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RESUMO

A podriddo radicular de fitéftora em soja, causada por Phytophthora sojae estd disseminada nos
principais paises produtores de soja do mundo, e pode causar a morte de plantas em extensas areas.
Através de métodos de melhoramento genético tem-se o desenvolvimento de cultivares com genes de
resisténcia a essa doenca, sendo necessario a utilizacao de ferramentas para a identificacdo da variacédo
genética entre individuos de uma populacéo. Este trabalho visou a identificacdo de SNPs para avaliacdo
de podridédo radicular de fitéftora (PRF), na linhagem de soja provinda do cruzamento entre cv. NS
6909IPRO e INT 001, sendo resistente a PRF e suscetivel respectivamente, utilizando-se de técnicas
como marcadores moleculares e ensaios em casas de vegetacdo com a exposicao da planta ao patdgeno.
Para obtencdo dos dados foram analisadas 291 plantas segregantes geracdao F2, através da coleta de
DNA, para identificacdo dos SNPs através da técnica em tempo real (PCR). Os resultados foram
comparados com 0 ensaio a campo, efetuado em casa de vegetacdo, na empresa Nidera Sementes
Realeza PR, onde foram efetuadas as inocula¢des do patogeno através da técnica do “palito de dente”
colonizado com o fungo, para isso foi utilizado um bulk de racas de Phytophthora sojae que mais
infectam os cultivos de soja na regido sul do Brasil, utilizado pela empresa Nidera Sementes em testes
no programa de melhoramento. Os resultados indicaram que o marcador GM03_456359 [G/A] é
eficiente na resisténcia para a podriddo radicular de fitéftora nas linhagens provenientes do
cultivar NS 6909 para a podridéo radicular de fitéftora.

Palavras-chave: Resisténcia genética. Marcadores moleculares. Phytophthora sojae. Glicine max.

ABSTRACT

The phytophthora root rot of soybean, caused by Phytophthora sojae is widespread in the main
producing countries world's soy, and can cause plant death in extensive areas. Through breeding
methods has been the development of cultivars with resistance genes to this disease, requiring



the use of tools for the identification of genetic variation between individuals in a population.
This study aimed to identify SNPs for evaluation of phytophthora root rot (PRF) in soybean
line from the cross between cv. NS 6909 IPRO and INT 001, is resistant to PRF and susceptible
respectively, using techniques such as molecular analysis and testing in greenhouses with plant
exposure to the pathogen. To obtain the data were analyzed 291 plants segregating F2
generation through DNA collection for identification of SNPs by real-time (PCR). These results
were compared with the test field, carried out in a greenhouse, the company Nidera Seeds
Realeza PR, which were made inoculations of the pathogen through the technique of
"toothpick™ colonized with the fungus, for this we used a bulk Phytophthora sojae races more
infect soybean crops in southern Brazil, used by the company Nidera seeds in tests in the
breeding program. The results indicated that the marker GM03_456359 [G / A] is effective in
resistance to phytophthora root rot in the lines from the cultivar NS 6909 to phytophthora root
rot.

Keywords: Genetic resistance. Molecular markers. Phytophthora sojae. Glycine max.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas tecnologias e aperfeicoamento dos meios de produgédo no
setor agricola, fez com que novas areas de cultivos viessem a ser exploradas, possibilitando
assim o aumento da producdo na cultura da soja (BOREM, 1999). A soja de origem chinesa,
passou a ser explorada de maneira significativa sendo difundida em véarios outros paises
(SILVA et al,2011). Os primeiros registros de soja no Brasil se deram a partir do ano de 1882
passando a ser utilizada para producéo de gréos, somente apds o ano de 1914 no estado do Rio
Grande do Sul. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimentos (CONAB, 2015)
estima-se que o Brasil apresente uma producdo de 95 milhdes de toneladas de grdos em 31,5
milhdes de hectares de area plantada na safra de 2014/2015, sendo que a regido centro-oeste do
pais possui a maior producao.

Ainda que o Brasil, nos ultimos anos tenha aumentado sua produtividade, a cultura
apresenta um potencial ainda maior e, entre os fatores que impedem que seu potencial maximo
seja atingido estdo as doencas. Aproximadamente 50 doencas ja foram identificadas na cultura
da soja no Brasil, e este nimero continua aumentando, em razdo da expansdo das fronteiras
agricolas e da préatica da monocultura, tornando-se uma preocupacdo constante para
pesquisadores da area e agricultores, devido aos grandes prejuizos causados (ALVES, 2007).

Uma das principais doengas que causa danos a cultura da soja € conhecida como
Phytophthora sojae (KAUFFMANN E GERDEMANN, 1958), causador da Podriddo Radicular
de Fitoftora, ou também chamada de Podriddo de Raiz e de Haste (PRH), constitui uma das
principais doencas que limitam a produtividade deste gréo, principalmente em anos de chuvas
intensas e temperaturas amenas (COSTAMILAN et al, 2007). A PRF tem causado perdas de


http://www.apec.unesc.net/V_EEC/sessoes_tematicas/Economia%20rural%20e%20agricultura%20familiar/A%20IMPORTÂNCIA%20DA%20SOJA%20PARA%20O%20AGRONEGÓCIO%20BRASILEIRO.pdf
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até 100% da producdo em cultivares altamente suscetiveis, sendo que os danos variam de
acordo com a capacidade do cultivar de resistir a infe¢do do patdgeno e das condigdes climaticas
que favorecem o desenvolvimento da doenca (OLIVEIRA, 2009).

Os registros da doenca no Brasil ocorreram pela primeira vez em 1955, contudo, perdas
consideraveis foram registradas somente nas safras de 2005/2006, primeiramente em lavouras
situadas nos estados do Rio Grande do Sul e do Parand (SOARES, 2011).

Uma das alternativas de controle de PRF é o melhoramento genético, na qual se
desenvolve cultivares resistentes a infeccdo do patdgeno, através de técnicas de cruzamento.

Essa resisténcia é proveniente de genes do hospedeiro denominados Rps, que por sua
vez impedem o estabelecimento do patdgeno, conferindo resisténcia completa a planta. Dos
genes de resisténcia descritos para PRF em soja, um deles corresponde ao Rps1k, que contribui
de maneira significativa na manutencéo dos mecanismos de resisténcia (RINCAO et al, 2012).

Com o avanco das tecnologias na &rea da genética passou - se a compreender de forma
mais clara a interacdo entre planta-patdgeno, elencando fatores ligados a expressao de sanidade
das plantas. Para o desenvolvimento de cultivares “elite” através de cruzamentos, utiliza- se de
fontes exaticas de soja, contendo alelos de resisténcia a Podriddo Radicular de Fitéftora, que
por sua vez terdo que ser identificados dentro da populacéo segregante para condugdo da mesma
(ALZATE-MARIN et al,2005). Na selecdo de progénies para resisténcia a PRF, pode se fazer
0 uso de marcadores moleculares, para identificacdo de polimorfismos dentre das progénies
segregantes, que segundo Milach (1999), sdo caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou
mais individuos, herdados geneticamente, possibilitam a identificacdo e monitoramento de
genes de interesse facilitando a selecdo inicialmente pelo genétipo, sem a necessidade de
exposicao da planta ao patgeno.

Através do avanco das tecnicas laboratoriais, possibilitou o desenvolvimento de
marcadores mais precisos, e que geram resultados rapidos. Um dos principais para utilizacéo
no melhoramento de plantas s&o os chamados SNPs do inglés, que significa (Polimorfismos de
Nucleotideo Unico), sendo analisado sua presenca através da técnica de biologia molecular
PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). Os SNPs sdo caracterizados pela delecdo ou insercéo
de um a trés nucleotideos no DNA do individuo, além de serem abundante, possuem baixa taxa
de alteracéo genética, possibilitando determinar a variabilidade para a caracteristica de interesse
(GUIMARAES, 2004 apud USECHE et al. 2001).

Esse trabalho partiu de marcadores SNPs, validados para avaliagdo da podriddo

radicular de fitoftora a partir de uma combinacao biparental de soja dos EUA (Estados Unidos


http://www.genetica.esalq.usp.br/pub/seminar/IJOliveira-200902-Resumo.pdf
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da América) provinda de um parental EO0003, que continha o gene de resisténcia Rps1K. Sendo
assim, o objetivo desta pesquisa foi comparar fen6tipo e gendétipo de progénies provindas do
cruzamento entre cv. (Cultivar) NS 6909IPRO e cv. INT-1, visando identificar SNPs

caracterizantes da resisténcia genética completa dentro desta populacéo.

1 MATERIAIS E METODOS

1.1 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi executada juntamente a empresa Nidera sementes Ltda. Filial na cidade
de Realeza-PR. Esta empresa executa melhoramento genético de soja para o desenvolvimento
de cultivares comerciais para a regido Sul do Brasil.

Os materiais utilizados na pesquisa e a estrutura para realizacéo dos experimentos foram
cedidos pela empresa, assim como, as analises laboratoriais. O ino6culo do fungo € proveniente

da estacdo quarentendria vegetal da empresa Nidera situada na cidade de Uberlandia -MG.

1.2 MATERIAL BIOLOGICO

O patdgeno utilizado para inoculagdo da populagio segregante é um bulk das principais
racas de Phytophthora sojae, que mais infectam os cultivos de soja na regido sul do Brasil. Esse
inoculo é utilizado pela empresa, para testes a Podriddo Radicular de Fitéftora em gend6tipos do
programa de melhoramento genético na cultura da soja. A populacdo segregante provem do
cruzamento de duas cultivares de soja cv. NS 6909IPRO e cv. INT-1, portanto um cruzamento
biparental. Foram utilizadas plantas aleatérias da geracdo F2 para extracdo de DNA vegetal
para posterior avaliacdo de polimorfismos SNPs para PRF. Para a avaliacdo fenotipica de reacéo
ao patdgeno efetuada em casa de vegetacao, foram utilizadas progénies F3 provenientes das
plantas nas quais se fez avaliagdo dos marcadores.

1.3 MATERIAL VEGETAL

Para a realizacdo do experimento foi utilizado uma populagédo segregante proveniente
do cruzamento entre as cultivares de soja cv. NS 6909IPRO e cv. INT-1, resistente e suscetivel
a PRF respectivamente. Fez-se a selecdo conforme caracteristicas agrondmicas de interesse de

plantas geragdo F2, sendo utilizada para extracdo de DNA vegetal, através da coleta de folhas

! Mistura de Racas de Phytophthora sojae



e esfregaco em um papel especial para acondicionar amostras do DNA, para posteriormente
serem enviadas ao laboratério da empresa Nidera Sementes, situada na cidade de Uberlandia
MG. No laboratério foi efetuado a verificacdo dos SNPs através da técnica PCR-RFLP
(Reacdo de Polimerase em Cadeia - Polimorfismo do Comprimento de Fragmento de
Restricdo). Para o desenvolvimento do experimento avaliando o fen6tipo, expresso a partir da
inoculacdo do patdgeno, foi utilizada a geragdo F3, provenientes das plantas utilizadas para a
extracdo do DNA. Para controle do experimento fez-se o plantio causalizado dos respectivos
progenitores e das cultivares ja conhecidas pelo efeito de inoculagdo ao patdgeno, sendo a cv.
NS 50001PRO e cv. CD 202 como suscetivel e a cv. Willians 8.2 como fonte de resisténcia. Os
genotipos parentais e a populagdo segregante assim como as testemunhas sdo provenientes do
programa de melhoramento genético da estacdo de pesquisa da empresa Nidera Sementes, filial

na cidade de Realeza.

1.4-INSTALACAO E DELINEAMENTO DE EXPERIMENTO

O experimento a campo foi realizado em casa de vegetacdo, onde se tem controle da

temperatura e umidade do ambiente, sendo indispensavel para o sucesso nas inoculagoes.

Foram utilizados para plantio vasos de trés litros contendo solo e areia na proporc¢éo de
2:1 respectivamente, onde uma amostra de cada progénie foi semeada, totalizando em torno de
25 sementes, que apds a germinacdo foi efetuado o raleio deixando apenas 15 individuos por
vaso. O plantio foi realizado em dois ensaios com a mesma populagéo, e ainda intercalando
cultivares para serem utilizadas como padr@es (testemunhas) de resisténcia e suscetibilidade

para confirmacéo dos dados.

Os ensaios totalizaram 656 vasos, destes, 72 eram testemunhas intercaladas para
comprovar a avaliacdo fenotipicas a partir das lesdes ocasionadas pelo patégeno. As plantas
foram inoculadas com o patdgeno utilizando a “técnica do palito de dente” onde se cultiva o

micélio do patdgeno Phytophthora sojae por 10 dias em meio de cultura V8 - agar.

As plantas inoculadas no hipocétilo através de pontas de palitos de dente contendo o
micélio, 1cm abaixo das folhas cotiledonares. A inoculagdo ocorreu 14 dias pos semeadura,
mantendo-se a temperatura constante entre 20 a 22° C e umidade saturada por pelo menos 48

horas pds inoculagéo.

1.5 AVALIACAO FENOTIPICA



A intensidade da infec¢do causada pelo patdégeno P. sojae foi detectada mediante
avaliagéo visual da extensdo da lesdo no lenho, descoloragéo vascular, sintomas de murcha ou
morte da planta. A avaliacdo dos sintomas foi realizada sete dias ap6s a inoculacédo, dividiu-
se em trés niveis para as caracteristicas quantitativas seguidas conforme o padréo estabelecido
pela Unido Internacional para a Protecdo das Obtencbes Vegetais (UPOV), baseando-se no
seguinte critério: suscetivel, moderadamente resistente e altamente resistente, portanto
serdo consideradas resistentes, representadas por R as progénies que apresentarem até 30%
de plantulas mortas, moderadamente resistentes representadas por MR as progénies com até
70% de plantulas mortas, e suscetiveis representados por S, acima de 70% de plantulas mortas.
Utilizando-se da seguinte férmula para avaliagdo:

PM % = (PM + P1/2) 100/TP

PM % = porcentagem de plantulas mortas;

PM = namero de plantulas mortas/vaso;

Pl = nimero de plantulas infectadas; cada plantula infectada é considerada equivalente a meia
plantula morta;

TP = total de plantulas avaliadas (15);

1.6 AVALIACAO GENOTIPICA

A avaliacéo genotipica fez-se através da técnica PCR-RFLP (Reacdo de Polimerase em
Cadeia - Polimorfismo do Comprimento de Fragmento de Restricdo). A reacdo da PCR ¢
um método que permite a amplificacio in vitro de segmentos de DNA, usando-se dois primers,?
sintetizados artificialmente (NEALE et al 1991). Posteriormente sdo identificados pela técnica
de eletroforese através do tamanho dos fragmentos amplificados, separados em bandas. Essa
técnica serd empregada para detectar variabilidade genética entre as progénies para a resisténcia
a Podriddo Radicular de Fitéftora (PICCHI, 2002). Os marcadores utilizados serdo
GMO03_456359 [G/A] e GM03_461067_[T/C] validados para avaliagéo da podridao radicular
de fitoftora a partir de uma combinacdo biparental de soja dos EUA (Estados Unidos da
América) provinda de um parental EO0003, que continha o gene de resisténcia Rpsl1K
(ZHANG,2014).

2 Sequéncia complementar do DNA (iniciador).



1.7 ANALISES ESTATISTICAS (CARACTERIZAGCAO DA PESQUISA)

Os dados foram analisados por delineamento inteiramente causalizados com repeticdes.
Foram observadas as caracteristicas quantitativas no que se refere a resisténcia ou
suscetibilidade da soja a exposi¢do ao patdgeno Phytophthora sojae, avaliando a segregacéo de
plantas dentro da populagdo quanto ao genotipo e fendtipo. Para verificar se a segregacéo do
gene aconteceria juntos foi calculado o X2 através da equacdo proposta por Karl Pearson,
segundo Ferreira et al (2005):
X? =% (Observado — Esperado)2

Esperado

2. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram inoculadas com o método do palito de dente colonizado com o patdgeno as
progénies F3 (descentes das plantas na qual foram efetuadas analise molecular) com duas
repeticdes casualizadas se utilizando de 15 plantas de cada progénie. A verificacdo dos
resultados se deu através de cultivares testemunhas conhecidas pela acdo do patdgeno em outros
testes de inoculacdo. As testemunhas cv. CD 202, cv. NS 5000 e o progenitor cv. INT-1 se
mostraram suscetiveis ocorrendo acima de 80% de plantas Mortas, ja o progenitor cv. NS
6909IPRO e a cv. Willians 8.2 (contém o gene de resisténcia Rps1K) ndo mostraram sintomas
quanto a acdo do patdgeno. Portanto pode-se considerar que o método utilizado de inoculacéo
se mostrou eficiente para avaliacdo da variabilidade genética das progénies quanto a Podriddo
Radicular de Fit6ftora. O gene Rps 1k é responsavel pela manutencdo dos mecanismos de
resisténcia nos acessos brasileiros de soja, respondendo de forma efetiva ao ataque de
Phytophthora sojae (GARDNER et al., 2001; COSTAMILAN, 2007). Segundo Rincdo et al,
2012 esse gene possui grande relevancia comercial para a cultura da soja, pois contribui de
maneira significativa na manutencao da resisténcia genética a PRF.

Os dados fenotipicos obtidos a partir da exposic¢éo da progénie a inoculacéo do patdégeno
no hipocaétilo da planta, mostrou os resultados apresentados na Figura 1 e Tabela 1.0 primeiro
teste apresentou 130 progénies classificados como resistente, 89 como moderadamente
resistente e 72 com reagdo de suscetibilidade. J& o segundo teste demostrou 127 progénies
resistentes, 90 moderadamente resistentes e 74 suscetiveis. Uma pequena diferenga nas
avaliagdes pode ocorrer devido a ocorréncia de fatores como os chamados “escapes” de

inoculagdo (plantas com genotipo suscetivel que sdo avaliadas como plantas resistentes), que



podem ser decorrentes da ma fixacdo dos palitos no hipocotilo da planta, da falta de umidade
necessaria e temperatura favoravel para o desenvolvimento do patdgeno, que muitas vezes
podem sofrer alteragdes dentro da casa de vegetacdo. Neste trabalho a taxa de escape foi
considerada irrelevante, ficando abaixo de 7%, o que é normalmente observado em outros

experimentos com esse patdgeno.

Figura A Figura B Figura C

Figura 1. Foto ilustrativa das lesdes tipicas de Resisténcia (A — plantas sadias), Moderadamente Resistente (B —
plantas infectadas), e suscetibilidade (C — plantas mortas).

Tabela 1: Dados fenotipicos das progénies F3, obtidos pela inoculacdo do patdgeno.

Inoculagdo do patdgeno nas progénies geracéo F3

Fendtipo observado Primeiro teste Segundo teste
Resistentes 130 127
Moderadamente resistentes 89 90
Suscetiveis 72 74
Total 291 291

As analises genéticas da podridao radicular de fitéftora foram avaliadas nos progenitores
(cv. NS 6909IPRO e cv. INT-01) assim como os 291 individuos geracdo F2 derivados do
cruzamento entre esses cultivares. Foram realizados testes para a confirmacdo dos dados

moleculares com diferentes marcadores (Tabela 2 e 3)



Tabela 2: Comparacdo da frequéncia do alelo nas progénies F2 no primeiro teste, de acordo

com seus respectivos marcadores moleculares.

Comparativo de Marcadores Moleculares

Marcadores

Homozigoto Alelo 1 Heterozigoto Homozigoto Alelo 2 Nulo
Moleculares

GMO03_456359 [G/A] 117 96 72 5
GMO03_ 461067 _[T/C] 290 1 - -

Tabela 3: Comparacdo da frequéncia do alelo nas progénies F2 no segundo teste, de acordo
com seus respectivos marcadores moleculares.

Comparativo de Marcadores Moleculares

Marcadores Homozigoto Alelo Heterozidoto Homozigoto Alelo Nulo
Moleculares 1 g 2
GMO03_456359[G/A] 108 86 70 25
GMO03_461067_[T/C] 290 1 - -

Os resultados foram classificados como homozigoto (G:G) se mostrando resistentes a
Phytophthora sojae com o teste de inoculagdo, heterozigoto (G:A) moderadamente resistente

e (A:A) apresentando suscetibilidade a inoculacao do patdgeno.

Como o evidenciado na Tabela 2, para o marcador GM03_456359 [G/A] a frequéncia
do alelo nas progénies identificado no primeiro teste foi de: 117 individuos com o alelo 1
homozigoto (G:G), 96 individuos heterozigotos (G:A), 72 individuos com o alelo 2 homozigoto
(A:A) e 5 resultados nulos. Ja para o segundo teste (Tabela 3) foram encontrados, 108
individuos com o alelo 1 homozigoto (G:G), 86 individuos heterozigotos (G:A) , 70 individuos
com o alelo 2 homozigoto (A:A) e 25 resultados nulos. Em ambos os testes o progenitor cv. NS
6909 apresentou o alelo 1 homozigoto (G:G) eacv. INT-01 o alelo 2 homozigoto (A:A). Notou-
se uma divergéncia entre os testes devido a maior quantidade de resultado nulo (perdidos) no
segundo teste, devidos a falhas na extracdo do DNA vegetal. Para o marcador
GMO03_461067_[T/C] (Tabela 2 e 3) foram obtidos para ambos os testes 290 individuos com o
alelo 1 homozigoto (C:C) e apenas 1 individuo heterozigoto (T:C). Para esse marcador ambos

0S progenitores se apresentaram com alelo 1 homozigoto (C:C).
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A partir desse estudo podemos considerar o marcador GM03_461067_[T/C] néo esta
ligado aos l6cus de resisténcia ao gene Rps 1k. Portanto ndo foi apropriado para avaliagdo a
podrid&o radicular de fitoftora para essa linhagem, pois ndo identificou os alelos dentro do gene
para a resisténcia a doenca.

O x? foi significativo, como o indicado na Tabela 4, o que indica que a segregacio
independente ndo esta acontecendo, podendo o marcador GMO03_456359 [G/A] estar ligado ao
loco de resisténcia Rps 1k. Das 290 progénies F2 testadas para o marcador GM03_456359
[G/A], na média de ambos os testes foram caracterizadas 203 contendo o gene de resisténcia e
71 suscetiveis. Nas plantas das progénies F3 com o teste de inoculagdo do patégeno, obteve-se
em média dos dois testes efetuados em casa de vegetacdo com a inoculagdo do patdgeno 218
progénies demostrando presenca do gene de resisténcia e 73 sem a presenca de resisténcia. A
proporcéo observada foi testada para verificar a conformidade com a propor¢do mendeliana
esperada de 3:1. Comprovando assim a segregacao esperada para um unico gene (Rps 1k) com
dominéncia completa a partir desses resultados pode-se considerar que 0 marcador
GMO03_456359 [G/A], é valido para selecdo assistida para esta progénie, pois identificou de
forma significativa os genotipos e fendtipos homozigotos e heterozigdticos no gene de

resisténcia a doenca.

Tabela 4: Analise de x2 para segregacao nas progénies das geracdes F2 e F3 para 0 marcador
GMO03_456359 [G/A].

Proporgéo _observada * Proporcéo _esperada* X2
Analises
R MD S R MD S
Geragdo F2 91 112 71 89 131 48 29.15
Geragdo F3 90 128 73 102 140 47 37.89

*(R) gendtipo e homozigoto equivalente ao da linhagem parental resistente, (MD) genétipo heterozigoto e (S)
genotipo homozigoto equivalente ao da linhagem parental suscetivel.

Como o visualizado na Tabela 4, x? foi significativo, o que indica que a segregacao
independente ndo esta acontecendo, podendo o marcador GM03_456359 [G/A] estar ligado ao
loco de resisténcia Rps 1k. Das 290 progénies F2 testadas para o marcador GM03_456359
[G/A], na media de ambos os testes foram caracterizadas 203 contendo o gene de resisténcia e
71 suscetiveis. Nas plantas das progénies F3 com o teste de inoculagdo do patdgeno, obtivemos

em média dos testes 218 progénies demostrando presenca do gene de resisténcia e 73 sem a
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presenca de resisténcia. A proporcao observada foi testada para verificar a conformidade com
a proporcdo mendeliana esperada de 3:1. Comprovando assim a segregacao esperada para um
unico gene (Rps 1k) com dominancia completa.

A manutencdo da resisténcia genética a PRF e de extrema importancia, pois acarreta
grandes perdas na produtividade em cultivares suscetiveis, ocasionadas pela diminuicdo do
estande de plantio nas lavouras devido a morte das plantas. Sua ocorréncia se da principalmente
na regido Sul do Brasil onde seu desenvolvimento € mais propicio devido as temperaturas
amenas associadas a chuvas constantes, permitindo o encharcamento do solo dando inicio a
doenga (COSTAMILAN et al, 2007).

Um dos principais objetivos dos programas de melhoramento, é a manutengdo desses
mecanismos de resisténcia genética, disseminada através de técnicas de cruzamento, que
possibilita a transferéncia de genes de resisténcia entre os genoétipos, procurando oferecer ao
agricultor cultivares produtivas, com sanidade e adaptadas a regido de plantio
(OLIVEIRA, 2009). Um dos mecanismos utilizados para a selecdo de progénies resistentes séo
os marcadores moleculares sendo um método privilegiado por ser menos trabalhoso e que gera
resultados rapidos, indispensavel nos programas de melhoramento, utilizado como ferramenta
de auxilio para os testes de inoculacéo direta do patdgeno (ALZATE-MARIN et al, 2005). Esta
pesquisa foi realizada com marcadores (SNPs) validados para uma linhagem nos Estados
Unidos da América, denominados segundo o autor ZHANG, 2014 como: MSUSNPO03-2
BARC_1.01_GmO03_4563499 G_A) e MSUSNPO03-3 (BARC_1.01_Gm03_4610670_C_T).

As descobertas moleculares levaram a descricdo até o momento, de nove loci diferentes
para a resisténcia completa a Podriddo Radicular de Fit6ftora com uma série alélica no gene
Rpsle Rps3: Rpsl (BERNARD etal., 1957) (Rpsla, 1b, 1c, 1d, 1k), Rps2 (KILEN et al., 1974),
Rps3 (MUELLER etal., 1978) (Rps3a, 3b e 3c), Rps4 (ATHOW et al., 1980), Rps5 (BUZZELL
e ANDERSON et al., 1981), Rps6 (ATHOW e LAVIOLETTE et al.,, 1982), Rps7
(ANDERSON e BUZZELL et al, 1992; DORRANCE et al., 2004), Rps8 (BURNHAM et al.,
2003; SANDHU et al., 2005; GORDON et al., 2006) e RpsYu25 (SUN et al., 2011). Dos genes
descritos os principais responsaveis pela manutencdo da resisténcia genética em gendtipos
brasileiros sdo 0s genes Rps8 e Rpsl, principalmente o alelo 1K no qual foi dado énfase neste
trabalho (GARDNER et al., 2001; COSTAMILAN, 2007).

De acordo com Oliveira et al, (2007) uma das divergéncias no uso de marcadores € 0
custo elevado, mas que em contrapartida vem sendo trabalhado para simplificacéo e avanco das

técnicas e consequentemente na redugdo dos custos de sua utilizacéo.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-41582005000400001
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Entretanto a manutencgdo da resisténcia genética de uma determinada cultivar pode ser
influenciada decorréncia de seu uso pelos agricultores, determinando sua manutencdo no
mercado comercial. Segundo uma pesquisa desenvolvida com genétipos comerciais lan¢ados
nos EUA, com a presenca de gene de resisténcia a PRF, observou-se que 0S mesmos
mantiveram a sanidade por um tempo de aproximadamente 20 anos. Essa quebra de resisténcia
pode ser devido a co-evolucdo do patdgeno de forma natural, favorecendo o surgimento de
novas racas. (ALZATE- MARIN et al, 2005).

Por fim, nesta pesquisa foi possivel evidenciar que o marcador GM03_456359 [G/A] é
eficiente na avaliacdo de resisténcia para a podriddo radicular de fitéftora nas linhagens
provenientes do cultivar NS 6909. No entanto a avaliacdo através do marcador
GMO03_461067_[T/] ndo foi satisfatoria, pois ndo identificou os alelos dentro do gene para a

resisténcia a doenca.
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