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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar a heranca da resisténcia a podridéo radicular de fitoftora, causada por causada
por Phytophthora sojae (Kaufm. & Gerd.), presentes em variedades comerciais resistentes BRS 260, BRS 262,
BRS 246RR e BRSMG 752S. Até hoje 14 genes, denominados Rps, foram descritos por conferirem resisténcia
a PRF, os quais tem sido amplamente utilizados nos programas de melhoramento para protegdo das cultivares de
soja. O material experimental foi desenvolvido a partir do cruzamento das quatro cultivares entre s, totalizando
seis cruzamentos. A populacdo F2, os parentais utilizados nos cruzamentos e a cultivar suscetivel BRS 268,
foram inoculados com o patégeno utilizando a metodologia de Keeling (1982), adaptada por Y orinori (1996). O
teste do qui-quadrado (+?) foi aplicado para aceitar ou rejeitar os padrdes de segregacso encontrados de plantas
mortas e ndo-mortas esperadas para a populacéo F2 segundo padrées mendelianos. O cruzamento BRS 260 x
BRS 246RR ndo resultou em nenhum individuo morto, com isso conclui-se que 0s mesmos contém um gene de
resisténcia no mesmo loco conferindo resisténcia a P. sojae. Nos cruzamentos BRSMG 752S x BRS 260 e BRS
246RR x BRSM G 752S foram observados padrdes de segregacéo semel hantes, correspondentes a segregacéo de
dois genes dominantes independentes. As trés combinacfes de cruzamentos envolvendo a cultivar BRS 262
indicam a presenca de trés genes segregando independentemente nesses cruzamentos. Pode-se concluir que
apenas nesse grupo de quatro cultivares resistentes ja existem quatro locos de resisténcia a P. sojae disponiveis
para serem explorados em programas de melhoramento de soja.

Introducédo

A soja €, atualmente, o principal produto da agricultura brasileira, colocando o Brasil em segundo lugar
no cendrio mundial em producdo e exportacdo de gréos. Apesar do potencia produtivo das cultivares brasileiras,
fatores bidticos e abidticos podem interferir nas condi¢bes naturais da lavoura, contribuindo assim para uma
diminuicdo da produtividade. Dentre as doengas que se manifestam na cultura da soja, provocando perda
acentuada no rendimento de graos, podemos destacar a podriddo radicular de fitéftora (PRF), causada por
Phytophthora sojae (Kaufm. & Gerd.) a doenca pode manifestar-se em varias espécies da familia Fabaceae, no
entanto a soja é o Unico hospedeiro de importancia comercial (Costamilan et a. 2007).

Os sintomas da doenca podem ser observados em todas as partes da planta de soja que apresentem
susceptibilidade a infecc@o por P. sojae, desde a germinacdo até a maturacdo das plantas. No campo, provoca
tombamento de plantas através do estabelecimento de uma podriddo que atinge o sistema radicular e
compromete a sustentacdo e o fluxo de nutrientes da planta. Tanto o cortex quanto o tecido vascular sdo
colonizados por P. sojae, sendo que ainfeccao pode se espal har rapidamente ao longo dos tecidos vasculares em
cultivares susceptiveis (Tyler, 2007)

Até hoje 14 genes, denominados Rps, foram descritos por conferirem resisténcia a PRF, os quais tem
sido amplamente utilizados nos programas de melhoramento para protecéo das cultivares de soja, contra esse
patégeno. Esses genes foram mapeados em oito diferentes locos, com uma série alélica em dois deles: Rps 1
(1a, 1b, 1c, 1d e 1k), Rps 2, Rps 3 (3a, 3b e 3c), Rps 4, Rps 5, Rps 6, Rps 7 e Rps 8 (Burnham et a. 2003). Ja
foi observado que a presenca de apenas um gene de resisténcia (Rps) ja é suficiente para conferir resisténcia a
doenca, entretanto os genes apresentam resisténcia raga-especifica, sendo que Rps2 e Rps7 ja ndo conferem
mais resisténcia as ragas de P.sojae encontradas nas lavouras mundiais (Schmitthenner 1985). Provavelmente
existam varios genes, responsaveis por conferir resisténcia, desconhecidos dentro do amplo germoplasma da
soja (Sandhu, 2005).

Nesse contexto, 0 objetivo do trabalho foi estudar o controle genético da resisténcia da soja a podridéo
radicular de fitoftora, presente nas variedades comerciais BRS 260, BRS 262, BRS 246RR e BRSMG 752S.

Material e M é&odos
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Os gendtipos que participaram desse estudo sdo cultivares descritas como resistentes a podridao
radicular de fitoftora e que foram desenvolvidas pelos programas de melhoramento de soja da Embrapa, sendo
eas

a) BRS 260: Apresenta coloragdo de flor branca, hilo marrom claro e pubescéncia cinza. Foi obtida do
cruzamento BRS 133 x CD 201.

b) BRS 262: Obtida do cruzamento Sharkey x [Hartwig x (Sel. Em Savana*2 x BR85-206)], apresenta
coloracéo de flor branca, coloragéo de hilo preta e cor de pubescéncia marrom.

¢) BRS 246RR: Cultivar de soja transgénica resistente ao glifosato, oriunda do cruzamento Embrapa 61
X (BRS 1333 x E96-246), possui flor branca, hilo marrom e pubescéncia marrom.

d) BRSMG 752S: Obtida do cruzamento Don Mario 43 x Suprema, apresenta coloracéo de flor roxa,
colorago de hilo marrom e cor de pubescéncia marrom.

Foram utilizados como testemunhas para 0 experimento o0s parentais resistentes utilizados nos
cruzamento e a cultivar BRS 268, suscetivel & PRF como padrdo para avaliar a qualidade da inoculag&o.

O desenvolvimento do material experimental foi realizado em casa de vegetagdo e consistiu no
cruzamento das quatro cultivares entre si, totalizando seis cruzamentos. N&o foram realizados cruzamentos
reciprocos pois sabe-se que aresisténcia a PRF ndo sofre efeito materno.

As plantas F1 de cada cruzamento foram autofecundadas e multiplicadas em casa de vegetacdo, afim de
produzir pelo menos 300 sementes. As plantas F1 foram trilhadas manualmente para minimizar a perda de
sementes e evitar a mistura entre os diferentes cruzamentos.

A populagdo F2, com tamanho variando de 77 a 151 plantas, foi inoculada com o patégeno utilizando a
metodologia de Keeling (1982), adaptada por Yorinori (1996). As plantas foram inoculadas no hipocdtilo
através de pontas de palitos de dente contendo o micélio, 1cm abaixo do cotilédone (Fig.1A eB).

Figura 1: A: inoculo de Phytophthora sojae semelhante ao utilizado no experimento
B: Processo de inoculagdo da planta utilizado no experimento.

As plantas que congtituiam a populacdo F2 foram avaliadas 10 dias apds a inoculagdo, sendo
determinada o tipo de reacdo para a doenca, com isso classificando os individuos em dois grupos:. plantas néo-
mortas e plantas mortas. Individuos que ndo apresentaram nenhuma lesdo além da ocasionada pela insercéo do
palito ou que apresentavam lesdo no hipocotilo restrita a regido do palito, mas sem murcha da planta, foram
classificados como ndo-mortas, denominadas resistentes. Plantas que apresentavam destruicdo completa do
hipocdtilo, murcha da planta ou lesdo aém do local de inser¢cdo do palito foram classificadas como mortas,
denominadas suscetivels.

O teste do qui-quadrado (+?) foi aplicado para aceitar ou rejeitar os padrdes de segregacio de plantas
mortas e ndo-mortas esperadas para a populagdo F2 segundo padrdes mendelianos. Para se estabelecer o nimero
de individuos esperados por classe, foram calculadas as probabilidades de cada classe e multiplicadas pelo
tamanho da amostra. As frequéncias observadas foram obtidas diretamente pela contagem dos dados da
amostra. O Qui-quadrado foi calculado através da equagéo proposta por Karl Pearson, segundo Ferreira (2005).

O teste mede a probabilidade das diferencas encontradas nas classes serem ao acaso. As hipoteses
testadas foram:

HO = Asfrequéncias de segregacdo observadas néo diferem estatisticamente das frequéncias esperadas;
H1 = Asfreguéncias de segregacdo observadas diferem estatisticamente das freqiiéncias esperadas.

Se o0 qui-quadrado calculado for maior do que o tabelado ao nivel de 5% de probabilidade ( P< 0,05),

reeita-se HO.



Resultados e Discussdo

Com base na andlise dos parentais (Tabela 1), verificou-se que todas as quatro cultivares estudadas
apresentam resisténcia completa a PRF, ja que nenhum individuo manifestou sinais da doenga, concordando
com os dados descritos na literatura. Ja para a cultivar suscetivel, observou-se um resultado diferente do
esperado j& que 33% das plantas inoculadas ndo desenvolveram a doenca mesmo sendo suscetiveis, indicando
gue a inoculacéo obteve 67% de eficiéncia, no entanto a eficiéncia esta dentro do normal devido a dificuldade
de se trabalhar com P.sojae. Varios fatores podem interferir no resultado esperado, como: mé colocagdo do
palito, temperaturas muito altas dentro da casa de vegetacdo, falta de umidade no micélio que esta sobre o palito
inoculado, dentre outras. Melhorias estruturais de casa de vegetacdo tais como no sistema de refrigeracéo e
aguecimento no sistema de nebulizacdo podem auxiliar na manutencéo da temperatura e umidade ideais para
aumentar a eficiéncia dainoculagéo.

Tabela 1: Nimero de plantas mortas e ndo-mortas apds inoculagdo com P. sojae sobre o padréo
suscetivel BRS 268 e sobre as Variedades resistentes

Variedades Plantas ndo-mortas Plantas mortas N
BRS 268 49 97 146
BRS 260 37 0 37
BRS 262 32 0 32

BRSMG 752S 28 0 28

BRS 246RR 38 0 38

* N: Tamanho da populacéo

Apesar da €eficiéncia da inoculagdo ndo ter sido 100 por cento, 0 desvio da eficiéncia ndo é suficiente
para aterar o padrédo de segregacdo sugerido. Mesmo considerando um escape de 33% sobre a frequéncia
observada de plantas mortas, observa-se que o padréo de segregacéo testado ndo rejeitado pelo teste de qui-
quadrado seria 0 mesmo. Também o fato de contar com resultados de cruzamentos envolvendo todas as
combinagbes entre 0s quatro parentais resistentes facilita a interpretacdo dos padrdes de segregacdo por
necessariamente apresentarem coeréncia dos resultados de um para outro cruzamento envolvendo o mesmo
parental. Essa complementaridade de informagao aumenta a robustez das conclusoes.

Através da avaliacdo dos individuos que constituiam a populagéo referente aos sei's cruzamentos obtidos
para o experimento e a realizagdo do teste de qui-quadrado, pode-se verificar que existem diferencas no nimero
de genes envolvidos na resisténcia a PRF, entre os cruzamentos analisados, ja que a fregiiéncia de plantas
mortas e nd0 mortas se gjustaram a padrdes de segregacdo diferentes entre os cruzamentos. Schmitthenner
(1985) afirma que um Unico gene Rps j& € suficiente para conferir resisténcia a doenca.

Tabela 2: Nimero de plantas mortas e ndo-mortas observadas (Fo) e esperadas (Fe) de acordo com o padréo de segregacao
proposto para a geracao F2 apos a inoculagdo com P. sojae e teste do qui-quadrado para cada cruzamento

Plantas Padr&o de
Cruzamento ndo-mortas Plantas mortas N sigg%%ao 2l P
Fo Fe Fo Fe (R:S)
BRS 260 x BRS 246RR 147 147 0 0 147 1.0 0 1,00
BRSMG 752S x BRS 260 72 72,19 5 4,81 77 15:1 0,01 0,93
BRS 246RR x BRSM G 752S 144 141,56 7 9,44 151 15:1 0,67 0,41
BRS 260 x BRS 262 141 139,78 1 2,22 142 63:1 0,68 0,41
BRS 246RR x BRS 262 145 144,71 2 2,29 147 63:1 0,04 0,85
BRS 262 x BRSM G 752S 140 138,8 1 2,20 141 63:1 0,67 0,41

* P Probabilidade, N: Tamanho da Populago

O cruzamento BRS 260 x BRS 246RR ndo apresentou nenhum individuo morto, com isso podemos
concluir que os mesmos contém um gene de resisténcia no mesmo loco conferindo resisténcia a P. sojae ja que
n&o ocorreu segregacao entre seus aelos, com isso o «“calculado apresenta valor igual a zero com probabilidade
méxima. A cultivar BRS 133 utilizada como parental para desenvolvimento das duas cultivares, apresenta



suscetibilidade a PRF e é utilizada como padréo de suscetibilidade para estudos envolvendo P.sojae. Isto indica
que a provavel origem da resisténcia venha de outro parental utilizado no desenvolvimento das duas cultivar

Os cruzamentos BRSMG 752S x BRS 260 e BRS 246RR x BRSMG 752S, apresentaram padrfes de
segregacao semelhantes e seguem o padréo 15R:1S. O padréo de segregacdo de 15:1 corresponde a segregacao
de dois genes dominantes independentes. Nesses cruzamentos, como os dois parentais envolvidos sio
resistentes, cada gene veio de um dos parentais. Como o0 gene presente nas cultivares BRS 260 e BRS 246RR é
0 mesmo, podemos concluir, baseados no padrdo de segregacéo encontrado para esses dois cruzamentos, que
existe um gene presente nas cultivares BRS 260 e BRS 246RR e outro gene independente ou em diferente loco
na cultivar BRSMG 752S.

As trés combinagbes de cruzamentos envolvendo a cultivar BRS 262, apresentaram um padréo de
segregacdo diferente dos demais. Em todos os cruzamentos envolvendo essa cultivar como parental, o padréo de
segregacdo foi de 63R:1S, indicando que existem trés genes segregando independentemente nesses
cruzamentos. Como ja foi observado nos cruzamentos ja analisados que os parentais BRS 260, BRS 246RR e
BRSMG 752S tem apenas um loco de resisténcia, infere-se que a cultivar BRS 262 tenha nessesariamente dois
locos de resisténcia a P. sojae. Com base no teste de qui-quadrado, verificou-se que o modelo se gusta
perfeitamente (P>0,05) aos dados observados.

Através de uma busca realizada no banco de dados do Germplasm Resources Information Network's
(GRIN), pode-se verificar que a cultivar Sharkey, um dos parentais da cultivar BRS 262, apresenta os genes
Rps 1c e Rps 3 em seu gendtipo, sendo assim, essa € a provavel origem dos dois genes de resisténcia presentes
no gendtipo da cultivar BRS 262. Testes de alelismo em relacdo as fontes de resisténecia estdo sendo
desenvolvidos para comprovar a origem desses genes.

Resumidamente, pode-se concluir que apenas nesse grupo de quatro cultivares resistentes ja existem
quatro locos de resisténcia a P. sojae disponiveis para serem explorados em programas de melhoramento de
soja. A utilizagdo de um mesmo gene como fonte de resisténcia para diferentes cultivares pode levar a uma
adaptacdo do patdgeno ao hospedeiro, com isso levando a quebra da resisténcia (BURNHAM, et a., 2003), por
isso faz-se necessdria uma rotacdo das fontes utilizadas para controle da doenga, em &reas que ocorrem ragas
especificas de P. sojae, assm diminuindo a chance de quebra daresisténcia (WILCOX & St. MARTIN, 1998).
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