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Epigrafe

Se...

Se eu pudesse deixar algum presente a voceé,
deixaria acesso ao sentimento de amar a vida
dos seres humanos.

A consciéncia de aprender tudo o que foi
ensinado pelo tempo afora...
Lembraria os erros que foram cometidos para

gue n&o mais se repetissem.

A capacidade de escolher novos rumos.
Deixaria para vocé, se pudesse, o respeito
aquilo que € indispensavel:

Além do péo, o trabalho.

Além do trabalho, a acéo.

E, quando tudo mais faltasse, um segredo:
O de buscar no interior de si mesmo
a resposta e a forca para encontrar a saida."

(Mahatma Gandhi)
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RESUMO

Identificada pela primeira vez no Brasil na safra 2000/2001, a necrose da haste da soja
(NHS) é causada pelo virus CpMMV — Cowpea mild mottle virus, pertencente ao grupo
Carlavirus. E uma virose altamente destrutiva, que pode levar & morte das plantas.
Essa virose tem se disseminado pelas lavouras de soja do pais, por meio da mosca
branca (Bemisia tabaci bi6tipo B) a qual € o vetor. Esse inseto est4 associado a outras
culturas importantes no pais, e apresenta grande capacidade de desenvolver
resisténcia aos inseticidas. Os objetivos deste trabalho foram estudar a heranca da
resisténcia da soja a NHS e mapear o(s) gene(s) de resisténcia, com o auxilio de
marcadores moleculares. Foi obtida uma populacdo F, segregante para a resisténcia
a NHS, a partir do cruzamento entre as cultivares BRS 133 (resistente) e CD 206
(suscetivel). A avaliacdo foi realizada em casa-de-vegetacdo, e a inoculagdo foi
realizada no primeiro trifdlio totalmente expandido, e repetida apdés 10 dias. As
avaliacdes foram realizadas 20 dias apds a primeira inoculagéo, e repetidas 15 dias
apos. Das 114 plantas F, avaliadas, 92 foram resistentes e 22 foram suscetiveis. O
resultado é compativel com a heranca de um gene dominante (x?=1,98, P=15,97%). O
mapeamento deste gene de resisténcia foi realizado pelo método de andlise de bulks
segregantes (BSA). O gene, denominado Rssn (Resistance to soybean stem necrosis)
foi mapeado no Grupo de Ligacdo G do genoma da soja, entre os marcadores Sat_308
e Satt303, a 28,87cM do primeiro e 29,64cM do segundo. O mapeamento fino desta
regido gendmica podera identificar marcadores mais proximamente ligados ao gene
Rssn, os quais poderdo ser utilizados em programas de selecdo assistida por
marcadores moleculares microssatélites, no melhoramento genético da soja.

Palavras-chave: Cowpea mild mottle virus. Heranca da resisténcia. Marcadores
microssatélites. BSA. Sele¢do assistida por marcadores moleculares.
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ABSTRACT

Identified for the first time in Brazil in the 2000/2001 season, the necrosis of the
steam of soybean (NHS) is caused by the virus CoMMV - Cowpea mild mottle virus
belonging to the group Carlavirus. It is a highly destructive virus, which can lead to
death of plants. This virus has been spread by the soybean crop in the country,
through the vector, the white fly (Bemisia tabaci biotype B). This insect is associated
with other important crops in the country, and presents a great ability to develop
resistance to insecticides. The objectives of this work were to study the inheritance of
the resistance of soybeans to the NHS and map (s) gene (s) of resistance, with the
help of molecular markers. It obtained a population F, segregant for resistance to the
NHS, from crossing between the cultivars BRS 133 (resistant) and CD 206
(susceptible). The evaluation was performed in green house, and the inoculation was
made in the first trifolium fully expanded, and repeated after 10 days. The
assessments were made 20 days after the first inoculation, and repeated 15 days
later. Of the 114 plants F, assessed, 92 were resistant and 22 were susceptible. The
result is compatible with the legacy of a dominant gene (3? = 1.98, P = 15.97%). The
mapping of the gene for resistance was made by the method of analysis bulks
segregating (BSA). The gene, called Rssn (Resistance to soybean stem necrosis)
was mapped in the Linkage Group G of the soybean genome, between the markers
Sat 308 and Satt303, 28.87 cM of the first and second in 29.64 cM. The fine
mapping of this region genomic markers can identify more closely linked to gene
Rssn, which can be used in programs of assisted selection by molecular markers
microsatellites in soybean genetic improvement.

Keywords: Cowpea mild mottle virus. Inheritance of resistance. Markers
microssatellites. BSA. Assisted selection by molecular markers.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populacdo do planeta, o aumento do poder
aquisitivo de parte significativa dos trabalhadores a nivel mundial, a substituicdo
crescente do farelo de carne pelo farelo de soja, a crescente demanda da matéria
prima soja pela industria de carnes, tintas, lubrificantes, plasticos e biodiesel, entre
outras, sao fatos que mostram de forma inequivoca os avancos que o mercado da
soja tera nos proximos anos (DALL'AGNOL et al., 2007).

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é o quarto maior cultivo a nivel
mundial e o primeiro entre as oleaginosas, abrangendo uma area de mais de 90
milhdes de hectares 0s quais proporcionaram a producao de 219,7 milhdes de
toneladas de gréaos na safra 2007/2008 (USDA, 2008).

A importancia da soja a nivel mundial estd no incremento da
producdo, a qual foi de 763% no periodo compreendido entre 1970 e 2007,
correspondendo a um acréscimo de mais de 5 milhdes de toneladas anuais. No
Brasil, este incremento na producdo foi de 39 vezes nos ultimos 47 anos, 0 que
possibilitou expandir fronteiras agricolas, tecnificar cultivos, interiorizar a producao,
descentralizar a agroindustria e incrementar o comércio internacional (DALL'AGNOL
et al., 2007).

O Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo, com uma
area de aproximadamente 21,2 milhdes de hectares cultivados na safra 2007/2008,
gerando uma producédo de 59,5 milhdes de toneladas e uma produtividade média de
2.804 kg/ha (CONAB, 2008).

Entre todos os paises maiores produtores da oleaginosa, o Brasil € 0
anico passivel de atender as futuras demandas mundiais desta matéria prima, em
funcdo das excelentes condi¢cdes edafoclimaticas disponiveis para a cultura, da
tecnologia desenvolvida para a producdo sustentavel em &reas tropicais e pela
disponibilidade de significativas areas que podem ser utilizadas para o seu cultivo,
ndo sendo necessarias acoes de desmatamento (DALL ' AGNOL et al., 2007).

Os empregos diretos, empregos indiretos e de efeito-renda
envolvidos no complexo agroindustrial da soja abrangem entre 4,5 a 5 milhdes de
pessoas (ROESSING; LAZZAROTTO, 2004). A receita direta gerada pela soja na
safra 2006/2007 foi superior a 10 bilhdes de doélares, podendo chegar a 50 bilhdes
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de délares os beneficios indiretos da producdo da soja nacional (DALL'AGNOL et
al., 2007).

O numero de patdégenos associados a cultura da soja nas diversas
regibes produtoras dispersas pelo globo chega a 100 diferentes espécies e destas,
35 apresentam importancia econémica pelas grandes perdas que podem causar,
sendo estas estimadas em 11% ou 15 milhdes de toneladas na safra 1994/1995
(HARTMAN et al., 1999).

No Cone Sul foi relacionado 50 diferentes patégenos associados ao
cultivo da soja, sendo as perdas estimadas na regido na safra 1997/1998 em 1,8
bilhdes de ddélares (YORINORI, 2002).

No Brasil as perdas por organismos prejudiciais a soja na mesma
safra, foram estimadas em 1,6 bilhdes de ddélares (YORINORI, 1999). Para o periodo
de 1997 a 2000 foram estimadas perdas pela ocorréncia de doencas em soja da
ordem de 5,2 bilhdes de dolares (YORINORI, 2002).

A cultura da soja no pais a partir de 2000/2001 passou a associar-se
com o virus Cowpea mild mottle virus - CMMV, pertencente ao grupo Carlavirus e
agente causal da necrose da haste da soja, podendo causar perdas significativas na
produtividade de grédos. As preocupacdes dos especialistas com essa hova virose
sdo grandes, pelo alto potencial de perdas que podem causar, pela sua rapida e
ampla disseminacéo, pela agressividade e dificuldade de controle do vetor, sendo
evidenciada a sua ocorréncia nos estados de Goias, Bahia, Maranhdo, Mato Grosso
e Parana (ALMEIDA et al., 2002; ALMEIDA et al., 2003; ALMEIDA et al.; 2005).

A selecdo de linhagens de soja para a resisténcia a necrose da
haste da soja ndo era realizada conscientemente até 2000/2001, pois ndo havia sido
detectada a presenca do CMMV no Brasil e nem eram conhecidas as perdas que
poderia causar. A partir de testes realizados com genétipos comerciais ficou
evidenciado que 26% deles foram resistentes e que o0s demais apresentaram
suscetibilidade ou desuniformidade frente a este organismo (ALMEIDA et al., 2003).

A selecdo assistida por marcadores moleculares € um procedimento
gue pode ser amplamente utilizado nos programas de melhoramento para a geracao
de genotipos competitivos, com aumento substancial da eficiéncia da selecéo pela
superacéo das barreiras impostas pelas interacdes com o ambiente (GUIMARAES et
al., 2006).
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Os objetivos deste trabalho foram determinar a heranca da
resisténcia a necrose da haste da soja e realizar o0 mapeamento genético por meio
do método de andlise de bulks segregantes (BSA), identificando marcadores
moleculares microssatélites para a selecdo assistida da caracteristica, possibilitando

auxiliar o desenvolvimento rapido e eficiente de cultivares resistentes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM, DISTRIBUICAO E IMPORTANCIA DA SOJA

A soja € uma espécie vegetal originaria da Asia, com o centro de
origem primério relacionado ao nordeste da China e a Manchdria considerado o
centro de origem secundario ou centro de diversidade. Sua domesticacdo ocorreu
por volta do século XI a.C. A espécie Glycine soja pode ser considerada a provavel
ancestral da qual a espécie Glycine max poderia ter evoluido, pelo acumulo de
caracteristicas qualitativas e quantitativas a partir de mutacdes genéticas em G. soja,
com a manutencéao do numero de cromossomos (HYMOWITZ, 1970).

A distribuicdo desta espécie para cultivo em outras regifes desde a
sua domesticacao foi lenta até proximo o final do século XIX, ficando a mesma com
a sua utilizacdo restrita aos paises asiaticos como a China, Coréia e Japdo. Ao
longo do século XIX o interesse em relacdo a soja era baseada na curiosidade
exodtica que despertava e estava presente nos jardins botanicos de varias cidades
importantes do velho e novo mundo. A partir da segunda década do século XX, as
qualidades apresentadas pela soja como alimento protéico e energético,
despertaram interesses crescentes nas industrias em varios pontos do mundo,
embora com tentativas frustradas de introducdo comercial do seu cultivo na RUssia,
Inglaterra e Alemanha (EMBRAPA, 2008).

Os primeiros materiais genéticos foram introduzidos no Brasil por
Gustavo Dutra, por volta de 1882 e foram testados no estado da Bahia (BONETTI,
1981; VERNETTI, 1983). Conforme relato de Vernetti (1983), no estado de Séao
Paulo os primeiros experimentos com soja foram conduzidos na estagdo agronémica
de Campinas em 1891 e nos anos de 1900 e 1901 sementes da oleaginosa foram
distribuidas aos agricultores do estado.

No estado do Rio Grande do Sul a soja foi primeiramente cultivada
em 1901 no municipio de Dom Pedrito. O cultivo da soja no Rio Grande do Sul teve
um trabalho de incentivo muito importante realizado pelo professor americano E.C.
Graig a partir de 1914. A primeira estatistica de producédo comercial de soja no Rio

Grande do Sul data de 1941, informando uma area semeada de 640 hectares,
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possibilitando uma producédo na ordem de 450 toneladas, gerando o primeiro dado
de produtividade média de graos que foi de 700 kg/ha. Em 1949 foi realizada a
primeira exportagdo de soja pelo Brasil atingindo o montante de 18.704 toneladas e
em 1958 era inaugurada a primeira planta destinada a industrializacdo da soja no
Brasil com capacidade de 150 toneladas/dia (BONETTI, 1981; VERNETTI, 1983).

O fato que mais marcou a expansao da soja no Brasil foi quando os
investimentos concentrados em pesquisa com esta espécie possibilitaram o
desenvolvimento de cultivares de soja adaptadas as regides de baixas latitudes
levando o seu cultivo para as regides setentrionais do Brasil entre o tropico de
Capricérnio e a linha do Equador (EMBRAPA, 2008).

A producgéo brasileira de soja no final da década de 1970 estava
concentrada em torno de 98% na regido sul do Brasil. Em 1980 a regido sul
representava 80% da producédo da soja brasileira e em 1990 60%. Em 2007, a
producdo de soja brasileira passou a ser maior nas regides de baixas latitudes com
58% em relagdo as regides tradicionais do sul com 42% (DALL ' AGNOL et al., 2007).

A é soja uma das poucas espécies capazes de disponibilizar grandes
quantidades adicionais de matéria prima em menor espaco de tempo, atendendo as
demandas futuras mundiais por farelos proteicos, 6leos vegetais e biocombustiveis
como o biodiesel e o H-Bio (DALL"AGNOL et al., 2007).

A nivel mundial a soja é o quarto maior cultivo, abrangendo uma
area de mais de 90 milhdes de hectares que proporcionaram 219,7 milhdes de
toneladas de gréaos no safra 2007/2008 (USDA, 2008).

A importancia da soja € evidente quando se observa os dados de
incremento do seu cultivo nos ultimos trinta e sete anos, sendo evidenciado um
crescimento da producdo mundial de 763% no periodo entre 1970 e 2007, o que
corresponde a um total de 192 milhdes de toneladas, ou seja, mais de 5 milhdes de
toneladas ao ano (DALL'AGNOL et al., 2007).

O Brasil, como o segundo maior produtor de soja do mundo, cultivou
no safra 2007/2008, uma area de aproximadamente 21,2 milhdes de hectares,
gerando uma producédo estimada de 59,5 milhdes de toneladas e uma produtividade
média estimada em 2.804 kg/ha, sendo os estados do Mato Grosso com 5,1 milhdes
de hectares, do Parand com 3,9 milhdes de hectares e do Rio Grande do Sul com
3,8 milhdes de hectares, os seus maiores produtores (CONAB, 2008). O Brasil

acompanha de perto o maior produtor mundial de soja que € os Estados Unidos com
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25,4 milhdes de hectares e esta a frente da Argentina, o terceiro maior produtor com
16,8 milhdes de hectares, conforme dados do USDA (2008).

Entre os paises maiores produtores da oleaginosa, o Brasil € o Unico
passivel de atender as demandas futuras mundiais desta matéria prima, em funcéo
das excelentes condi¢cdes edafoclimaticas disponiveis para a cultura, a tecnologia
aqui desenvolvida para a producdo sustentdvel em areas tropicais e pela
disponibilidade de significativas areas que podem ser incrementadas para o seu
cultivo, ndo sendo necessérias acdes de desmatamento para este incremento
(DALL'AGNOL et al., 2007).

A safra de 2006/2007 propiciou a geracdo de uma receita com a soja
superior a 10 bilhdes de dodlares representando o percentual significativo de 8% do
montante de bens exportados pelo Brasil, como citado por Dall’Agnol et al. (2007).
Estes autores salientam também que os beneficios indiretos da producdo da soja
nacional atingem valores superiores a 50 bilhdes de ddlares.

Para Roessing e Lazzarotto (2004), a quantidade de empregos
diretos, empregos indiretos e de efeito-renda envolvidos com todo este complexo
agroindustrial da soja, abrange entre 4,5 a 5 milhdes de pessoas, montante este

correspondente a 6,5 a 7,5% da populacdo economicamente ativa do Brasil.

2.2 ORGANISMOS PREJUDICIAIS A SOJA

O rendimento de grdos em soja pode sofrer perdas significativas
pela associacdo da planta com fatores abiéticos, como a ocorréncia de estresse por
deficiéncia ou excesso de agua em determinados estadios de desenvolvimento da
cultura, valores extremos de temperaturas, excessos ou deficiéncias de nutrientes,
fitotoxicidade de ingredientes ativos e danos fisicos dentre outras. Estas perdas
poderdo também ser importantes quando fatores bidticos passam a interagir com a
cultura ao longo do ciclo, como a ocorréncia de organismos prejudiciais, entre eles
os fungos, as bactérias, os fitoplasmas, os nematoides e 0s virus.

O cultivo da soja no Brasil ocupa uma extensa faixa que vai desde a
latitude de 32° Sul até a latitude de 4° Norte, gracas a adaptacdo da cultura a

regides mais setentrionais como a delimitada pelo Trépico do Capricérnio e a Linha
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do Equador. A extensa regido que atualmente € ocupada pelo cultivo da soja no
Brasil expde as plantas a uma crescente interacdo com os mais diferentes
organismos que podem ser prejudiciais a cultura, podendo chegar a comprometer,
em alguns casos, 0 seu cultivo econdmico. O cultivo da soja de forma continua em
sistema de monocultura agrava em muito as interacées com organismos prejudiciais
que reduzem significativamente a produtividade de grdos, passando estes
organismos a se constituirem em um dos principais fatores limitantes a produtividade
de gréos e a estabilidade produtiva da soja.

O numero de patdégenos associados a cultura da soja nas diversas
regides produtoras dispersas pelo globo chega a 100 diferentes espécies e destas,
35 apresentam importancia econdmica pelas grandes perdas que podem causar
tanto pela reducdo do rendimento de grdos como pela perda da qualidade do
produto (HARTMAN et al., 1999). Sdo em 50 os diferentes patdgenos associados ao
cultivo da soja nos quatro principais paises produtores do Cone Sul (YORINORI,
2002).

As perdas causadas por patdgenos associados a cultura da soja
ocorrentes na safra 1994/1995, foram estimadas de forma conservadora a nivel
mundial em 11% do total estimado de producéo, o que equivaleu a 15 milhdes de
toneladas (HARTMAN et al., 1999). Os mesmos autores relataram que sO nos
Estados Unidos as perdas atingiram quatro milhdes de toneladas, sendo que, entre
0S principais patdogenos, o nematoide de cisto da soja foi 0 que mais comprometeu a
producao.

As perdas causadas por doengas ocorrentes em soja no Brasil na
safra 1997/1998 foram na ordem de 1,6 bilhdes de dolares o que representou
significativa reducéo do rendimento potencial da soja (YORINORI, 1999). As perdas
chegaram no mesmo ano a 1,8 bilhdes de ddlares quando computados as perdas
dos principais paises produtores do Cone Sul, ou seja, o Brasil, a Argentina, a
Bolivia e o Paraguai (YORINORI, 2002). Destes relatos, pode-se projetar que as
perdas no Brasil sdo significativamente superiores as estimadas para os demais
paises do Cone Sul, considerando a proporcdo das dimensfes das areas que
envolvem cada um desses paises. No periodo de quatro safras correspondendo de
1997 a 2000, Yorinori (2002) estimou perdas acumuladas de aproximadamente 5,2
bilhGes de dolares, fato este que evidencia a grande importancia econémica das

perdas que os organismos prejudiciais ocasionam a cultura da soja.
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Conforme estimativas de Balardin (2002), as perdas causadas
somente pelo conjunto de doencas foliares na regido sul do Brasil reduzem em 11%
o rendimento de graos, correspondendo a aproximadamente 163 milhdes de
doblares.

2.3 VIROSES EM PLANTAS E EM SOJA

A soja durante a sua expansao passou a se associar com muitas
outras espécies de plantas diferentes daquelas que eram nativas no seu centro de
origem, o que levou ao incremento de interacdes com os mais diferentes patdgenos
(ALMEIDA, 1994).

As particulas virais que infectam as plantas sdo chamadas de
fitovirus e a associacdo delas com as mais diferentes espécies de plantas sdo muito
comuns. Os fitovirus sobrevivem dentro de algumas células vivas como parasitas
obrigatorios, utilizando toda a energia e o aparato celular do hospedeiro para a sua
replicacdo. Essas particulas virais sdo submicroscépicas com dimensdes inferiores
aos pequenos protozoarios, fitoplasmas e bactérias (ZAMBOLIM, 2002).

Os fitovirus de uma maneira geral sdo formados por uma ou mais
moléculas do acido ribonucléico (RNA) ou do acido desoxirribonucléico (DNA). Esta
molécula é envolvida por uma capa protéica ou lipoproteica, com capacidade de
multiplicagdo exclusiva no interior da célula do hospedeiro, com a perda parcial ou
total da capa, o material genético é liberado para dentro da célula, desencadeando
assim a infeccdo (ZAMBOLIM, 2002).

Foram descritas vinte e quatro diferentes fitoviroses de importancia
econbmica relacionadas a cultura da soja (HARTMAN et al., 1999). O numero de
viroses que ocorrem naturalmente em soja € de 46, pertencentes a 27 diferentes
grupos taxondémicos relacionados a doencas nesta espécie, nas mais diversas areas
de cultivo da soja pelo mundo (TOLIN; LACY, 2004).

A penetracdo e saida dos fitovirus nas células vegetais ndo séo
realizadas por mecanismos proprios, estando estes organismos dependentes na
maior parte das vezes, de ferimentos realizados pelos mais diferentes vetores

naturais. Os principais vetores de fitoviroses em soja sdo afidios (dezenove
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fitoviroses), besouros (cinco fitoviroses), tripes (quatro fitoviroses), mosca branca
(sete fitoviroses) e nematdides (trés fitoviroses). Além disso, foi demonstrada a
transmissao de oito fitoviroses também por sementes, e nem todas as viroses que
ocorrem naturalmente em soja ja possuem os vetores identificados (TOLIN; LACY,
2004).

Os virologistas utilizam como principais métodos para a deteccéo e
identificacdo de fitoviroses 0s métodos bioldgicos (patogenicidade do virus
transmitido mecanicamente frente a um grupo de diferentes espécies hospedeiras),
sorologicos (antisoro policlonal especifico ou anticorpos monoclonais), métodos
baseados nos &cidos nucléicos (sequéncias e genomas, RT-PCR e hibridizacdo),
métodos baseados nos caracteres fisicos e morfologicos das viroses (caracterizagéo
de particulas purificadas) e de estudos envolvendo vetores, sementes dos
hospedeiros e transmissao mecanica.

Os sintomas mais comuns de fitoviroses em soja sdo 0 nanismo das
plantas, necroses de folhas e hastes, folhas enrrugadas, com mosaico, amareladas
ou avermelhadas, além de algumas fitoviroses apresentarem infeccdo latente nao
evidenciando nenhum sintoma aparente. A infeccdo simultdnea da mesma planta
por diferentes fitoviroses determinam efeitos que poderéo ser aditivos, sinérgicos ou
de protecdo cruzada. Nestes casos a identificacdo das fitoviroses por meio da
sintomatologia € ainda mais complexa (HARTMAN et al., 1999).

A mais importante fitovirose, anteriormente reconhecida, associada a
cultura da soja no Brasil, era o virus do mosaico comum da soja (VMCS), relatado
pela primeira vez nos Estados Unidos em 1915. Esta fitovirose causa a reducao do
porte das plantas de soja, afetando tamanho e formato dos foliolos, com
escurecimento da folha e enrugamento, podendo em alguns casos haver a formacao
de bolhas no limbo foliar e o prolongamento do ciclo vegetativo das plantas ou haste
verde. As vagens podem ser reduzidas como também as sementes podem
apresentar o sintoma denominado de “mancha café”. A transmissdo do virus ocorre
por pulgdes e por sementes.

Outras fitoviroses ocorrentes no Brasil sdo o virus da necrose branca
do fumo — VNBF, o virus do mosaico amarelo do feijoeiro — VMAF e o virus do
mosaico da alfafa — MVA (EMBRAPA, 2006).
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2.4 NECROSE DA HASTE DA S0OJA

A Necrose da Haste da Soja foi identificada no Brasil pela primeira
vez na safra 2000/2001, nas regides de Goiatuba e Morrinhos, em Goias (ALMEIDA
et al., 2002). Em 2001/2002 a virose ja havia se espalhado por outras regides de
Goias, e da Bahia. Em 2002/2003 foi identificada também no Mato Grosso e
Maranhao (ALMEIDA et al., 2003), e no Parana (HOFFMANN et al., 2003).

O agente causal da necrose da haste da soja foi relacionado a
espécie Cowpea mild mottle virus — CpMMV, pertencente ao género viral Carlavirus,
da Familia Flexiviridae (ALMEIDA et al. 2002, 2003 e 2005). Esta constatagéo foi
possivel apds grande numero de avaliagcdes envolvendo a utilizagdo de microscopia
eletrénica, método de analise molecular RT-PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase
por Transcriptase Reversa), inoculagdo mecanica em hospedeiros alternativos,
testes de transmissibilidade, andlise eletroforética para quantificacdo da massa
molecular e andlise de imunoadsor¢gao em microscopia eletronica.

Os fitovirus pertencentes ao género Carlavirus apresentam em
comum algumas caracteristicas como a forma alongada e flexuosa das particulas,
com 10-15 nm de diametro e 610-700 nm de comprimento, o &cido ribonucléico
(RNA) apresenta-se monopartido e em fita Unica, com o seu contetdo variando entre
5% a 8,5% e 0 seu peso molecular variando de 2,3 a 3,0 x 10° (6,4 a 8,6 kb), a
massa molecular da proteina do capsidio estimada em 31 a 39 KDa; o coeficiente de
sedimentacao entre 157 S e 172 S; o coeficiente de extingdo variando de 2,1 a 2,3 e
o peso molecular da particula viral estimado em 50-60 x 10° Da, e cada particula
viral contendo de 1600 a 1800 subunidades protéicas (ALMEIDA et al., 2003).

O primeiro relato da espécie Cowpea mild mottle virus — CpMMV em
plantas foi realizado por Brunt e Kenten (1973), estando associado a caupi (Vigna
unguiculata) em Gana. A partir deste primeiro relato outros foram realizados para a
mesma espécie em diferentes partes do mundo e associado as mais diversas
culturas, como a ocorréncia em tomate na Nigéria (BRUNT; PHILLIPS, 1981), em
soja na Tailandia (IWAKI et al., 1982), em soja na Costa do Marfim (THOUVENEL et
al., 1982), em amendoim na India (LIZUKA et al., 1984; NAIDU et al., 1998), em
feijio e feijio mungo na Tanzania (MINK; KESWANI, 1987), em soja na India
(SURYAWANSHI et al., 1989), em amendoim no Sudao (EI-HASSAN et al., 1997),
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em soja no Brasil (ALMEIDA et al., 2002), em feijao na Argentina (RODRIGUEZ-
PARDINA et al., 2004) e em soja na Argentina (LAGUNA et al., 2006).

O modo de replicacdo dos virus do género Carlavirus nas plantas
hospedeiras ndo € ainda integralmente conhecido e a determinagéo da estrutura do
genoma destes fitovirus sdo muito importante para a compreensao das estratégias
de replicacdo dos mesmos (ALMEIDA et al., 2002).

Muitos virus do género Carlavirus tiveram a seqiéncia do seu
genoma parcialmente determinada. A sequéncia completa do genoma foi
determinada para outros virus como o Potato virus M — PVM com 8.534 nucleotideos
(ZAVRIEV et al., 1991), o Blueberry scorch virus — BBScV com 8.514 nucleotideos e
0 Aconitum latent virus — AcLV com 8.657 nucleotideos (FUJI et al., 2002).

Os fitovirus quando em multiplicacdo nas células e tecidos do
hospedeiro, causam alteracdes a nivel celular e de tecidos levando ao aparecimento
de caracteristicas morfoloégicas ou funcionais que podem ser comprometedoras
(ZAMBOLIM, 2002).

Os sintomas descritos inicialmente por Almeida et al. (2002 e 2003),
para as plantas infectadas nas regifes de Goias, na safra de 2000/2001, nas regides
de Goias e em Barreiras no estado da Bahia, na safra 2001/2002 foram o nanismo, a
severa necrose da haste, do peciolo, do broto, o mosaico e bolhas no limbo foliar e
morte de plantas, podendo esta descricdo coincidir com 0s sintomas de outros
organismos prejudiciais a cultura da soja, como é o caso dos sintomas descritos por
Costa e Carvalho (1955), para a virose transmitida por tripes e causada pelo virus
Tobacco streak virus — TSV. Além desta dificuldade, € muito comum diferentes
gendtipos desenvolverem diferentes sintomas frente ao mesmo agente causal viral,
conforme observado por Almeida (1983) e Almeida et al. (2002).

Os sintomas aparentes de uma virose vao depender da estirpe do
virus, do gendtipo do hospedeiro, das condicdes ambientais e da presenca de outras
viroses que possam estar presentes (ALMEIDA et al., 1994).

A infeccdo simultanea da mesma planta por diferentes fitoviroses
determina efeitos que poderdo ser aditivos, sinérgicos ou de protecdo cruzada,
tornando nesses casos a identificacdo das fitoviroses por meio da sintomatologia
ainda mais complexa. A identificagdo de um virus em particular como agente causal
de uma determinada doenca é uma tarefa desafiadora, embora haja disponibilidade

de provas especificas imunologicas e baseadas nos acidos nucléicos que possam
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diminuir os erros e aumentar a velocidade de diagndsticos de doencas de origem
virotica (HARTMAN et al., 1999).

2.4.1 Vetores

Os fitovirus encontram-se na natureza na sua maior parte associados
a células de plantas suscetiveis das culturas de importancia econémica e nas células
de plantas hospedeiras, entre estas as plantas daninhas. Os aspectos relacionados
a epidemiologia dos fitovirus envolvem trés diferentes enfoques, que sdao o
hospedeiro, 0 agente causal e as condicdes ambientais (ZAMBOLIM, 2002).

A transmissao de viroses para 0s seus hospedeiros pode ocorrer por
meio de ferimentos causados por vetores como os artropodos, os nematoides, 0s
fungos, a inoculacdo mecénica e as praticas agricolas em geral (HARTMAN et al.,
1999). O grao de podlen e as sementes quando infectados poderdao também transmitir
as fitoviroses.

A maior parte dos fitovirus € transmitida por artropodos e entre esses
predominam os insetos, sendo os afideos responsaveis por 55% das transmissfes
de fitoviroses, seguidos pelas cigarrinhas, mosca branca, besouros e tripes. Além
destes artropodos, os nematdides, os fungos, os acaros, as sementes e 0s graos de
polén também podem ser agentes de transmissao (ZAMBOLIM, 2002).

A transmissdo do Cowpea mild mottle virus — CpMMV para a soja é
realizada pela mosca branca Bemisia tabaci bi6tipo B igual a B. argentifolii Bellows &
Perring (ALMEIDA et al., 2002 e 2003). A mosca branca também é responsavel pela
transmissao de outras viroses importantes envolvendo o grupo Carlavirus (IWAKI et
al., 1982; COSTA et al., 1983; MUNIYAPPA; REDDY, 1983; ANNO-NYAKO et al.,
1986; ALEGBEJO et al, 2001; MARUBAYASHI, 2006). Outros resultados
descrevem o insucesso da transmissdo do CpMMV por pulgdes (BRUNT; KENTEN,
1973; BRUNT; PHILLIPS, 1981). Segundo Jones (2003), 111 viroses possuem a
mosca branca como vetor, mas entre os membros do grupo Carlavirus, menos de
4% estao associados a este inseto.

A transmissdo do CpMMYV por sementes nao foi evidenciada em soja

e amendoim na india (LIZUKA et al., 1984), em soja e em amendoim na Indonésia
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(HORN et al., 1991) e em soja (ROSSEL; THOTTAPPILLY, 1993; ALMEIDA et al.,
2003). Por outro lado, foi relatada a transmissdo do CpMMV por sementes, a uma
baixa taxa em caupi, feijdo e soja por Brunt e Kenten (1973) em caupi por Allen et al.
(1982) e em soja por EL-Hammady et al. (2004).

O vetor do CpMMYV pode ser tanto a Bemisia tabaci biotipo A como a
Bemisia tabaci biétipo B igual a B. argentifolii Bellows & Perring, sendo este ultimo o
bi6tipo mais agressivo (comunicacdo pessoal Dr. Alvaro M. R. Almeida).

A mosca branca € um dos insetos mais comuns no Brasil e
apresenta uma associacao preferencial com plantas de algodoeiro, de feijoeiro e de
soja, embora esteja também associada as plantas daninhas, tomate, berinjela,
abdbora, brécolis, melancia, videira, plantas ornamentais entre outras (OLIVEIRA,
2003).

A aceitacdo do hospedeiro pelos adultos e pelas ninfas da mosca
branca se dard apds a penetracdo e prova dos tecidos da planta com o aparelho
bucal sugador, que passam a partir dai a alimentarem-se através dos feixes do
floema das folhas. Conforme Anno-Nyako et al. (1983), as fémeas da mosca branca
sao vetores mais eficientes do que os machos.

Em algodoeiro, caracteristicas fisicas da superficie da folha como
presenca de tricomas glandulares viscosos e folhas okras e caracteristica quimica
como o pH da seiva, sdo fatores que podem estar relacionados a resisténcia das
plantas a mosca branca (BERLINGER et al., 1996). Berlinger et al. (1996), relataram
ainda que nao houve sobrevivéncia de adultos da mosca branca por mais de duas
horas quando os insetos foram expostos a 41° C e 20% de umidade relativa, o que
indicou que altas temperaturas e umidade relativa baixa podem controlar a
populacao desse inseto praga.

Conforme a descricdo de Gallo et al. (2002), o novo bidtipo
identificado para a Bemisia tabaci, conhecido como B. tabaci biétipo B igual a B.
argentifolii Bellows & Perring, apresenta maior potencial como inseto praga de acao
toxicogénica e como transmissor de viroses. Ainda salientando que as fémeas deste
biétipo colocam em média trés vezes mais 0 numero de ovos que a tradicional B.
tabaci. No estado do Parana, a presenca deste bidtipo B esta restrita mais a regido
norte (MARTINEZ et al., 2000).

A relacdo virus-vetor para o virus CpMMV e mosca branca, foi
relatada por Muniyappa e Reddy (1983), Zambolim (2002) e Marubayashi (2006)
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como do tipo ndo-persistente, isto €, o virus ndo circula no inseto e para este
continuar disseminando o virus tera que se alimentar de nova planta infectada. Por
outro lado para Anno-Nyako (1986) e Hartman et al. (1999) a mosca branca
transmite o CpMMV de uma maneira semi-persistente, ou seja, a aquisicdo ocorre
em alguns minutos e o inseto retém a capacidade de transmissao por algumas
horas.

A espécie Cowpea mild mottle virus — CpMMV, pertencente ao
género viral Carlavirus, esta associada a diversas espécies de plantas na Africa,
Asia, América do Sul, América do Norte e Oceania. As principais familias de plantas
que apresentam espécies hospedeiras ao CpMMV sdo Amaranthaceae,
Chenopodiaceae, Leguminosae-Papilionoideae, Solanaceae, Sterculiaceae e
Tetragoniaceae. As espécies que apresentaram maior suscetibilidade frente a
infeccdo experimental com o CpMMV foram Arachis hypogaea, Beta vulgaris,
Browallia demissa, B. speciosa, Cajanus cajan, Canavalia ensiformis, Chenopodium
amaranticolor, Chenopodium foetidum, Chenopodium murale, Chenopodium quinoa,
Glycine max, Gomphrena globosa, Lycopersicon esculentum, Nicotiana clevelandii,
Nicotiana megalosiphon, Penstemon hirsutus, Phaseolus lunatus, Phaseolus
vulgaris, Sesamum indicum, Solanum carolinense, Spinacia oleracea, Tetragonia
tetragonioides, Theobroma cacao, Trifolium incarnatum, Vigna subterranea e Vigna
unguiculata (BRUNT; KENTEN,1973; BRUNT; PHILLIPS, 1981; THOUVENEL et al.,
1982; LIZUKA et al.; 1984; JEYANADARAJAH; BRUNT, 1993; ALMEIDA et al.,
2003; MARUBAYASHY, 2006; ICTVdB MANEGEMENT, 2006).

2.4.2 Perdas causadas pelas fitoviroses

Dados sobre perdas relacionadas a necrose da haste no Brasil ainda
nao sao disponiveis, mas relatos quando da identificacdo dos primeiros sintomas em
2000/2001, demonstram perdas totais de lavouras que foram infectadas pelo
Cowpea mild mottle virus — CoMMV (ALMEIDA et al., 2002).

A infeccdo pelo CpMMV reduziu significativamente a estatura, o

namero de vagens e o numero de sementes das plantas de soja, além de reduzir de
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27% a 36% 0 peso de cem sementes em dois diferentes genoétipos de soja como
observado por EI-Hammady et al. (2004).

Em caupi foram observadas perdas de 13% a 87% pela infeccdo com
Cowpea aphid-borne virus — CABMV, pertencente ao género viral Potyvirus (BASHIR
et al., 2002).

Em soja, um acentuado efeito sinérgico foi observado pela
associacdo do Virus do mosaico da soja e o Virus do mosaico-em-desenho do
feijoeiro, provocando a reducdo da matéria seca em 82,6% e da area foliar em
82,2%. A intensidade do sinergismo foi maior quanto menor era a idade das plantas
(MARTINS et al., 1994).

As infec¢des mudltiplas de fitoviroses em caupi ocasionaram maiores
perdas no rendimento de grédos e causaram uma reducédo acentuada da viabilidade
das sementes quando comparadas com infeccOes isoladas, sendo as maiores
perdas relacionadas as infec¢cdes mais iniciais (TAIWO et al., 2007).

A interacdo de diferentes viroses com diferentes cultivares de caupi,
evidenciaram respostas diferenciais e significativas no rendimento de graos e no
crescimento das plantas quando eram inoculadas aos dez e aos trinta dias apos a
semeadura. Foi observado também que a associacdo de duas a trés fitoviroses
inoculadas na mesma planta podem levar a perdas totais no rendimento de gréos
(KAREEM; TAIWO, 2007).

2.4.3 Controle das fitoviroses

O controle das fitoviroses ndo € uma tarefa facil, pois as estratégias
preconizadas envolvem desde a planta hospedeira, até as fontes de indculo e os
agentes de transmissdo que sao os vetores. A forma mais facil e de menor custo
com certeza e a utilizacao de cultivares resistentes.

As préticas culturais contribuem de forma significativa no manejo
integrado de insetos vetores como a B. tabaci, sendo estas préticas eficientes se
tiverem uma utilizacdo regional, o que vai requerer mudancas significativas nas

praticas de cultivo convencionais (HILJE et al., 2001).
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As principais acfes de controle de viroses associadas as plantas
consistem em eliminar toda e qualquer fonte de inoculo, evitar a associacdo da
cultura com o vetor e empregar plantas resistentes, sendo que, a utilizacdo
combinada destas acdes levam ao controle integrado de viroses. Além disso,
medidas integradas como a utilizacdo de sementes e Orgados de propagacao
vegetativa livres de virus, escolha adequada de local e de época de semeadura,
barreiras vivas de protecéo, armadilhas coloridas, erradicagao de plantas silvestres e
de plantas voluntarias, controle quimico de vetores para viroses que nao sejam
disseminados de forma nao-circulativa, controle biolégico propiciado pela protecdo
cruzada, uso de cultivares resistentes entre outros também sdo recomendadas para
o controle das fitoviroses (ZAMBOLIM, 2002).

Os trabalhos conduzidos para a identificacdo de genoétipos de soja
resistentes a necrose da haste da soja, no Brasil, identificaram 49 cultivares
resistentes em um total de 168 gendtipos comerciais avaliados (ALMEIDA et al.,
2003).

A engenharia genética possibilita 0 desenvolvimento de uma prética
de grande eficiéncia para o controle de fitoviroses, que é a obtencdo de plantas
transgénicas com a incorporacdo do gene que expressa a capa protéica do fitovirus
gue se quer controlar. Di et al. (1996), obtiveram a resisténcia da soja ao Bean pod
mottle virus — BPMV, ap6s a transformacdo das plantas via Agrobacterium
tumefasciens, com o gene pCP que codifica a capa protéica deste fitovirus. Reddy et
al. (2001), obtiveram também a resisténcia de plantas de soja ao BPMV, utilizando o
método de biobalistica para a transformac¢do com o gene pCP.

O desenvolvimento de plantas transgénicas objetivando a resisténcia
a fitoviroses ja € realidade para as espécies mamoeiro, alfafa, batata, fumo,
tomateiro e cucurbitaceas (ZAMBOLIM, 2002).

2.5 ESTUDOS DE HERANCA GENETICA DA RESISTENCIA AS FITOVIROSES

O estudo de fitoviroses em geral é complexo, pois envolve interacdes
entre um vetor, uma espécie hospedeira e um agente causal, estando a expressao

dos sintomas dependente das condicbes ambientais, da estirpe do fitovirus, da
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ocorréncia concomitante de mais de um fitovirus, do estadio fisiologico da planta
guando da inoculacéo e do background genético da planta.

A reducao da multiplicacdo do agente causal e da sua disseminacgao
no ambiente é desejavel para o controle a longo prazo das fitoviroses. O uso de
cultivares resistentes é a maneira mais eficiente e econémica de controlar fitoviroses
(TOLIN; LACY, 2004).

A definicdo do padrao de heranga das diversas fitoviroses associadas
as culturas € um dos conhecimentos mais importantes, pois possibilitam o
desenvolvimento de estratégias alternativas para a selecéo de genotipos resistentes
em programas de melhoramento.

A maior ou menor dificuldade na determinacao do padréo de heranca
genética de uma caracteristica vai depender do numero de genes envolvidos.
Quando a caracteristica for dependente da expressdo de um a poucos genes ou
qualitativa o estudo da heranca sera de relativa simplicidade, sendo testadas
diversas hipoteses baseadas na segregacdo observada ajustada a frequéncia
esperada. Quando a caracteristica for quantitativa, ou seja, condicionada por um
grande numero de genes de diferentes e pequenos efeitos na caracteristica, o
estudo sera mais complexo e exigirA a utilizacdo de modelos de genética
guantitativa.

A maior parte dos trabalhos consultados que envolveram estudos de
heranca da resisténcia a diferentes fitoviroses nas mais diversas espécies de
plantas, apresentaram um padrdo de heranca simples ou qualitativa, onde séo
envolvidos poucos genes na caracteristica.

Um dos principais fitovirus associados a soja € o Soybean mosaic
virus — SMV, cujo primeiro estudo de heranca foi realizado por Kiihl e Hartwig (1979).
A partir do uso de dois isolados (SMV-1 e SMV-1-B) foi evidenciado dois tipos de
resisténcia, um alto nivel de resisténcia as duas estirpes (SMV-1 e SMV-1-B) que foi
simbolizada por Rsv Rsv e um nivel intermediario que conferiu resisténcia a estirpe
(SMV-1) que foi descrita por rsv' rsv'. As plantas suscetiveis foram associadas ao rsv
rsv. Os alelos Rsv, rsv' e rsv formam uma série alelomorfica, onde o alelo Rsv é
dominante sobre rsv' e este sobre rsv.

Silva et al. (2004), também realizaram um estudo de heranca a partir
de uma nova estirpe de Soybean mosaic virus - SMV que quebrou a resisténcia da

cultivar FT-10 no Brasil. Estes autores identificaram mais um alelo alternativo para o
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locus Rsvi, sendo denominado de Rsv,? e diferente daqueles encontrados nas
fontes de resisténcia Epps e Ogden utilizadas.

A resisténcia ao Soybean mosaic virus — SMV na cultivar de feijoeiro
Great Northem 1140 foi relacionada por um Unico gene (Smv) que apresentava
dominancia incompleta (PROVVIDENTI et al., 1982).

Kyle e Provvidenti (1987) relataram dois alelos dominantes de locos
independentes associados a resisténcia do feijoeiro ao Watermelon mosaic virus 2 —
WMV 2, um dos alelos foi designado de Wmv que impedia a disseminacao sistémica
do virus embora a replicacédo viral ocorresse no tecido inoculado. Outro alelo foi
descrito como Hsv que conferia resisténcia tanto local como sistémica ao WMV 2.

Um gene dominante Hss foi identificado em cultivar de feijoeiro BT-1,
que condicionava uma rapida resposta letal com necrose ao Soybean mosaic virus —
SMV. Foi evidenciado que este gene Hss era ligado aos genes |, Bcm, Cam e Hsw
presentes na cultivar BT-1 conferindo resisténcia a membros pertencentes ao género
Potyvirus. Este trabalho demonstrou que a combinacdo de um gene ou mais genes
com o Hss que condiciona resposta sistémica letal pode resultar em um fenétipo
resistente (KYLE; PROVVIDENTI, 1993).

O estudo da heranca para determinar a resisténcia ou a inibicdo do
movimento sistémico em soja quando associada ao Cowpea chlorotic mottle virus —
CpCMV, evidenciou a presenca de dois genes recessivos responsaveis pela
caracteristica (GOODRICK et al., 1991).

Maluf et al. (1997), conduziram estudo para determinar a heranca da
resisténcia ao Watermelon mosaic virus 1 — WMV 1 nas cultivares de abobora ABL-
010 e Redlands Trailblazer. A resisténcia na cultivar ABL-010 foi condicionada pela
acdo de trés genes com dominancia parcial e na cultivar Redlands Trailblazer
estavam envolvidos dois genes com efeitos aditivos.

Em algodoeiro, a resisténcia a doenca azul, causada pelo Cotton
leaf roll dwarf virus — CLRDV também € condicionada por um gene dominante
(PUPIM JUNIOR, 2007).

O estudo realizado por Ayala et al. (2002), com o objetivo de
identificar QTLs (Quantitative Trait Loci) para a tolerancia ao Barley yellow dwarf —
BYDV em trigo, evidenciou um grande numero de QTLs com pequenos efeitos e
uma distribuicdo continua para todos os caracteres avaliados, confirmando a

natureza poligénica e a complexidade da tolerancia ao BYDV em trigo.
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O controle genético da resisténcia do gendtipo de melancia PI
595201 ao Watermelon mosaic virus — WMV, foi relacionada a um controle
oligogénico ou poligénico (BESERRA JUNIOR et al., 2006).

O conhecimento das relagdes genéticas entre as diversas fontes de
resisténcia é de fundamental importancia, pois foi possivel observar nos trabalhos
descritos anteriormente que, em diferentes genoétipos, poderiam estar associados
diferentes genes para a resisténcia e apresentando diferentes tipos de ac&o génica.
O uso mais eficiente do germoplasma disponivel em um programa de melhoramento
passa sem duvida, pelo conhecimento antecipado da heranca do carater de cada

fonte de genes para a resisténcia.

2.6 MARCADORES MOLECULARES NO MELHORAMENTO DE PLANTAS

2.6.1 Importancia

A utilizacdo de marcadores associados a caracteristicas
morfologicas sempre foi uma ferramenta importante no melhoramento de plantas. Os
marcadores morfolégicos sdo de facil identificacdo, mas séo restritos em numero e
limitados a pequeno grupo de espécies, sendo limitada, portanto a sua associa¢ao
com genes que expressam caracteristicas de importancia econbémica. A
disponibilidade de grande numero de marcadores genéticos a partir da década de
setenta tornou mais freqiente o uso de marcadores. Estes marcadores genéticos
apresentam caracteristicas importantes como a ndo interacdo com o ambiente, a
auséncia de efeito epistatico e pleiotropico, o alto polimorfismo presente para cada
loco e & co-dominancia (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

Os marcadores moleculares hoje disponiveis sao utilizados nos
programas de melhoramento nas etapas que antecedem a criacdo e exploracao da
variabilidade criada pela hibridagdo, nas etapas que envolvem a criacdo de
variabilidade e selecéo, e nas etapas posteriores ao desenvolvimento de linhagens
competitivas passiveis de serem lancadas como cultivares comerciais (PEREIRA;
PEREIRA, 2006; GUIMARAES et al., 2006; SCHUSTER et al., 2006).



29

Os marcadores moleculares sao utilizados nas etapas que
antecedem a criacdo de variabilidade ou no pré-melhoramento, em estudos da
diversidade genética, caracterizacdo dos bancos de germoplasma e mapeamento
genético entre outras (PEREIRA; PEREIRA, 2006).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados também nos
programas de melhoramento nas etapas que envolvem a criacdo de variabilidade e
selecéo de plantas e linhagens, por meio da certificacdo de hibridagtes, da predicéo
do desempenho de hibridos simples, da selecdo assistida por marcadores
moleculares e de retrocruzamentos assistidos por marcadores moleculares
(GUIMARAES et al., 2006).

A utilizagdo de marcadores moleculares em programas de
melhoramento de plantas possibilita a realizagdo de andlises genéticas mais
detalhadas, principalmente quando envolve a introgressdo de caracteristicas de
heranca simples, onde tém demonstrado varios resultados positivos. Ja em relagcédo a
selecdo assistida por marcadores que envolvem caracteristicas quantitativas, pouco
tem sido feito em termos de aplicacao pratica (YOUNG, 1999).

A utilizacado de germoplasma ndo adaptados tem sido intensa pelos
programas de melhoramento com o objetivo de introduzir caracteristicas de heranca
simples, como resisténcia a patégenos e pragas pelo método de retrocruzamento. O
uso de marcadores moleculares ligados aos genes de resisténcia € de grande
importancia na selecéo de genotipos resistentes, principalmente quando o programa
de melhoramento tem como objetivo a introducdo de dois ou mais genes de
resisténcia, quando o fenoétipo € de determinacdo complexa ou quando o0 processo
de avaliacéo requer a destruicdo da planta. A progénie de cada ciclo de cruzamento
€ avaliada com base na presenca de uma marca associada a caracteristica de
interesse. Este procedimento mascara o efeito de alelos dominantes, elimina a
variabilidade devido a efeitos ambientais e pode simplificar padrdes de heranga para
caracteristicas complexas (RAFALSKI; SCOTT, 1993). Estes mesmos autores
ressaltam que muitos dos problemas encontrados em um programa de
melhoramento baseado na estimacao fenotipica de uma caracteristica agronémica
tais como efeitos ambientais ou heranca quantitativa podem ser eliminados por
diagnosticos baseados na analise do DNA. A cada geracdo de retrocruzamento, 0s
individuos cuja composi¢cdo gendmica mais se aproxima do parental recorrente sao

selecionados e utilizados para o préximo cruzamento, permitindo com isto acelerar a
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introgressao de caracteristicas de fontes de germoplasma exoticas (OPENSHAW et
al., 1994).

Michelmore et al. (1991), desenvolveram a técnica de bulks
segregantes - BSA (Bulked Segregant Analysis), que tem revolucionado a
identificacdo de regibes gendmicas associadas a caracteres de heranca simples.
Essa metodologia baseia-se na construcao de dois bulks de DNA contrastantes para
uma caracteristica fenotipica entre os individuos de uma populagdo segregante.
Cada bulk é constituido de uma mistura de DNA de individuos de uma populacao
segregante com fendtipo semelhante para a caracteristica de interesse. Desta forma
todos os individuos que compdem um bulk compartiham uma mesma regido
gendmica que contém o gene de interesse e segregam para as demais regides.
Assim, o marcador que co-segregar com os bulks tem uma grande probabilidade de
estar ligado a caracteristica avaliada, sem necessitar da genotipagem de um grande
namero de individuos nem da constru¢cdo de um mapa genético saturado.

Os marcadores moleculares podem ainda ser amplamente utilizados
no pos-melhoramento, ou seja, nas etapas posteriores ao desenvolvimento de
linhagens competitivas passiveis de serem lancadas como cultivares comerciais,
como na caracterizacao de cultivares, certificacdo da pureza de sementes genéticas

e da identificacdo de genealogias entre outras (SCHUSTER et al., 2006).

2.6.2 Tipos de marcadores moleculares

Marcador molecular pode ser definido como qualquer caracteristica
molecular que correspondam a regides expressas ou ndo do genoma, permitindo
diferenciar dois individuos com base no seu genoma, sendo herdaveis, mas nao
sofrendo interacdo com o ambiente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

A selecdo de individuos a partir de diferencas a nivel de DNA
detectadas por marcadores moleculares € muito mais eficiente e segura se
comparada com a selecdo fenotipica, pois os marcadores independem do ambiente,
ndo variam ao longo do ciclo de vida do individuo e sdo eficientes para as
caracteristicas de alta ou baixa herdabilidade (MARCELINO et al., 2007).
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Os principais marcadores moleculares utilizados na analise genética
de plantas sdo as isoenzimas, RFLPs, RAPDs, microssatélites, AFLPs e SNPs
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996; CAIXETA et al., 2006).

As isoenzimas abrangem um grupo de multiplas formas moleculares
da mesma enzima ocorrente em uma espécie. Tal marcador utiliza eletroforese em
gel de amido para visualizacdo do produto enzimatico. As diferencas observadas na
mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico definem as diferencas ao nivel de
sequéncia de DNA que codificam estas enzimas. O padrdao de expressdo das
isoenzimas € de co-dominancia, sendo os dois alelos de um loco expressos e
visualizados (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

O marcador de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism
ou Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo) descrito por Botstein
et al. (1980), € uma técnica baseada no principio que diferencas no DNA resultam
em corte diferenciado por enzimas de restricdo, resultando fragmentos de DNA de
diferentes tamanhos que serdo detectados por sondas especificas, que vao se
parear ou hibridar a estas sequéncias complementares do DNA do individuo em
estudo, sendo as sondas marcadas por radiatividade ou fluorescéncia para
visualizacdo. Este tipo de marcador é co-dominante e foi utilizado por Helentjaris et
al. (1986), na construcdo de mapas de ligacao genética para as espécies de milho e
de tomate.

A técnica de PCR (Polimerase Chain Reactions ou Reacdo da
Polimerase em Cadeia) se baseia na amplificacdo de fragmentos especificos de
DNA, utilizando a DNA polimerase e iniciadores que serdo os pontos de partida para
a polimerase copiar o DNA, resultando em milhdes de cdpias de um determinado
fragmento de DNA. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1996), a utilizacdo da técnica
PCR para obtencdo de marcadores foi limitada inicialmente, pois a construcao dos
iniciadores a serem utilizados na amplificacao via PCR dependiam do conhecimento
prévio da sequéncia de nucleotideos que flanqueiam a seqiéncia de DNA de
interesse, sendo necessarios entdo a clonagem e seqiienciamento da regiéo.

O marcador de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA ou
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) € uma técnica que utiliza a reacdo de
amplificagdo por PCR e apenas um iniciador curto com cerca de dez nucleotideos,
que irA entdo se parear em diversos pontos do genoma, ndo exigindo o

conhecimento prévio da sequéncia que esta sendo amplificada, portanto muitas
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regidoes do DNA repetitivo podem ser amostradas (WILLIANS et al. 1990;
FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996; CAIXETA et al.,, 2006). Estes marcadores
RAPD sdo dominantes, ndo sendo possivel distinguir individuos homozigotos
dominantes de individuos heterozigotos em uma populacdo, pois apenas um alelo é
detectado pela amplificacdo do fragmento (CAIXETA et al., 2006).

A baixa capacidade de reproduzirem-se os resultados quando se
utiliza marcadores RAPD levou esta técnica a ter a sua confiabilidade questionada.
Essa limitacdo pode ser contornada com a transformacgao dos marcadores RAPD em
marcadores denominados de SCAR (Sequence Caracterized Amplified Regions ou
Regides Amplificadas Caracterizadas por Sequéncias), onde o fragmento de DNA
gue corresponde ao marcador de DNA é clonado e seqlenciado, sendo sintetizados
dois iniciadores mais longos do que era o original, passando a amplificar o mesmo
marcador (PARAN; MICHELMORE, 1993).

Marcadores Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats ou
Sequéncia Simples Repetidas ou Sequéncias de DNA Microssatélites) tém sido um
dos mais usados no melhoramento de plantas e é baseado na técnica de PCR. Os
microssateélites consistem de unidades nucleo de 2-5 nucleotideos tais como (CA),
(ATT) ou (ATGT) que séao repetidas em tandem no genoma (LITT; LUTY, 1989). As
repeticbes em tandem destas pequenas sequéncias podem ocorrer de dezenas a
centenas de vezes (GUPTA et al., 1996; MORCHEN et al., 1996). As regibes que
flanqueiam um microssatélite sdo geralmente Unicas e conservadas entre genotipos
da mesma espécie e iniciadores sdo construidos para estas regides e utilizados para
amplificar fragmentos de DNA contendo o0 microssatélite. Polimorfismo de
comprimento é criado quando produtos de PCR de diferentes alelos variam no
comprimento, como resultado da variagdo do numero de unidades repetidas no
microssatélite, podendo entdo ser analisados por eletroforese em gel de acrilamida
ou gel de agarose. O alto nivel de informacdo e a co-dominéancia de marcadores
microssatélites, sua grande ocorréncia em genomas eucariéticos e sua facil
amplificacédo via tecnologia padrdo de PCR, tornou os microssatélites marcadores
preferidos para varias espécies (RUSSEL et al., 1997, LANZA et al, 2000). Neste
sentido, marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados na
caracterizacdo e avaliacdo da diversidade genética de genétipos de soja
(RONGWEN et al., 1995; NARVEL et al., 2000; ALCANTARA NETO, 2001; TANYA
et al., 2001).



33

O marcador AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms ou
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados) consiste inicialmente da
clivagem com duas enzimas de restricdo do total do DNA gendmico. Posteriormente
ocorre a ligacdo de adaptadores especificos nos terminais dos fragmentos
gendémicos que foram gerados quando da clivagem, amplificacdo pela técnica de
PCR de pequena fracdo dos fragmentos gerados utilizando-se iniciadores
especificos que reconhecem sequéncias nos adaptadores e é finalizada com a
separacdo em gel de alta resolucdo das pequenas fracbes dos fragmentos
amplificados (VOS et al., 1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). Segundo estes
mesmos autores a técnica de AFLP pode ser utilizada para DNA de qualquer origem
e complexidade, inclusive para espécies que apresentam uma baixa taxa de
polimorfismo, isto é, uma estreita base genética.

Os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms ou
Polimorfismos de um Unico Nucleotideo) sdo mutacdes de ponto, insercdes ou
delecdes em regides expressas ou nao do genoma, sendo baseados em
polimorfismos resultantes de alteracdes de uma Unica base entre fragmentos
homologos de DNA. A alteracdo deve ocorrer em pelo menos 1% da populacéo para
ser considerada um marcador SNP (Caixeta et al., 2006). Estes autores salientam
que os marcadores SNPs apresentam o maior nivel de informacdo entre os
marcadores genéticos, simplicidade, reprodutibilidade, podendo a distingdo entre os

alelos ser totalmente automatizada.

2.6.3 Selecao assistida por marcadores moleculares

A utilizacdo de marcadores moleculares ligados a genes de
importancia auxiliam na selecao indireta de gendtipos desejados com seguranca e
eficiéncia, pois ndo séo influenciados pelo ambiente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1996; MARCOLINO et al., 2007).

A utilizacdo como rotina da sele¢éo assistida para caracteristicas de
interesse em programa de melhoramento deve considerar que o gene ou QTL ja
tenha sido previamente mapeado, a natureza qualitativa ou quantitativa da

caracteristica, 0 modo de acéo génica, o efeito do gene na expressao do fenoétipo, a
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complexidade da avaliagdo do fendtipo e a eficiéncia com que o marcador pode
discriminar a caracteristica (GUIMARAES et al., 2006). Estes autores salientam que
a utilizacdo se torna mais necesséarios quando a determinacdo do fenotipo é de
grande complexidade, a planta necessita ser destruida nesta determinagéo, a
analise fenotipica deve ser realizada em planta adulta, a determinacao envolve altos
custos, quando se objetiva introduzir varias caracteristicas simultaneamente, entre
outras.

Varios autores tém identificado marcadores moleculares associados
a genes de interesse, utilizando a técnica de bulks segregantes ou BSA (Michelmore
et al., 1991). Paran e Michelmore (1993) identificaram marcadores RAPD e RFLP
ligados a genes de resisténcia ao mildio em alface. Alzate-Marin (1996), utilizando a
andlise de bulks segregantes, identificou marcadores RAPD ligados em fase de
acoplamento e de repulséo a genes de resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum,
agente causal da antracnose do feijoeiro. De forma similar, foi identificado um
marcador RAPD co-dominante, ligado ao gene que confere resisténcia ao cancro da
haste da soja (CARVALHO et al., 2002).

Regides gendmicas que controlam outras caracteristicas importantes
como amadurecimento do fruto e abscisdo do pedicelo em tomate, foram também
detectadas utilizando essa estratégia (GIOVANNONI et al., 1991).

A estratégia de bulks segregantes ou BSA também pode ser
utilizada na identificacdo de locos controladores de caracteres quantitativos (QTLs —
Quantitative Trait Loci) que possuam grande efeito sobre a caracteristica de
interesse (QTLs de efeito maior). Utilizando esta estratégia, Schuster (1999) e
Schuster et al. (2001) identificaram marcadores moleculares RAPD e SSR que
explicaram 56% da resisténcia da soja ao nematodide de cisto (NCS), raca 9, e 39%
da resisténcia a raca 14. Cervigni (1999) identificou marcadores SSR que explicaram
30% da resisténcia da soja a raca 3 do NCS.

Yongguo et al. (2000) trabalhando com marcadores RFLP
descobriram dois QTLs de efeito oposto quanto a estatura em milho, um deles
explicou 51,8% do aumento da estatura das plantas e o outro explicou 38,6% da
reducdo da estatura das plantas.

Marcadores AFLP derivados de RFLP foram identificados ligados ao
gene Rsv3 em soja, que confere resisténcia ao fitovirus Soybean mosaic virus —
SMV, a uma distancia de 0,9 cM (KRISTIPATI, 1996). Wang et al. (2000),
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identificaram dois marcadores AFLP flanqueando o gene de resisténcia a murcha de
fusarium em meldo a 1,7cM e 3,3 cM. Teixeira (2004) identificou marcador AFLP
associado ao gene de resisténcia ao fitovirus Papaya ringspot virus — PRSV-W em
meldo a uma distancia de 0,526 cM.

Wang e Roberts (2006), utilizando a analise de bulks segregantes ou
BSA identificaram marcadores AFLP associados ao gene rknl que confere
resisténcia ao Meloidogyne incognita em algodoeiro. Wang et al. (2006),
identificaram marcadores SSR associados ao gene rknl que confere resisténcia ao
Meloidogyne incognita em algodoeiro.

Marcadores moleculares podem ser utilizados ainda para avaliar a
estrutura das populagcbes segregantes. Pupim (2007) descreveu a utilizagdo de
marcadores moleculares para a identificacdo e eliminacdo de plantas descendentes
da autofecundacdo do parental feminino em uma populacdo supostamente F,

evitando a tomada errénea de decisdes em estudos de heranca.
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3. MAPEAMENTO DE GENES DE RESISTENCIA AO VIRUS DA NECROSE DA
HASTE DA SOJA UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES
MICROSSATELITES

RESUMO

Identificada pela primeira vez no Brasil na safra 2000/2001, a necrose da haste da soja
(NHS) é causada pelo virus CpMMV — Cowpea mild mottle virus, pertencente ao grupo
Carlavirus. E uma virose altamente destrutiva, que pode levar & morte das plantas.
Essa virose tem se disseminado pelas lavouras de soja do pais, por meio da mosca
branca (Bemisia tabaci bi6tipo B) a qual € o vetor. Esse inseto est4 associado a outras
culturas importantes no pais, e apresenta grande capacidade de desenvolver
resisténcia aos inseticidas. Os objetivos deste trabalho foram estudar a heranca da
resisténcia da soja a NHS e mapear o(s) gene(s) de resisténcia, com o auxilio de
marcadores moleculares. Foi obtida uma populacdo F, segregante para a resisténcia
a NHS, a partir do cruzamento entre as cultivares BRS 133 (resistente) e CD 206
(suscetivel). A avaliacdo foi realizada em casa-de-vegetacdo, e a inoculagdo foi
realizada no primeiro trifdlio totalmente expandido, e repetida apdés 10 dias. As
avaliacdes foram realizadas 20 dias apds a primeira inoculagéo, e repetidas 15 dias
apos. Das 114 plantas F, avaliadas, 92 foram resistentes e 22 foram suscetiveis. O
resultado é compativel com a heranca de um gene dominante (x°=1,98, P=15,97%). O
mapeamento deste gene de resisténcia foi realizado pelo método de andlise de bulks
segregantes (BSA). O gene, denominado Rssn (Resistance to soybean stem necrosis)
foi mapeado no Grupo de Ligacdo G do genoma da soja, entre os marcadores Sat_308
e Satt303, a 28,87cM do primeiro e 29,64cM do segundo. O mapeamento fino desta
regido gendmica podera identificar marcadores mais proximamente ligados ao gene
Rssn, os quais poderdo ser utilizados em programas de selecdo assistida por
marcadores moleculares microssatélites, no melhoramento genético da soja.

Palavras-chave: Cowpea mild mottle virus, heranga da resisténcia, marcadores
microssatélites, BSA, selecao assistida por marcadores moleculares.
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3. MAPPING OF GENES FOR RESISTANCE TO THE VIRUS OF STEM
NECROSIS OF THE SOYBEAN USING MOLECULAR MARKERS
MICROSSATELLITES

ABSTRACT

Identified for the first time in Brazil in the 2000/2001 season, the necrosis of the
steam of soybean (NHS) is caused by the virus CoMMV - Cowpea mild mottle virus
belonging to the group Carlavirus. It is a highly destructive virus, which can lead to
death of plants. This virus has been spread by the soybean crop in the country,
through the vector, the white fly (Bemisia tabaci biotype B). This insect is associated
with other important crops in the country, and presents a great ability to develop
resistance to insecticides. The objectives of this work were to study the inheritance of
the resistance of soybeans to the NHS and map (s) gene (s) of resistance, with the
help of molecular markers. It obtained a population F, segregant for resistance to the
NHS, from crossing between the cultivars BRS 133 (resistant) and CD 206
(susceptible). The evaluation was performed in green house, and the inoculation was
made in the first trifolium fully expanded, and repeated after 10 days. The
assessments were made 20 days after the first inoculation, and repeated 15 days
later. Of the 114 plants F, assessed, 92 were resistant and 22 were susceptible. The
result is compatible with the legacy of a dominant gene (3? = 1.98, P = 15.97%). The
mapping of the gene for resistance was made by the method of analysis bulks
segregating (BSA). The gene, called Rssn (Resistance to soybean stem necrosis)
was mapped in the Linkage Group G of the soybean genome, between the markers
Sat 308 and Satt303, 28.87 cM of the first and second in 29.64 cM. The fine
mapping of this region genomic markers can identify more closely linked to gene
Rssn, which can be used in programs of assisted selection by molecular markers
microsatellites in soybean genetic improvement.

Key-words: Cowpea mild mottle virus. inheritance of resistance, markers
microssatellites, BSA, assisted selection by molecular markers.
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3.1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é o quarto maior cultivo a nivel
mundial e o primeiro entre as oleaginosas, abrangendo uma area de mais de 90
milhdes de hectares que proporcionaram 219,7 milhdes de toneladas de graos na
safra 2007/2008 (USDA, 2008).

A produg&o mundial de soja cresceu mais de 5 milhdes de toneladas
anuais nos ultimos 37 anos e no Brasil a producdo aumentou 39 vezes nos ultimos
47 anos. O mercado de soja tera avancos significativos nos proximos anos para dar
suporte ao crescimento populacional, aos aumentos de renda e aos acréscimos da
demanda de soja por parte de diferentes segmentos da industria (DALL'AGNOL et
al., 2007).

O Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo, com uma
area de aproximadamente 21,2 milhdes de hectares cultivados na safra 2007/2008,
gerando uma producao de 59,5 milhdes de toneladas e uma produtividade de graos
média de 2.804 kg/ha (CONAB, 2008).

Os paises maiores responsaveis pela demanda mundial de soja até
2020 serédo o Brasil e a Argentina, com incrementos de 64% e 45% sobre os atuais
indices de producdo, respectivamente. Proximo a 2015 o Brasil sera o maior
produtor mundial de soja e, a partir de 2020, sera o Unico pais com condi¢cdes de
sustentar a demandas adicionais (DALL ' AGNOL et al., 2007).

Os fatores bidticos associados mundialmente a cultura da soja,
representados pelos fungos, bactérias, nematoides, fitoviroses e fitoplasmas, foram
responsaveis pela perda de 15 milhdes de toneladas conforme estimativa realizada
na safra 1994/1995 (HARTMAN et al., 1999).

As perdas por organismos prejudiciais a soja no Brasil, na safra
1997/1998, foram estimadas em 1,6 bilhdes de ddlares (YORINORI, 1999). No
periodo de 1997 a 2000 foram estimadas perdas pela ocorréncia de doencas em
soja na ordem de 5,2 bilhdes de délares (YORINORI, 2002).

A necrose da haste da soja causada pelo virus CMMV - Cowpea
mild mottle virus, foi identificada pela primeira vez no Brasil em 2000/2001 podendo

causar perdas significativas na produtividade de grédos. Essa virose apresenta alto
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potencial de perdas, rapida e ampla disseminacdo e um vetor de grande
agressividade e dificil controle (ALMEIDA et al., 2003).

O desenvolvimento de cultivares resistentes a necrose da haste da
soja € de grande importancia, pois até 2000/2001 nédo era realizada selecao visando
esta caracteristica, sendo que, das 168 cultivares comerciais brasileiras avaliadas
em relacdo ao CMMV, 49 foram resistentes (ALMEIDA, et al., 2003).

A identificacdo de marcadores moleculares associados a resisténcia
a organismos prejudiciais as diversas culturas tem sido crescente, como 0s
marcadores ligados a genes de resisténcia ao mildio em alface (Paran e Michelmore,
1993), a antracnose do feijoeiro (ALZATE-MARIN, 1996), a murcha de fusarium em
meldao (WANG et al., 2000), ao cancro da haste da soja (Carvalho et al., 2002) e ao
nematoide Meloidogyne incognita em algodoeiro (WANG; ROBERTS, 2006).

A selecdo com o auxilio de marcadores moleculares € de grande
utiidade para os programas de melhoramento alcancarem maior eficiéncia na
selecdo de gendtipos resistentes aos principais patégenos (GUIMARAES et al.,
2006).

Os objetivos deste trabalho foram determinar a heranca da
resisténcia a necrose da haste da soja e mapear 0s genes de resisténcia com o

auxilio de marcadores moleculares microssatélites.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal

As populacdes para estudo de heranca e de mapeamento foram
obtidas pelo cruzamento entre a cultivar BRS 133, resistente a NHS, com a cultivar
CD 206, que é suscetivel ao patégeno. Foram obtidas as geracodes Fi, F», RC,P; e
RC;P,, em que RC;P; foi obtida pelo cruzamento entre plantas F; e o parental
resistente (BRS133) e a RC;P;, foi obtida pelo cruzamento entre plantas F; e o
parental suscetivel (CD206).

As populacbes em teste foram constituidas de 25 plantas do parental
Pi1 (BRS 133), 27 do parental P, (CD 206), 31 da geracdo F;, 60 da geracdo RC;P1,
81 da geragédo RC;P, e 149 da geragao F, (Figura 1 A e B).

Figura 1: A) Visdo geral do experimento em vasos. B) Disposi¢do dos vasos e
estacas de identificacéo.
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3.2.2. Avaliagdo da necrose da haste

O experimento de fenotipagem para a necrose da haste da soja
(NHS) nas populacbes oriundas do cruzamento entre BRS 133 e CD 206 foi
conduzido em condi¢cdes controladas de casa-de-vegetacdo na Cooperativa Central
de Pesquisa Agricola — Coodetec, em Cascavel / PR.

As popula¢bes foram semeadas em vasos plasticos com dois litros
de capacidade, contendo uma mistura de duas partes de solo de campo néo
autoclavado, uma parte de areia e uma parte de matéria organica. Os vasos foram
irrigados diariamente para manutencéo da umidade do solo.

O isolado da necrose da haste da soja utilizado foi obtido a partir de
plantas de soja da cultivar CD 206 infectadas, cedidas pelo Dr. Alvaro M. R. Aimeida
do CNPSOJA - Embrapa, Londrina / PR. O isolado inicial sempre foi mantido em
plantas de soja da cultivar CD 206, em casa-de-vegetacao.

O inoculo utilizado para a fenotipagem das plantas das diferentes
populacdes foi preparado a partir de folhas sintomaticas maceradas com uma
solucéo tampao (Fosfato de Sodio 0,01 M pH 7)), na proporcdo de 1 grama de folha
com sintomas para cada 3 ml de solugcdo tampao. O inoculo foi preparado com
auxilio de um aparelho mix Walita.

A inoculacdo foi realizada mecanicamente, sendo aplicado
levemente sobre o trifélio a ser inoculado carvdo vegetal comum triturado em forma
de po fino, logo apds, aplicou-se levemente com uma esponja nova € macia a
solucao de folhas trituradas e a solucdo tampéo diluida sobre os foliolos do trifélio
(Figura 2 A e B).
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Figura 2: A) Aplicagéo do carvéao vegetal triturado. B) Aplicagao do inoculo+tampéo.

A primeira inoculacdo foi realizada no primeiro trifélio totalmente
expandido o que correspondeu a dezenove dias apds a semeadura, e a segunda

inoculacao foi realizada 10 dias apos a primeira (Figura 3 A e B).

Figura 3: A) Primeira inoculacdo. B) Segunda inoculacgéo.
A primeira avaliacdo foi realizada aos 20 dias apés a segunda

inoculacdo o que ocorreu aos 49 dias ap0s a semeadura. A segunda avaliacédo foi
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realizada 15 dias ap0s a primeira avaliacdo, ou seja, aos 64 dias apds a semeadura.
A escala utilizada nas avaliagbes foi proposta pelo DR. Alvaro M. R. Almeida do
CNPSOJA - Embrapa, Londrina / PR (Figura 4).

Figura 4: Escala para avaliagdo da necrose da haste da soja proposta pelo Dr.
Alvaro M. R. Almeida do CNPSOJA - Embrapa, Londrina / PR. Nota 1:
Auséncia de sintomas. Nota 2: Clorose. Nota 3: Clorose — Mosaico leve.
Nota 4: Clorose — Mosaico forte — Mosaico bolhoso. Fenétipos resistentes
(R) notas 1 e 2 e fendtipos suscetiveis (S) notas 3 e 4.

A escala para avaliacdo da necrose da haste da soja proposta pelo
Dr. Alvaro M. R. Almeida do CNPSOJA - Embrapa, Londrina / PR, contempla uma
nota 5 (Clorose — Mosaico forte — Mosaico bolhoso — Necrose nas nervuras e/ou na
haste) que ndo ocorreu quando se utilizou a inoculagdo da NHS em condi¢cbes
controladas. A necrose nas nervuras e/ou na haste sé é observada em condi¢des de

campo.
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3.2.3. Extrag&do do DNA

Durante a conducédo das populacdes em casa-de-vegetacao, para a
avaliacdo fenotipica da resisténcia a NHS, também foram coletadas folhas de todas
as plantas, de todas as populacdes. As folhas foram congeladas imediatamente em
Nitrogénio (N.) liquido, e em seguida armazenadas em ultra-freezer, a -80°C, até a
extracdo de DNA.

A extracdo do DNA de folhas de soja foi realizada com base no
protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990), com algumas modificacdes. Cerca de
200 a 300 mg de folhas foram trituradas na presenca de N, liquido, sendo o po
resultante transferido para tubos tipo eppendorf. Em seguida, foram adicionados
650-800 pl de tampédo de extracdo, constituido de Tris-HCI (pH 8,0) 50 uM, EDTA
(pH 8,0) 50 mM, NaCl 0,7 M, CTAB (1% p/v) e B-mercaptoetanol (1% v/v), sendo
esse Ultimo adicionado separado dos demais componentes. As amostras foram
incubadas em banho-maria a 65° C por uma hora.

Apoés a incubacéo, as proteinas foram removidas pela extracdo com
igual volume de cloroférmio, &lcool-isoamilico (24:1) e centrifugacdo a 14.000 rpm.
Os acidos nucléicos foram precipitados da fase aquosa, pela adicdo de 2/3 do
volume obtido de isopropanol gelado, lavados com etanol (70% e 90%) gelado por
20 minutos, secados ao ambiente e ressuspendidos em TE, pH 8,0 (10 mM de Tris-
HCl e 1 mM de EDTA), seguindo-se um tratamento com RNase A, na concentracao
final de 60 ug/ml a 37°C, por 30 minutos. O DNA foi recuperado por precipitacao,
mediante a adicdo de um volume de etanol 95%, seguido de centrifugacéo a 14.000
rpm por 15 minutos. Apds seguiu-se a lavagem do precipitado com etanol (70% e
90%) gelado, secagem ao ambiente, e ressuspensdo do DNA em 200-300 ul de TE.
Todas as etapas de centrifugacéo foram realizadas em centrifuga Eppendorf modelo
5415C.

A concentracdo do DNA foi estimada em espectrofotometro pela
leituradaabsorbanciaa 260 nm, sendo que cada unidade de absorbéncia corresponde
a concentracao de 50 ug/ml de DNA fita dupla (SAMBROOK et al., 1989).

A integridade do DNA foi determinada em gel de agarose 0,8%,

fotografado sob luz ultravioleta.
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3.2.4. Formacao dos bulks de DNA

Os bulks de DNA foram formados pela mistura, em quantidades
equimolares, de DNA de plantas com reacdao semelhante aos patdégenos. Assim,
foram formados dois bulks constituidos apenas por DNA de plantas resistentes e
outros dois constituidos apenas por DNA de plantas suscetiveis. Cada bulk continha
DNA de seis plantas.

3.2.5. Condigcbes de amplificacéo e de eletroforese

A amplificacdo do DNA foi realizada com as amostras de DNA dos
parentais e dos bulks, em 20 uL de solu¢do contendo 20 mM de Tris-HCL (pH 8,3),
50 mM de KCI, 3 mM de MgCl,, 250 uM de cada um dos desoxinucleotideos (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP), 0,2 uM de cada iniciador, uma unidade da enzima Tagq DNA
polimerase e 30 ng de DNA. Foi utilizado termociclador MJ 96 programado para uma
etapa inicial de 3 minutos a 72°C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 50°C e 45 segundos a 72°C. Por fim, uma etapa de 10 minutos a 72°C.

Um total de 209 iniciadores SSR foi testado. Aqueles que foram
polimorficos entre os parentais BRS 133 e CD 206 da populacdo estudada foram
utilizados na analise dos bulks.

Os fragmentos amplificados foram separados no gel de agarose 3%
contendo Synegel e brometo de etidio, ou em gel desnaturante de poliacrilamida a
7%. O tipo de gel foi definido em funcéo da diferenga de tamanho dos fragmentos de
cada alelo, em cada marcador. Os géis de agarose corados com brometo de etidio
foram fotografados em sistema de fotodocumentacédo Bio Capt (Vilber Lourmat), e os

géis de poliacrilamida, apos serem corados com nitrato de prata, foram escaneados.
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3.2.6. Andlise dos dados

A herancga da resisténcia a Necrose da Haste da soja, bem como a
segregacao individual e conjunta dos marcadores moleculares foi testada pelo teste
de Qui-quadrado, utilizando o programa GENES (CRUZ, 2001). A analise de
ligacdo entre marcadores moleculares e locos de resisténcia a Necrose da Haste da
soja, foi realizada com auxilio do programa GQMOL (Cruz e Schuster, 2006),
utiizando as funcdes de mapeamento de Kosambi (1944). Dois locos foram
considerados ligados quando a frequéncia de recombinacéo entre eles foi menor ou

igual a 35%, e o LOD escore igual ou superior a 3,0.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Heranca da resisténcia da necrose da haste da soja

A metodologia utilizada para avaliar a rea¢do das plantas de soja a
necrose da haste da soja (NHS), em condicbes controladas, foi eficiente em
discriminar plantas resistentes e suscetiveis a virose. Todas as plantas da cultivar
suscetivel (CD 206) obtiveram nota 4, nas condi¢cbes de avaliagédo, e apresentaram
sintomas de mosaico forte e bolhoso nas folhas (Figura 5). Por outro lado, todas as
plantas da cultivar resistente (BRS 133) obtiveram nota 1, sem sintomas visiveis
provocados pela infeccdo com a virose, nas condicfes de avaliacao.

Figura 5: Sintomas tipicos de mosaico forte e bolhoso ocasionados pela infeccéao

com o virus causador da necrose da haste da soja.

A avaliacdo da segregacdo da resisténcia das populacoes
segregantes para NHS foi realizada inicialmente em 149 plantas supostamente F..
Foram obtidas 127 plantas resistentes (notas 1 ou 2) e 22 plantas suscetiveis (notas
3 ou 4). Esta segregacao se ajustaria a uma propor¢cdo de 13:3, indicando a
presenca de dois genes independentes, um dominante e um recessivo, para a
resisténcia da soja a NHS. Embora esta hipétese fosse também ajustada para as

geracdes F;, RC;P; e RC;P,, foi constatada uma distor¢do na segregacdo da
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populacdo F, (muitos gendtipos idénticos ao parental BRS 133), quando dos
primeiros testes para identificar marcadores candidatos para o mapeamento do gene
de resisténcia a NHS.

Para obter maior seguranca em relagcdo aos dados obtidos, a
populacdo F, foi submetida a uma analise de pureza genética, com a utilizacdo de
marcadores moleculares SSR (PUPIM JUNIOR, 2007). Nesta anélise, marcadores
moleculares co-dominantes foram utilizados para avaliar todos os individuos da
populacdo supostamente F,. Em uma populacéo F,, em cada loco, a probabilidade
de uma planta ser homozigota é de 1/4. Ao se avaliar n locos, a probabilidade de
uma planta F, ser homozigota para o genétipo do mesmo genitor é de 1/4".

A populagédo supostamente F, foi avaliada com 10 marcadores SSR
polimoérficos entre os parentais. Trinta e cinco plantas apresentaram o0 mesmo
genotipo homozigoto da cultivar BRS 133 (Figura 6), que foi utilizada como genitor
feminino no cruzamento original. A probabilidade de uma planta F, apresentar
gendtipo homozigoto para todos os 10 locos avaliados, € de 0,0001%. Isso indica
que as sementes que originaram estas plantas foram obtidas a partir da
autofecundacéo de uma planta da cultivar BRS 133, ao invés da autofecundacéo de
uma planta F;. No momento do cruzamento entre os parentais BRS 133 e CD 206,
algumas flores podem ter sido autofecundadas antes de serem polinizadas com o
pélen da cultivar CD 206, e estas sementes autofecundadas foram misturadas as

sementes F;.
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Figura 6: Amplificacdo de parte da populacdo supostamente F, derivada do
cruzamento entre as cultivares BRS 133 e CD 206, com os iniciadores

Satt564 e Satt257. M= alelo materno e P= alelo paterno.
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Estas 35 plantas foram entéo retiradas da populacéo, e o que restou
consistiu, entdo, de uma verdadeira populacdo F,, com 114 plantas. As plantas da
geracdo F; e das populacbes de retrocruzamento também foram avaliadas com
marcadores SSR, e nenhuma “contaminacgédo” foi observada.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da andlise de
segregacao da resisténcia da soja a NHS, ap6s a purificacdo da populagcédo F,. Das
114 plantas F, avaliadas, 92 foram resistentes e 22 foram suscetiveis. Esta
proporcao observada se ajusta a hipétese de resisténcia condicionada por um gene
dominante (P= 15,97%). Na populacdo obtida do cruzamento do F; com o parental
suscetivel (RC,F1S), a propor¢cdo de plantas resistentes e suscetiveis também se

ajustou a hipétese de um gene dominante (P= 43,67%).

Tabela 1: Reacdo das cultivares BRS 133 e CD 206 e das geracdes Fi, F»
purificada, RC1P1(R) e RC;P»(S) a inoculacdo do agente causador da
necrose da haste da soja (NHS), e teste de segregacéo para a heranca da

resisténcia da soja a NHS.

Geracio Observado Esperado Proporc¢ao 2 Probab.
R S R S esperada X (%)

P1(BRS 133) 25 0 25 0 1:0

P2 (CD 206) 0 27 0 27 0:1

F1 30 1 30 0 1:0

F2 92 22 855 285 3:1 1,9766 15,97
RC;:P1(R) 59 1 60 0 1:0

RC1P2(S) 44 37 40,5 405 1:1 0,6049 43,67

RC;P1(R) é a populacdo de retrocruzamento com o genitor resistente.
RC;.P,(S) € a populacéo de retrocruzamento com o genitor suscetivel.

Sob a hipotese de resisténcia condicionada por um gene dominante,
seria esperado que 100% das plantas F1 e 100% das plantas da populacdo RC1F;
obtida do cruzamento do F; com o genitor resistente (RC;1F;R) fossem resistentes.
Foi observada uma planta F; suscetivel, e uma planta RC;F;(R) suscetivel. A andlise
por meio de marcadores moleculares confirmou que estas plantas eram realmente
F1 e RC.F1(R). A suscetibilidade destas plantas pode ter sido devido ao rigor do
protocolo de avaliacdo fenotipica, ou mesmo a uma penetrancia incompleta da

resisténcia associada a este gene.
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Este é o primeiro relato da heranca da resisténcia da soja a NHS. Na
cultivar BRS 133, a resisténcia a NHS é condicionada por um gene dominante, que
foi denominado de Rssn (Resistance to soybean stem necrosis).

A partir dos resultados obtidos neste trabalho relativo ao estudo da
heranca da resisténcia da soja ao Cowpea mild mottle virus — CMMV pode-se
observar um padrdo de heranca simples ou qualitativa, como o que ocorre com a
maior parte dos estudos envolvendo a heranga da resisténcia as mais diferentes
fitoviroses, nas mais diversas espécies de plantas.

Em soja, foram identificados dois genes recessivos responsaveis
pela resisténcia ou pela inibicdo do movimento sistémico quando associada ao
Cowpea chlorotic mottle virus — CpCMV (GOODRICK et al., 1991). Silva et al.
(2004), também realizaram estudo de heranca a partir de uma nova estirpe de
Soybean mosaic virus - SMV que guebrou a resisténcia da cultivar de soja FT-10 no
Brasil, sendo identificado mais um alelo alternativo para o locus Rsv; que foi
denominado de Rsv;°.

A resisténcia ao Soybean mosaic virus — SMV na cultivar de feijoeiro
Great Northem 1140 foi relacionada a um Unico gene (Smv) que apresentou
dominancia incompleta (PROVVIDENTI et al., 1982). Foram relatados dois alelos
dominantes de locos independentes associados a resisténcia do feijoeiro ao
Watermelon mosaic virus 2 — WMV 2, um dos alelos foi designado de Wmv que
impedia a disseminacao sistémica do virus e outro descrito como Hsv que conferia
resisténcia tanto local como sistémica ao WMV 2 (KYLE; PROVVIDENTI, 1987).

A heranca da resisténcia ao Watermelon mosaic virus 1 — WMV 1
em abdbora foi condicionada por trés genes com dominancia parcial na cultivar ABL-
010 e por dois genes com efeitos aditivos na cultivar Redlands Trailblazer (MALUF et
al., 1997).

Em algodoeiro, a resisténcia a doenca azul, causada pelo Cotton
leaf roll dwarf virus (CLRDV) também é condicionada por um gene dominante
(PUPIM Jr, 2007).

Os estudos realizados por Ayala et al. (2002) e por Beserra Junior et
al. (2006), relataram a natureza poligénica da resisténcia ao Barley yellow dwarf —
BYDV em trigo e da resisténcia ao Watermelon mosaic virus — WMV em melancia,

respectivamente.
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Outros organismos prejudiciais como as bactérias e os fungos,
também apresentam um padrdo de heranca simples para a resisténcia na relacéo
entre 0s patdgenos e as espécies de plantas, como o cancro da haste em soja
(CARVALHO et al.,, 2002), bacterioses em algodoeiro (WALLACE; EI-ZIK, 1989;
ZANDONA et al. 2005), a mancha preta do algodoeiro (MEHTA; ARIAS, 2001) e a
mancha angular em feijoeiro (CORREA et al., 2001).

O resultado obtido neste trabalho associando um gene dominante a
heranca da resisténcia da soja ao agente causal da NHS podera ser utilizado na
adequacdo de estratégias de melhoramento visando resisténcia a este patdgeno,
como também, identifica a necessidade de ampliagdo do conhecimento da heranca

da mesma caracteristica em outras importantes fontes de resisténcia a NHS.

3.3.2. Mapeamento genético do gene Rssn

O método de BSA (Bulk segregant analysis — analise de bulks
segregantes) foi utilizado para identificar marcadores moleculares ligados ao gene
Rssn. Do total de 209 iniciadores SSR testados, 54 ndo geraram produto de
amplificacdo. Dos 155 iniciadores que apresentaram resultado de amplificacdo, 56
(36,13%) foram polimorficos entre os parentais da populacdo estudada (BRS 133 e
CD 206).

Para analise de BSA, foram obtidos quatro bulks de DNA, cada um
composto pela mistura equimolar de DNA de seis plantas F,. Dois bulks foram
constituidos apenas por DNA de plantas resistentes, e dois bulks foram constituidos
apenas por DNA de plantas suscetiveis a necrose da haste da soja. Estes quatro
bulks foram avaliados pelos 56 iniciadores polimorficos entre BRS 133 e CD 206.

O estudo de heranca da resisténcia da soja a NHS indicou a
presenca de um gene dominante (Rssn) segregando nesta populacdo. Como 0s
dados fenotipicos foram obtidos em uma populacéo F,, € de se esperar que o0 grupo
de plantas resistentes seja constituido por individuos homozigotos dominantes e
heterozigotos, enquanto que o grupo de plantas suscetiveis deveria ser constituido
apenas por individuos homozigotos recessivos. Neste caso, na analise dos bulks,

espera-se que os marcadores associados a resisténcia apresentassem o alelo do
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parental resistente (BRS 133) ou os alelos dos dois parentais nos bulks resistentes,
e apenas o alelo do parental suscetivel (CD 206) nos bulks suscetiveis. Este padréo

foi observado na avaliagao dos bulks com o iniciador Sat_308 (Figura 7).

Figura 7: Anadlise de bulks segregantes (BSA) com o iniciador Sat_308. PR: parental
resistente (BRS 133); PS: parental suscetivel (CD 206); BR1 e BR2: bulks
resistentes; BS1 e BS2: bulks suscetiveis. Cada bulk contém a mistura de
DNA de seis plantas.

Para avaliar a co-segregacdo do marcador Sat 308 com o gene
Rssn, as amostras de DNA das plantas individuais, constituintes dos bulks, foram

amplificadas com esse iniciador (Figura 8).
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Figura 8: Amplificacdo das amostras individuais de DNA constituintes dos bulks,
com o iniciador Sat_308. BR1 e BR2 contém DNA apenas de plantas
resistentes, constituintes dos bulks BR1 e BR2. BS1 e BS2 contém DNA

apenas de plantas suscetiveis, constituintes dos bulks BS1 e BS2.
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Os resultados confirmaram a possibilidade de ligacdo genética entre
o marcador e 0 gene, e as amostras de DNA do restante da populacdo foram
amplificadas com o iniciador Sat_308. Os resultados confirmaram a ligacdo genética
entre o marcador e o gene (Tabela 2).

Tabela 2. Tabela de contingéncia para a hipétese de independéncia entre o

marcador molecular Sat_308 e a resisténcia da soja a NHS.

Marcador Molecular |Notas (Fenétipo)

Sat_308 1+2 3+4
HR + Het 72 7
HS 15 14

v% = 21,38; P= 0,0003.
HR: Homozigoto com o gendtipo do parental resistente (BRS 133).
Het: Heterozigoto.

HS: Homozigoto com gendtipo do parental suscetivel (CD 206).

O valor significativo do teste de y? indica que o marcador e o gene
de resisténcia ndo segregam independentemente. Na analise de co-segregacao,
utilizando o programa GQMol, foi estimada uma frequéncia de recombinacdo de
25,3% entre o marcador Sat_308 e o gene Rssn, com LOD score de 3,83.

O marcador Sat_308 esté localizado no grupo de ligacdo G do mapa
genético da soja (CREGAN et al., 1999; SONG et al., 2004). Com o objetivo de obter
um posicionamento mais preciso do gene Rssn neste grupo de ligacdo, outros 12
marcadores moleculares, localizados na mesma regido cromossdmica do marcador
Sat_308 foram utilizados para avaliar as amostras de DNA de todos os individuos da
populacdo F,. Os marcadores Satt610, Satt356, Satt131, Satt324, Satt394, Sctt010,
Satt400 e Satt612 ndo apresentaram polimorfismo entre as cultivares BRS 133 e CD
206. Os marcadores Satt505, Satt303, Satt352 e Satt564 foram polimérficos entre os
dois parentais. O marcador Satt352 apresentou um padréo de amplificacdo de baixa
qualidade, e ndo pode ser utilizado. Os demais marcadores foram utilizados para

localizar o gene Rssn no grupo de ligacao G.
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Os quatro marcadores do grupo de ligacdo G segregaram de acordo
com o esperado para uma populacéo F, (Tabela 3), e juntamente com o gene Rssn,

formaram um grupo de ligacao de 89,14 cM na regido do gene Rssn (Figura 9).

Tabela 3: Segregacdo dos marcadores moleculares utilizados para mapear o gene

Rssn no grupo de ligacdo G do genoma da soja.

Valores observados

Marcador Hipotese x? Probabilidade
HR Het HS

Satt303 27 56 19 1:2:1 2,23 32,70

Satt564 30 60 20 1:2:1 2,73 25,57

Satt505 12 51 24 1:2:1 5,90 5,24

Sat_308 30 49 29 1:2:1 0,94 93,36

HR: Homozigoto com o genétipo do parental resistente (BRS 133).
Het: Heterozigoto.

HS: Homozigoto com genétipo do parental suscetivel (CD 206).
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Figura 9: Mapa de ligacao da regidao genémica contendo o gene Rssn, no grupo de
ligacdo G do mapa consenso da soja. A esquerda, o grupo de ligacéo
obtido com a populagéo F, do cruzamento entre as cultivares BRS 133 e
CD 206, neste estudo. A direita, parte do grupo de ligagdo G do mapa
consenso da soja. Em cada figura, os nhomes dos marcadores ou do
gene estao indicados a direita do grupo de ligacdo. No grupo de ligacao
da esquerda, as distancias entre os marcadores ou entre os marcadores
e 0 gene Rssn, em cM (funcdo de Kosambi) estdo indicadas a esquerda
da figura. No grupo de ligacao da direita, os valores a esquerda da figura

indicam as distancias genéticas cumulativas.

A ordem dos marcadores moleculares no grupo de ligacdo formado
coincidiu com a ordem dos mesmos no mapa consenso da soja (SONG et al., 2004).

O gene Rssn foi mapeado entre os marcadores Sat 308 e Satt303, a 27,87 cM do
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marcador Sat 308 e 29,64 cM do marcador Satt303. A ligacdo entre o marcador
Satt303 e 0 gene Rssn, marcada com um asterisco (*) na Figura 9, foi obtida com
LOD escore de 2,96, mas por estar em acordo com 0 mapa consenso, a ligagao
genética entre estes dois locos foi considerada significativa.

As distancias dos marcadores ao gene ainda sédo grandes, o que
pode resultar em baixa eficiéncia para uso em um programa de selecéo assistida por
marcadores moleculares para a resisténcia da soja a NHS. Mas os resultados
obtidos até o momento permitiram localizar o gene no grupo de ligagdo G do
genoma da soja. O mapeamento fino desta regido podera identificar marcadores
moleculares mais proximamente ligados a este gene, fornecendo uma ferramenta
mais eficiente para uso em selec¢éo assistida por marcadores moleculares.

Os marcadores moleculares Satt394, Sctt010 e Satt352, localizados
no intervalo entre os marcadores Sat_308 e Satt303 foram utilizados neste estudo,
mas os dois primeiros ndo foram polimorficos entre os parentais, e 0 marcador
Satt352 apresentou um padrdo de amplificacdo de baixa qualidade, de forma que
ndo pode ser utilizado. Mas existem ainda diversos marcadores neste intervalo que
ainda podem ser utilizados, na tentativa de obter marcadores mais proximamente
ligados ao gene Rssn. Além disso, em outras populacdes, descendentes do
cruzamento da fonte de resisténcia com outras cultivares suscetiveis, estes
marcadores poderdo ser polimérficos, e auxiliar no mapeamento mais fino do gene
Rssn.

Deve-se considerar ainda que os dados fenotipicos foram obtidos
em plantas F,, de forma que nao é possivel distinguir plantas homozigotas
resistentes de plantas heterozigotas. Desta forma, os dados fenotipicos foram
codificados como dados dominantes para 0 mapeamento genético. A precisdo de
mapeamento de dados dominantes é menor do que de dados co-dominantes
(SCHUSTER; CRUZ, 2004). A avaliagdo das familias F,.3 desta populacdo podera
diferenciar as plantas F, homozigotas resistentes das plantas heterozigotas,
transformando os dados dominantes em dados co-dominantes, aumentando a
precisdo do mapeamento. Com isso, é possivel que as estimativas de frequéncia de
recombinacao (e distancias em cM) entre os marcadores ja identificados e o gene
sejam menores.

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados de eficiéncia de selecéo,

ou percentual de acerto na identificacdo do fendtipo a partir da andlise com os
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marcadores moleculares. Como é esperado, observa-se que a medida que o
marcador esta mais distante do gene, o percentual de acerto do fendtipo a partir do
gendtipo do marcador diminuiu. Observa-se também na Tabela 4 que o percentual

de acerto é maior quando se selecionam plantas resistentes com o marcador

molecular, do que quando se selecionam plantas suscetiveis.

Tabela 4: Analise conjunta do gendtipo dos marcadores moleculares e do fenétipo
das plantas F, para a resisténcia a NHS, e percentual de acerto do

fendtipo pelo gendtipo do marcador.

_ Fendtipo
Marcador Genotipo % de Acerto
R S

R 72 7 91,1
Sat_308

S 15 14 48,3

R 71 12 85,5
Satt303

S 10 9 47,4

R 76 14 84,4
Satt564

S 13 7 35,0

R 53 11 82,8
Satt505

S 16 8 33,3
Sat_308 R 59 7 89,4

+

Satt303 S 3 ? 75,0

R: resistente; S: suscetivel. Para o caso de Sat 308 + Satt303, no grupo do genétipo R estdo apenas
plantas com gendétipo de resisténcia para ambos os marcadores, e no grupo do gendtipo S estédo
apenas plantas com genotipo de suscetibilidade para ambos os marcadores.

O erro de classificacdo do fendtipo a partir do gendétipo do marcador
molecular se da pela recombinacgéo entre o loco do marcador e do gene. No entanto,
espera-se que a recombinacdo gere erros de classificagdo da mesma magnitude

para o alelo de resisténcia e para o alelo de suscetibilidade.
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Outra causa do erro de classificacdo do fenotipo a partir do genétipo
do marcador pode ser o0 escape, ou seja, plantas com genoétipo de suscetibilidade
apresentam fendtipo de resisténcia por ndo terem sido infectadas pelo virus. Neste
caso, o erro de classificacdo ocorre somente nas plantas com genotipo suscetivel. O
excesso de plantas resistentes entre aquelas com genoétipo de suscetibilidade para o
marcador, em relacdo ao numero de plantas suscetiveis entre as plantas com
genotipo de resisténcia para o marcador, sugere que pode ter havido escape de
algumas plantas suscetiveis na avaliagdo fenotipica. Neste caso, a distancia dos
marcadores ao gene podera ser menor do que aquela que foi estimada. A avaliacao
das familias F,.3 também auxiliara na averiguacao desta hipotese.

Neste trabalho foi identificado mais um gene de resisténcia no grupo
de ligagdo G do genoma da soja. Diversos genes de resisténcia tém sido
identificados neste grupo de ligacdo, como por exemplo, genes de resisténcia ao
nematoide de cisto da soja Heterodera glycines (CONCIBIDO et al., 1994,
CREAGAN et al., 1999, YUE et al.,, 2001, WANG et al., 2001, CERVIGNI et al.,
2004), nematoide de galhas Meloydogine incognita (TAMULONIS et al., 1997, LI et
al., 2001), podriddo de esclerotinia Sclerotinia sclerotiorum (Arahana et al., 2001),
podriddo de fitéftora Phytophthora sojae (DEMIRBAS et al., 2001), sindrome da
morte subita Fusarium tucumaniae (CHANG et al., 1997), e os genes Rppl (HYTEN
et al.,, 2007) e Rpp4 (SILVA et al., 2008), que conferem resisténcia a ferrugem
asiatica da soja Phakopsora pachyrhizi.

Uma vez que cada um destes genes é proveniente de fontes de
resisténcia diferentes, alelos de resisténcia devem estar ligados, na maior parte das
fontes de resisténcia, a alelos de suscetibilidade para outras doencas. Por este
motivo, estratégias de melhoramento genético devem ser utilizadas, a fim de quebrar
estas ligacdes, e gerar progénies com ligacdo entre alelos de resisténcia para
diferentes doencas. Uma vez obtidas estas progénies, a obtencédo de cultivares
contendo multiplos genes de resisténcia devera ser facilitada nos programas de
melhoramento genético. A obtencdo destas progénies recombinantes deve ser
facilitada pela utilizacdo dos marcadores moleculares identificados nos diversos
trabalhos de mapeamento genético, incluindo os marcadores identificados neste
trabalho. No entanto, novas populacdes devem ser avaliadas, a fim de obter um
mapeamento mais fino, e identificar marcadores mais proximamente ligados ao gene

Rssn, a fim de aumentar a eficiéncia de selecéo pelos marcadores moleculares.
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3.4. CONCLUSOES

A heranca da resisténcia da cultivar BRS 133 a necrose da haste da
soja é condicionada por um gene dominante. Este € o primeiro relato da resisténcia
a necrose da haste da soja e sugere-se desta forma que este gene seja denominado
de Rssn (Resistance to soybean stem necrosis).

Os marcadores microssatélites Satt303 e Sat_308 estdo ligados ao
gene de resisténcia a necrose da haste da soja a uma distancia de 27,87 cM e 29,64

cM, respectivamente.
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