M 20 mM 0,4 mL
Mercaptoetanol 0,1% 0,01 mL
Agua destilada 3,7mL

Obs: 0 mercaptoetanol deve ser adicionado somente no momento do uso do tampéao

TBE (10X)
1089 Tris base
55g acido bdrico
40mL EDTA (0,5 M pH 8,0)

Completar com agua destilada para o volume final de 1L.

Tampédo de Amostra — 40 % sacarose
49 sacarose
0,025g de azul de bromofenol

Solubilizar a sacarose em 10mL de agua destilada. Acrescentar o azul de

bromofenol e agitar. Manter em geladeira.

TE pH 8,0
10 mM Tris-HCI pH 8,0 (500 L Tris-HCI 1M pH 8,0)

e 1 mMEDTA pH 8,0 (100 uL EDTA 0,5M pH 8,0)

e Completar com agua MilliQ® para o volume final de 50 mL.
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Tampao para RNAse A
e 10 mM Tris-HCI pH 7,5
e 15 mM NaCl.

Tampéo de Reacao 10X
e 100mM Tris-HCI pH 8,3 (100l tris-HCI 1M pH 8,3)
e 500mM Cloreto de Potassio (500ul KCI 1M)
e 400ul agua MilliQ®.

Cloreto de Magnésio 50mM
e 50ul MgCl; 1M
e 950ul agua MilliQ®.

dNTP’s 2,5mM
e 25ul de cada nucleotideo

e 900ul de agua MilliQ®.

Diluicao de primers SSR
e Os primers fornecidos na concentracdo de 20uM, sado diluidos para a
concentracao de 2uM.
Diluir 20 uL de primer em 180 uL de agua MilliQ®.
e Os primers fornecidos na concentragdo de 100uM, sao diluidos para a
concentragédo de 2uM.
Diluir 4 pL de primer em 196 pL de agua MilliQ®.

Solucéao de acrilamida 40% (29:1)
Solucdo 40% - 40g de acrilamida + bis-acrilamida em 100mL de agua
Em 40g, adicionar 29 parte de acrilamida e 1 parte de bis-acrilamida:
e 36,679 de acrilamida
e 1,339 de bis-acrilamida
e Em um becker, pesar a acrilamida e a bis-acrilamida, adicionar 50 mL de agua
destilada, colocar no agitador com aquecimento para dissolver. Em um bal&o

volumétrico, completar com o volume para 100mL com agua destilada.
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Solucéao de persulfato de amoénia 10%
0,159 de persulfato de aménia

1,5mL de agua destilada.

Tampéo- 1,5M Tris-HCI pH8,8
diluir 189,65 de Tris em 1000mL de agua destilada

Obs: Ajustar o pH.

Tampao- 0,5M Tris-HCI pH6,8
diluir 30,27 de Tris em 500mL de agua destilada

Obs: Ajustar o pH.

Tampao 10x de eletroforese-Tris-glicina
Tris 30,99
Glicina 144,1g

Dissolver em 800mL de agua e completar para 1L.

Solucéo de Brometo de Etidio 10mg/mL (Estoque)

0,1g de Brometo de Etidio
10ml de agua destilada

Armazenar em local escuro € manipular com luvas.

Solucéo de Brometo de Etidio para corar gel
40uL de Brometo de Etidio 10mg/mL
800mL de agua

Manter o gel mergulhado na solugéo de brometo de etidio sob agitacédo lenta por

20 minutos, retirar o gel e transferir para recipiente contendo agua e manter sob

agitagao lenta por 5 minutos, para descorar, retirando o excesso de brometo.



