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RESUMO

JORGE, Vanderson Ricardo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2013. Diversidade Molecular de Phakopsora pachyrhizi em genétipos de soja
com diferentes genes de resisténcia a ferrugem. Orientador: Luiz Orlando de
Oliveira. Coorientadores: Ana Paula Gomes Soares e Ana Aparecida Bandini Rossi.

A Ferrugem Asiatica da Soja € uma das principais doencgas da cultura da
soja causando grandes danos econdmicos para 0 agronegocio. Genes para
resisténcia a ferrugem tem sido relatados, porém a resisténcia conferida aos
cultivares ainda é parcial. O objetivo da pesquisa foi avaliar a diversidade do
fungo P. pacyrhizi a partir de amostras ambientais originadas de
experimentos cultivados com gendtipos suscetiveis e gendtipos com gene
para resisténcia a ferrugem. As regides génicas do espacador transcrito
interno (ITS) e o gene para o Fator de ribosilacio do ADP foram
amplificadas, clonadas e sequenciadas. As sequéncias obtidas foram
reunidas em bancos de dados para ambas as regides em estudo. Os
resultados das andlises evidenciaram a presenca de 6 haplétipos para a
regido de ADP e 14 ribotipos para a regido de ITS, estando distribuidos de
modo semelhante entre os genoétipos de soja com diferentes niveis de
resisténcia. Andlises de estrutura de populagcbes demonstram que a
variabilidade genética para P. pachyrhizi concentra-se nas populacdes
dentro de uma mesma localidade, ndo havendo diferencas significantes
entre localidades avaliadas. A presenca de genes que conferem resisténcia
a alguns genotipos ndo influenciou na distribuicdo de ribétipos para os locais
em estudo. A similaridade entre diferentes localidades amostradas, e
diferente gendtipos indicam um intenso fluxo génico que pode ser resultado

da disperséo de esporos a longa distancia pelo vento.



ABSTRACT

JORGE, Vanderson Ricardo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2013.
Molecular diversity of Phakopsora pachyrhizi in soybean genotypes with
different rust resistance genes. Adviser: Luiz Orlando de Oliveira. Co-advisers:
Ana Paula Gomes Soares and Ana Aparecida Bandini Rossi.

The Asian Soybean Rust is a major disease of soybean causing enormous
economic damage to agribusiness. Rust resistance genes have been
reported, but the resistance of the cultivars is still partial. The objective of the
research was to assess the diversity of the fungus P. pachyrhizi from
environmental samples originating from experiments cultivated with
susceptible genotypes and genotypes with rust resistance gene. The gene
regions of internal transcribed spacer (ITS) and the gene for Factor ADP
ribosylation were amplified, cloned and sequenced. The sequences obtained
were assembled into databases for both regions under study. The results of
the analysis revealed the presence of six haplotypes for the region of ADP
and 14 ribotypes for the ITS region, being similarly distributed among
soybean genotypes with different tolerance levels. Population structure
analysis demonstrate that genetic variability for P. pachyrhizi focuses on
populations within the same location, with no significant differences between
evaluated locations. The presence of genes which grant resistance to some
genotypes did not affect the distribution of ribotypes to the locations under
consideration. The similarity between different location samples and different
genotypes indicate an intense gene flow than can be result of a long distance
spore dispersion by the wind.

Vi



1. Introducéo Geral

Diversas culturas sofrem com o0s prejuizos econdmicos causados pela
acdo de fungos fitopatogénicos. A agricultura extensiva e a ampla
distribuicdo de grandes culturas, bem como o modo de disperséo de fungos
fitopatogénicos facilitam a sobrevivéncia e propagacédo desses nos campos
de cultivo ao redor do mundo.

A soja € uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, originaria
da China, que chegou as Américas no inicio do século XIX. Esta leguminosa,
possui papel fundamental para a alimentacdo da populagdo mundial, sendo
utilizada desde a preparacdo de alimentos, fabricacdo de racdes, 6leos,
farinha, solventes, biodiesel e outros. Segundo TIAN et al. (2010) soja é uma
das sementes de leguminosas mais importantes economicamente,
fornecendo a maioria das proteinas vegetais, e mais de um quarto da
comida mundial e da ragéo animal.

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de soja, tendo como
principais regides produtoras o Sul e Centro-Oeste do pais. Asoja é a
cultura agricola brasileira que mais cresceu nas Ultimas trés décadas e
corresponde a 49% da area plantada em graos do pais (MAPA, 2013). Na
safra 2010/2011 a cultura ocupou uma area de 24,2 milhdes de hectares, o
que totalizou uma producdo de 75 milhdes de toneladas com uma
produtividade média de 3.106 kg por hectare (EMBRAPA, 2013).

A ferrugem da soja € causada por duas espécies de fungos -
Phakopsora pachyrhizi (Syd. & P. Syd) e P. meibomiae (Arthur) Arthur. A
primeira espécie de origem asiatica € conhecida por causar maiores danos,
devastando campos de plantio em alguns paises produtores, e resultando
em enormes prejuizos econémicos. Atualmente a ferrugem asiatica da soja é
a doenca que promove maior dano a cultura da soja no mundo.

O fungo P. pachyrhizi tem dispersao pelo vento, fazendo com que
seus esporos sejam dispersos por longas distancias, possibilitando a sua
introducdo em novas areas e intenso fluxo génico. Essa via de disperséao é
especialmente relevante para fungos biotréficos obrigatérios, nos quais um
processo de extincdo e colonizacdo pode estar constantemente ocorrendo
(BROWN; HOVMOLLER, 2002).



O ciclo de vida do fungo da ferrugem tende a ser complexo,
envolvendo diferentes tipos de esporos (GOELLNER et al., 2010). P.
pachyrhizi possui reproducédo assexuada, contudo diversos estudos relatam
alta variabilidade para este fungo (FREIRE et al., 2008; BARNES et al.,
2009; TWIZEYIMANA et al., 2011; FREIRE et al.,, 2012; ZHANG et al.,
2012).

O desenvolvimento e emprego de cultivares resistentes a doenca €
uma das principais estratégias para controle da doenca. Os cultivares de
soja utilizados comercialmente ndo sao plenamente resistentes a P.
pachyrhizi (HARTMAN et al., 2005). Entre os principais genes conhecidos
que conferem resisténcia a ferrugem asiatica da soja estdo os genes Rppl
(CHENG; CHAN, 1968; HIDAYAT; SOMAATMADJA, 1977; MCLEAN; BYTH,
1980; HARTWIG; BROMFIELD, 1983), Rpplb (RAY et al., 2009), Rpp2
(BROMFIELD; HARTWIG, 1980); Rpp3 (BROMFIELD; MELCHING, 1982),
Rpp4 (HARTWIG, 1986); Rpp5 (GARCIA et al., 2008) e Rpp6 (LI et al.,
2012).

Estudos com P. pachyrhizi sdo realizados a partir de amostras
ambientais. Por serem amostras ambientais, cada amostra coletada é
composta por diversos individuos, dificultando a geracdo de dados
individuais. Essas amostras de campo de P. pachyrhizi tipicamente
consistem de um pool de diferentes isolados. Nestas circunstancias,
clonagem bacteriana de produtos de PCR antes do sequenciamento é
obrigatoria, dado que o sequenciamento direto de produtos de PCR produz
frequentemente cromatogramas com resultados inelegiveis (FREIRE et al.,
2012).

Estudos para detectar variacdo genética de P. pachyrhizi tém sido
realizados a partir de analises de polimorfismo de regides espacadoras
transcritas internas de DNA nuclear (ITS), as quais tém demonstrado ser
uma ferramenta muito interessante para campos de pesquisa como a
Filogenia e Filogeografia. A regido ITS de DNA ribossomal nuclear (nrDNA),
a qual inclui dois espacadores (ITS1 e ITS2) e o gene interveniente 5.8S,
constitui uma familia de genes multicopia. O alinhamento de sequéncias de
ITS de P. pacyrhizi demonstra que sitios polimorficos estéo distribuidos de
maneira ndo uniforme ao longo da regido ITS (FREIRE et al., 2012).



Os espacadores internos apesar de serem eliminados pelo
processamento do rRNA, sdo necessarios para formar estruturas
secundarias funcionais, que contém sitios de ligacdo para proteinas
nucleares requeridas para biogénese do ribossomo e correto processamento
do rRNA (HILLIS; DIXON, 1991; NAZAR, 2004; MULLINEUX; HAUSNER,
2009; FREIRE et al., 2012).

O estudo da estrutura secundaria fornece informacgdes Uteis para
estudo de diversidade genética em amostras ambientais. Analises
estruturais podem ajudar a distinguir copias de nrDNA funcionais de nao
funcionais, ou pseudogenes (QUEIROZ et al., 2011; FREIRE et al., 2012).

O gene para fator de ribosilacdo do ADP possui polimorfismos a nivel
de sequéncia, sendo viavel para detectar variacdo genética de P. pachyrhizi
como demonstrado no trabalho de ZHANG et al. (2012).

O presente estudo de diversidade de P. pachyrhizi tem por objetivo
avaliar o nivel de variabilidade genética de populagbes de P. pachyrhizi
estimada pelo sequenciamento de duas regides génicas nucleares (fator de
ribosilacdo do ADP e ITS), em 10 gendtipos de soja com diferentes genes de
resisténcia a ferrugem asiatica em diferentes regides produtoras no Brasil
em dois anos agricolas, com a finalidade de um melhor entendimento da

biologia de populacdes de P. pachyrhizi.



2. Objetivo

Esse estudo tem como objetivo avaliar o nivel de variabilidade
genética de populagbes de P. pachyrhizi a partir de dados moleculares,
utiizando 10 gendtipos de soja com diferentes genes de resisténcia a

ferrugem em diferentes regides produtoras de soja no Brasil.
2.1. Objetivos Especificos

A partir das andlises, informacfes serdo fornecidas no intuito de

responder as seguintes questdes:

Qual o nivel da variabilidade genética de isolados P. pachyrhizi em
diferentes localidades no Brasil, baseado no polimorfismo das regibes de
fator de ribosilacdo do ADP e ITS de gendtipos de soja suscetiveis e

genotipos com gene de resisténcia?

Como haplétipos de P. pachyrhizi estdo distribuidos nas regides
amostradas e entre gendtipos de soja com diferentes genes de resisténcia a

ferrugem?

Existe variabilidade genética para P. pachyrhizi dentro de uma mesma

localidade e entre localidades com e sem cultivo comercial de soja?

Populacdes de P. pachyrhizi identificadas a partir de genétipos com
gene de resisténcia sdo semelhantes as identificadas em gendtipos

suscetiveis?

O carater resisténcia de alguns genétipos atua de alguma maneira

para a diversidade das popula¢des de P. pachyrhizi?

A variabilidade genética de P. pachyrhizi € compartilhada entre Brasil

e Argentina?

Qual o numero de clones obtidos por clonagem bacteriana séo
necesséarios para estimar a diversidade genética de uma populagdo P.

pachyrhizi a partir de amostras ambientais?



3. Metodologia
3.1. Coleta de amostras

As amostras de folhas de soja infectadas com P. pachyrhizi foram
coletadas em campos de cultivo em diferentes localidades na Argentina
através de colaboracdo do Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias - CNIA - INTA. No Brasil as folhas foram obtidas a partir de
experimentos implantados em diferentes localidades em dois anos agricolas
2009/2010 e 2011/2012. Os experimentos foram implantados nos municipios
de Cascavel e Londrina no estado do Parana e no municipio de Vigosa no
estado de Minas Gerais, por meio de parceria com instituicdes (Coodec -
Cascavel, Embrapa soja - Londrina, BIOAGRO-UFV - Vicosa). Dez
genatipos diferentes de soja com diferentes genes de resisténcia a ferrugem
asiatica: Pl 200492, PI 230970, PI 462312 e Pl 459025, os quais possuem
0s genes de resisténcia Rppl, Rpp2, Rpp3 e Rpp4 respectivamente, BRS
134, FT 17, FT 2, IAC 1, BRS MS Bacuri e CD 208, os quais ndo possuem
quaisquer gene de resisténcia conhecido foram cultivados em parcelas com
duas repeticoes, e livre de controle para ferrugem.

As amostras de folhas de soja infectadas com P. pachyrhizi foram
coletadas nos campos de cultivo da Argentina e nos experimentos do Brasil,
e enviadas ao Laboratoério Biologia Molecular e Filogeografia do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO) da Universidade Federal
de Vigosa (UFV), Vigosa-MG. Os esporos presentes nas folhas infectadas
foram removidos com auxilio de sistema de suc¢ao conectado a uma bomba
de vacuo. As amostras cujas folhas apresentaram pouca quantidade de
esporos, tiveram retirada a parte da folha com presenca de pustulas da
ferrugem para serem utilizados. Os esporos e tecidos foliares com pustulas

foram colocados em microtubos, liofilizados e armazenados a -80 °C.
3.2. Extracao de DNA

Foi extraido DNA de 56 amostras brasileiras, sendo 30 referentes ao
ano agricola 2009/2010, e 26 do ano agricola 2011/2012 e 12 amostras
argentinas. O DNA gendmico total foi extraido a partir de aproximadamente



30 mg de esporos e/ou folhas infectadas, usando o protocolo de CTAB
descrito por DOYLE e DOYLE (1987), com modificagbes, como descrito por
FREIRE et al. (2008).

O material foi macerado em microtubos de capacidade de 1,5 mL na
presenca de 600 pL de tampéo de extragdo CTAB: NaCl; Tris — HCI 1M;
EDTA 05 M; CTAB 5% (m/v); B-mercaptoetanol. O material foi
homogeneizado e incubado a 65 °C durante 15 minutos. Logo apos foi
adicionado 400 pL de cloroférmio alcool-isoamilico 24:1 (v/v), em seguida os
tubos passaram por centrifugagcdo a 13.000 rpm por 10 minutos, para
separar a fase organica da aquosa. Apés a centrifugacéo, o sobrenadante foi
transferido para novos microtubos, com adicdo de 500 pL de isopropanol
gelado. Os tubos passaram por agitacdo e centrifugacao para sedimentar o
precipitado, o qual foi lavado com etanol 70% (v/v) e em seguida colocado
para secar em camara de fluxo laminar. O material foi entdo ressuspenso em
TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) e RNase 40 pg/mL, e finalmente

armazenado a -20 °C.
3.3. Reacbes de amplificacéo via PCR

Duas regibes do genoma nuclear foram selecionadas para
amplificacdo: o gene que codifica para o fator de ribosilacdo do ADP; e as
regides espacadoras internas (ITS) mais a regido de 5.8S do DNA
ribossomal nuclear. Os genes para amplificacdo e andlise foram escolhidos
com base na viabilidade para amplificacdo e nivel de polimorfismo conforme
descrito por FREIRE (2011). As amplificacbes foram conduzidas em
termociclador Eppendorf vapo.protect (AG 22331 Hamburg, Alemanha).

A amplificac@o da regido ITS foi realizada com os primers especificos
para P. pachyrhizi, ITSPP5 e ITSPP3 (FREIRE et al., 2008). As
amplificagbes do gene fator de ribosilagdo do ADP foram conduzidas com
combinacdo de primers DN739857F2 e DN739857R5b (FREIRE, 2011). As
amplificagbes foram realizadas com 0 mesmo programa para as duas
regides génicas, com um ciclo inicial de desnaturacdo a 94 °C por cinco
minutos; seguidos por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30
segundos para anelamento dos primers, 72 °C por 45 segundos para

extensao; e um ciclo de extenséo final de 72 °C por cinco minutos. As
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reacoes para amplificagdo foram preparadas para um volume final de 20 pL:
4 uL do tampéao 5x Phusion HF Buffer (1,5 mM de MgCl,); 1 yL de cada
primer a 10 pM; 0,2 pL de dNTPs a 10 mM; 2,0 pL de DNA; 0,2 pL de
Phusion High Fidelity DNA Polimerase; e agua ultra pura autoclavada para
completar o volume. Para as amostras da localidade Londrina, ano 2010, foi
utilizado Platinum Taqg DNA polimerase.

Apo6s cada amplificacédo, o produto de PCR foi purificado utilizando o
kit de purificagdo Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System conforme
recomendagédo do fabricante. Em seguida, foram adicionados 0,2 pL da
enzima Taq DNA polimerase (Phoneutria) em cada reacdo e essas foram
incubadas a 37 °C por 30 minutos. A adicdo de Tag DNA polimerase teve for
finalidade a adicdo de adenina no final de cada fita amplificada para facilitar
a reacdo de ligacdo no plasmideo pGEM-T Easy (PROMEGA). Os
fragmentos amplificados foram separados por meio de eletroforese em gel
de agarose 1,0 % (m/v), visualizados por meio de luz ultravioleta, e suas

imagens digitalizadas em um sistema captura de imagens.
3.4. Clonagem dos produtos amplificados

Apo6s amplificacdo por PCR, os fragmentos de DNA foram clonados
para separar diferentes isolados. A clonagem foi realizada utilizando o vetor
pPpGEM-T Easy (Promega), de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
Em seguida, foi realizada a transformacédo por choque térmico, utilizando
células DH5a ultracompetentes de Escherichia coli. Tubos com 100 pL de
células competentes receberam 5L de reacao de ligacdo, e foram mantidos
no gelo por 30 minutos. Em seguida os tubos foram incubados em banho-
maria a 42 °C durante 50 segundos e novamente colocados em gelo por
dois minutos para a recuperacdo das ceélulas. Para crescimento foram
adicionados a cada tubo 900 pL de meio SOC (0,5% (m/v) de extrato de
levedura; 2% (m/v) de triptona; NaCl 10 mM; KCI 2,5 mM; MgCl, 10 mM;
MgSO,4 10 mM) e esses incubados em agitador a 37 °C e 150 rpm durante
uma hora. Apés término do periodo de crescimento, os tubos foram
centrifugados a 3.500 rpm por 10 minutos. O precipitado foi ressuspenso em
150 pL de meio SOC, e desses 120 uL foram plagueados com duas

repeticbes em placas de Petri (90 x 15 mm). As placas foram preparadas
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anteriormente com meio LB sélido contendo ampicilina 50 pg/mL e X-Gal 25
Mg/mL. Em seguida as culturas foram incubadas a 37 °C por
aproximadamente de 16 horas.

Para as analises dos transformantes, col6nias brancas isoladas foram
repicadas em meio solido e analisadas por PCR de colbnia para avaliar
quais coldnias apresentavam o inserto de interesse. As reacbes foram
preparadas para um volume final de 20 puL: 2 pL do tampéao 10x IB Buffer (15
mM de MgCly); 0,75 pL de cada primer a 10 puM; 0,2 pL de dNTPs 10 mM;
2,0 uL de DNA; 0,2 pL de Tag DNA Polimerase (Phoneutria); e agua ultra
pura autoclavada para completar o volume. As reacdes de PCR de colbnia
foram conduzidas com primers especificos e nas mesmas condicbes da
primeira amplificag&o. As regides de ITS foram amplificadas com os primers
ITSPP5 e ITSPP3, e 0 gene de fator de ribosilacdo do ADP com os primers
ADP3F e ADP2R. As sequéncias de cada primer, assim como a temperatura
de anelamento encontram-se na Tabela 1. Em seguida, os fragmentos foram
separados por meio de eletroforese em gel de agarose 1,0 % (m/v) e
visualizados por meio de luz ultravioleta e suas imagens digitalizadas em um
sistema de captura de imagens.

Tabela 1: Relacdo dos primers utilizados para a amplificagcdo das duas regibes génicas de
P. pachyrhizi.

Primer Sequéncia Tm (°C)
ITS ITSPPS 5° GCAACGGCACTTTACTGGCTC 3° 59,1
ITSPP3 5" GTTCAGTGGGTAGTCTCACCTGATT 3° 58
ADP DN739857F2 5 AGCAGACCCAACCCATCGATAT 3° 58,2
DN73985R5b 5° AGTCCACCACAAAGATGATTCCCT 3° 58,2
ADP3F 5° GATATCTCCCTCTCCCTCTC 3° 52,8
ADP2R 5  ATGATTCCCTGAGTGTTTTG 3° 50,4

As colonias que apresentaram as melhores amplificagbes foram
selecionadas para fazer a extracdo de DNA plasmidial. As colbnias
selecionadas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio
LB liquido com 2,5 pL de ampicilina 50 pg/mL. Os tubos contendo meio LB e
bactérias foram incubados por 14 horas a 37 °C sob agitagédo de 180 rpm. O
DNA plasmidial de colbnias avaliadas positivamente foi extraido utilizando o

Kit Wizard Mini Prep (Promega) de acordo com recomendacdes do
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fabricante, quantificado com Nano-Drop (Thermo-Scientific) e encaminhado

para sequenciamento.
3.5. Sequenciamento e comparacédo das sequéncias

O sequenciamento das amostras foi realizado pela empresa
Macrogen-Korea, e conduzido com o primer universal M13 pUCF (5
GTTTTCCCAGTCACGAC 3'). Para o ITS foi sequenciada a regido completa
(ITS1, 5.8S, ITS2). Para o gene fator de ribosilacio do ADP foram
sequenciadas apenas parte do gene, envolvendo regides de introns e exons.
Foram sequenciados em média oito clones originados a partir de cada
gendtipo amostrado para ITS e ADP. As sequéncias obtidas foram alinhadas
e submetidas a correcdes e edicdes manuais no aplicativo computacional
SEQUENCHER versédo 4.8 (SEQUENCHER®). Os primers foram também
alinhados as regifes génicas correspondentes e utilizados como referéncia
para a eliminacdo das extremidades das sequéncias. No alinhamento foi
necesséria a introducao de “gaps” para compensar as inser¢des ou delegdes
de bases. A comparacdo das sequéncias, e a analise do cromatograma de
cada uma delas permitiu a realizacdo das correcdes necessarias e a
identificacdo das mutacgodes.

As autapomorfias, presenca de um caractere derivado em uma Unica
sequéncia do conjunto de dados, foram removidas, pois eram suspeitas de
terem sido originadas de erro de incorporagcdo da DNA polimerase. As
autapomorfias sdo altamente informativas na analise de rede, se mantidas
no conjunto de dados poderiam alterar indices de diversidade haplotipica e

nucleotidica.
3.6. Anédlises Estatisticas

Os bancos de dados preparados para cada regido génica foram
analisados no programa DNAsp v5 (LIBRADO; ROZAS, 2009). Esse
programa forneceu dados basicos de cada alinhamento, como: namero de
sequéncias analisadas, tamanho das sequéncias, numero de gaps e a
posicdo deles na sequéncia, numero de sitios polimorficos e posicdo na

sequéncia, numero de sitios polimérficos informativos, numeros de



singletons, conteudo GC, numero de haplétipos, diversidade nucleotidica e
diversidade haplotipica. O nivel de fluxo génico e de diferenciacéo entre as
populacdes de P. pachyrhizi organizados por localidade foi obtido com base
no calculo de Fsr, realizado no programa DNAsp.

O teste de associacdo de qui quadrado (¥°) foi realizado no software
(PREACHER, 2001) com a finalidade de avaliar a quantidade e distribuicdo
dos haplétipos. O teste comparou as proporcdes de ribotipos totais e
frequentes originados de genatipos suscetiveis e de gendtipos portadores de
gene para resisténcia a fim de avaliar se as propor¢cdes observadas
demonstram ou né&o diferengas significativas.

A estrutura secundaria para os ribétipos de ITS1 e 5,8S, e a energia
livre minima associada (DG) foi estimada pelo programa MFOLD 3.2 -
RNAfolding (MATHEWS et al., 1999; ZUKER, 2003). A estrutura secundaria
de para a regido de ITS2 e a energia livie minima associada foi prevista por
modelagem de homologia utilizando a estrutura secundaria proposta para P.
pachyrhizi (acesso 170674463) obtido de ITS2 Database Il (SELIG et al.,
2008). A modelagem de homologia foi realizada para verificar se as
caracteristicas estruturais foram mantidas para os ribétipos de ITS2. As
estruturas secundarias foram montadas e editadas com software VARNA
(DARTY et al., 2009). A estrutura apresentada foi estimada para o ribétipo
mais frequente no estudo.

O programa TCS 1.21 (CLEMENT et al., 2000) foi utilizado para
evidenciar a relacdo genealdgica entre os haplétipos obtidos. Foi estimada
uma rede de haplétipos para cada uma das regiées génicas. Esse programa
produz a partir de um conjunto de dados arvores e redes evolucionarias.
Para estimar a rede de haplétipos, cada uma das bases (A, G, C e T) foi
considerada como um carater, e as inser¢cdes ou delec¢des (indels) foram
consideradas como um quinto carater, independente do seu tamanho. O
namero maximo de conexdes parcimoniosas entre as sequéncias foi
estimado com 95% de probabilidade para todos os acoplamentos dos
haplotipos dentro da rede.

Teste a nivel populacional foram realizados no programa ARLEQUIN
versdao 3.1 (EXCOFFIER et al.,, 2005). Foram calculados indices da
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diversidade molecular; testes da estrutura genética da populagéo: andlise da
variancia molecular (AMOVA); e analise de diferenciacdo das populacdes.
Com o objetivo de estimar a riqueza de ribotipos por localidade, uma
curva de rarefacdo relacionando numero sequéncias e numero de riboétipos
foi construida utilizando o programa EstimateS, verséo 8.2 (COLWELL et al.,

2012) para obter indices baseados em dados de amostragem.
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4. Resultados
4.1. Fator de ribosilagdo do ADP
4.1.1. Analise das sequéncias

Foram obtidas um total de 91 sequéncias para o Fator de Ribosilacao
do ADP para as localidades de Cascavel e Vigosa. Destas sequéncias, 50
foram provenientes de genotipos suscetiveis a ferrugem asiética e 41
oriundas de gendtipos que possuem gene para resisténcia. As sequéncias
apos alinhamento e edicdo resultaram em um fragmento consenso de 679
bases.

A andlise das 91 sequéncias permitiu a identificacdo de quatro sitios
polimorficos, apresentando uma diversidade haplotipica de 0,581, que
corresponde a diversidade entre as duas localidades analisadas.

Dentre o total de sequéncias obtidas, 43 sequéncias foram
identificadas em Cascavel, sendo 19 provenientes de gendtipos resistentes e
24 de gendtipos suscetiveis. As amostras da localidade Vicosa somaram 48
sequéncias, possuindo 22 sequéncias a partir de genotipos resistentes e 26
de gendtipos suscetiveis.

Um total de 6 haplétipos foram obtidos a partir da andlise das
mutacBes do conjunto de sequéncias. Os Haplétipos 1 e 2 foram os mais
frequentes para o conjunto de amostras analisadas, sendo o haplétipo 1 o
mais frequente nas duas localidades. O haplétipo 2 foi mais frequente na
localidade Vigosa (Figura 1).

4 3 4 6
4 911
Hap (C+V) (C/V) (S/R) 8 30
1 47 28/19 20/27 GTAT
2 36 13/23 24/12 A G .
3 3 00/03 03/00 . AGC
4 2 01/01 00/03 T C
5 2 00/02 02/00 T
6 1 01/00 01/00 G

Figura 1: Alinhamento dos sitios variaveis a partir de 91 sequéncias de ADP definindo 06
haplétipos de P. pachyrhizi. C+V indica a frequéncia de hapl6tipos obtidos nas localidades
Cascavel (C) e Vigcosa (V). C/V representam o numero total de haplétipos de cada
localidade. S e R referem-se ao nimero de haplétipos originados a partir de genétipos de
soja suscetiveis e resistentes a ferrugem respectivamente. Cada sequéncia possui 679
bases. Pontos indicam similaridade com o haplotipo 1. Nimeros ao alto indicam a posigao
do nucleotideo na sequéncia de referéncia.
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O haplétipo 4 demonstrou distribuicdo semelhante para as duas
localidades. Os haplétipos 03 e 05 foram exclusivos da localidade Vigosa,
porém com baixa frequéncia e o haplotipo 6 foi exclusivo para a localidade

Cascavel.
4.1.2. Relacdo genealdgica entre os haplotipos

Uma rede de haplotipos foi estimada a partir dos 06 haplétipos do
gene para fator de ribosilagdo do ADP de P. pachyrhizi para entender quais
as relacdes genealdgicas existentes. A rede de haplétipos para a regido de
ADP esté representada na Figura 2.

Observa-se por meio da rede uma divisdio em dois grupos
(Cascavel/Vicosa), com a rede apresentando um haplétipo principal (1) com
maior frequéncia e predominante em Cascavel e o0 haplétipo (2) com
frequéncia um pouco menor, e significativamente presente nas amostras de
Vigosa.

Os haplotipos (03, 04 e 05) surgem com menor frequéncia, ocupando
posicdo periférica na rede, com distribuicdo quase restrita a localidade
Vicosa, caracteristica que sugere origem recente desses haplétipos.

Os hapldtipos frequentes 1 e 2 ocupam posicdo central na rede,
estando conectados pelo haplotipo intermediario 6 (Figura 2), e apresentam-
se geograficamente espalhados, condicdo que aponta para ancestralidade
em relacao aos demais haplotipos da rede.

1 6 2
. ‘
. Cascavel
. Vigosa

5 4 3

@ O
Figura 2: Rede de haplotipos para a regido de ADP de P. pachyrhizi. Cada circulo
representa um hapl6tipo; nimero ao lado do circulo indica o haplétipo; o tamanho dos
circulos tem relacdo com a frequéncia dos haplétipos; circulos coloridos sdo haplétipos
frequentes (N>2); particdo dos circulos revela a frequéncia do hapl6tipo por localidade;
Cada linha representa um passo de mutacéo.
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A rede de haplétipos quando estimada com base na frequéncia de
sequéncias provenientes de genotipos suscetiveis e resistentes apresenta
uma distribuicdo semelhante (Figura 3). O compartilhamento de haplétipos
entre os diferentes genotipos indica a presenca de intenso fluxo génico entre
as populacdes, bem com a auséncia de selecdo mesmo na presenca de

genes que conferem resisténcia a ferrugem para alguns genétipos.

B Susceptivel

B Resistente

5 4 3

Figura 3: Rede de haplétipos para a regido de ADP de P. pachyrhizi com base no padréo
susceptibilidade e resisténcia. Cada circulo representa um haplétipo; nimero ao lado do
circulo indica o haplétipo; o tamanho dos circulos tem relagcdo com a frequéncia dos
haplétipos; particao dos circulos revela a frequéncia do haplétipo por localidade; Cada linha
representa um passo de mutagao.

Com o objetivo de avaliar a quantidade e distribuicdo dos haplétipos o
teste de associacdo de qui quadrado (x%), com grau de liberdade igual a 1
(GL=1), relacionando o numero de sequéncias ao numero de haplétipos
encontrados nos gendtipos de soja suscetiveis e resistentes foi realizado
para as amostras de cada localidade e para as localidades em conjunto,
Cascavel e Vigosa (C+V).

A frequéncia de haplétipos totais e frequentes foi muito similar para
ambos 0s genotipos, ndo apresentando diferenca significativa entre
genadtipos de soja suscetiveis e gendtipos com gene que confere resisténcia
a ferrugem em ambas as localidades analisadas e também quando

avaliadas em conjunto (Tabela 2).
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Tabela 2: Teste de associacdo de qui-quadrado (¥°) entre nimero de sequéncias de ADP e
haplétipos encontrados em variedades de soja suscetiveis (S) e resistentes (R) a ferrugem
nas localidades de Cascavel e Vicosa. Seq (Niumero de Sequéncias), Hap total (haplétipo
total), Hap freq (haplétipos frequentes)®.

CAS Valor P VIC ValorP CAS+VIC Valor P
S R S R S R
Seq 24 19 26 22 50 41
Hap total 3 3 0,79™ 4 3 0,88" 5 3 0,68™
Hap freq 2 2 0.82"™ 3 2 0,80" 4 3 0,91™

GL=1; (") haplétipos com niimero de ocorréncia maior que 1; ™ = nao significativo.
4.2. Espacador transcrito interno
4.2.1. Analise das sequéncias

O sequenciamento de 437 clones para a regidao de ITS provenientes
de dois anos agricolas resultou em 212 sequéncias referentes ao ano
agricola 2009/2010 e 225 referentes ao ano agricola 2011/2012 em trés
localidades no Brasil. Foram sequenciados também 49 clones oriundos de
amostras da Argentina resultando em 49 sequéncias.

No estudo foram analisadas 486 sequéncias que apés alinhamento e
edicao resultaram em um fragmento consenso de 564 bases. A andlise das
437 sequéncias do Brasil permitiram a identificacdo de 7 substituicbes de
base e cinco indels, dois com dois e um com trés e dois com um pare de
bases.

Um total de 14 ribétipos foram obtidos a partir da andlise das
mutacOes de 437 sequéncias originadas do experimento do Brasil, sendo
245 sequéncias provenientes de gendtipos suscetiveis a ferrugem asiatica e
192 de gendtipos com gene para resisténcia, apresentando uma diversidade
haplotipica de 0,615, que corresponde a diversidade entre os locais
amostrados. Um total de oito sitios polimérficos foram detectados nas
sequéncias de ITS de amostras brasileiras (Figura 4).

Dentre as localidades amostradas, 172 sequéncias foram
identificadas em Cascavel, sendo 98 de gendtipos suscetiveis e 74

provenientes de genotipos resistentes.
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As amostras para Londrina somaram 113 sequéncias, com obtidas 60
a partir de gendtipos suscetiveis e 53 de genotipos resistentes. Vigosa
apresentou 152 sequéncias, 87 de genotipos suscetiveis e 65 de gendtipos
resistentes.

O Ribdtipo 1 foi o mais frequente para as amostras analisadas, sendo
0 mais frequente nas trés localidades, nos dois anos agricolas do Brasil e
nas amostras da Argentina. O ribétipo 1 foi identificado em 258 sequéncias
do Brasil e em 35 sequéncias da Argentina.

Os ribétipos 02, 03, 04, 05 e 06 com 70, 41, 39, 21 e 13 sequéncias
respectivamente apresentaram distribuicdo semelhante para as trés
localidades em estudo.

Os ribdtipos 07, 08, 09, 11, 12, 13 e 14 foram exclusivos de Londrina,
contudo apresentaram baixa frequéncia. O rib6tipo 10 foi Unico para Vigosa.

3pb

A
51113 33355
20287 88845
Rib (C+L+V) (C/L/V) (S/R) 5058 02999
01 258 121/48/89 145/113 ATAT---T-TT
02 70 20/25/17 37/25 ...ATTT.GA.
03 41 16/10/15 21/20 ..., A.
04 39 09/12/14 22/13 ....TTT.GA.
05 21 04/04/12 10/10 ....TTT.G..
06 13 02/06/04 7/5 D
07 02 00/02/00 2 C...
08 01 00/01/00 1/0 G-.ATTT.GA.
09 01 00/01/00 0/1 LG
10 01 00/00/01 0/1 .. G..
11 01 00/01/00 0/1 G..A....GA-
12 01 00/01/00 0/1 ..GATTT.GA.
13 01 00/01/00 1/0 ...A....GA.
14 01 00/01/00 0/1 T e e e e A.

Figura 4: Alinhamento dos sitios varidveis a partir de 437 sequéncias de ITS do Brasil
definindo 14 ribotipos de P. pachyrhizi. C+L+V indica a frequéncia de ribétipos obtidos nas
trés localidades Cascavel (C), Londrina (L) e Vicosa (V). C/L/V representam o numero total
de ribétipos de cada localidade. S e R referem-se ao ndmero de ribétipos originados a partir
de gendtipos de soja suscetiveis e resistentes a ferrugem respectivamente. Cada sequéncia
possui 564 bases. Pontos indicam similaridade com o ribotipo 1 e hifens indicam presenca
de gaps. Numeros ao alto indicam a posicdo do nucleotideo na sequéncia de referéncia.

16



4.2.2. Estrutura Secundaria

A estimativa da estrutura secundaria de ITS de P. pachyrhizi foi feita
separadamente para as regides de ITS1, 5.8S e ITS2, utilizando o ribétipo 1
como sequéncia de referéncia. Os resultados da comparacdo dos 14
ribGtipos com a sequéncia de referéncia evidenciaram os pontos de mutagéo
por substituicdo, delecdo e insercéao de bases.

A regido de ITS 1 apresentou 03 substituicbes de bases, compostas
por 02 transversdes e 01 transicdo, duas inser¢cdes e uma delecédo de bases

distribuidas ao longo da estrutura (Figura 5).
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Figura 5: Estrutura Secundaria de ITS1 de P. pachyrhizi. O rib6tipo 1 foi utilizado com
referéncia. Bases indicadas por seta de dupla direcdo indicam pontos de substiuicdo de
base. Bases sinalizadas por setas de sentido Unico indicam pontos de inser¢ao ou delegao
de bases.

O gene 5.8S manteve-se inteiramente conservado para todas as
sequéncias analisadas neste estudo. A comparac¢édo dos 14 ribotipos para a
regido de ITS2 com a sequéncia de referéncia revelou a presenca de pontos
de mutacao por substituicdo, delecéo e insercao de bases (Figura 6).

A regidao de ITS2 apresentou 02 substituicbes de bases, compostas
por 01 transversdo e 01 transicdo, trés insercbes e uma delecdo de bases

distribuidas ao longo da estrutura.
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Figura 6: Estrutura Secundaria de ITS2 de P. pachyrhizi. O rib6tipo 1 foi utilizado com
referéncia. Bases indicadas por seta de dupla direcdo indicam pontos de substituicdo de
base. Bases sinalizadas por setas de sentido Unico indicam pontos de inser¢ao ou delegao
de bases.

4.2.3. Relacdo genealdgica entre os ribotipos

Uma rede de ribotipos foi estimada abrangendo os 14 ribétipos de ITS
de P. pachyrhizi para entender quais as relacdes genealdgicas existentes
(Figura 7). Os ribotipos surgem distribuidos de forma semelhante para os
trés locais e dois anos amostrados. A rede apresenta um ribétipo principal
(1) com maior frequéncia e cinco rib6tipos (2, 3, 4 e 5) com menor
frequéncia, ocupando posicao central na rede, caracteristica que sugere
ancestralidade desses ribotipos.

O rib6tipo 10 com apenas uma sequéncia surge ligando o ribétipo 1 e
o ribdtipo 5. Os ribotipos singletons (7, 8, 9, 12, 13 e 14) e o ribétipo 6 foram
identificados nas extremidades da rede. A posicdo ocupada por esses
ribotipos servem como indicativo que esses sédo derivados dos ribotipos que
ocupam posi¢cdes centrais na rede e que sdo de origem mais recente em

relacdo aos demais ribétipos.

18



12

[]Cascavel ® 11
Il Londrina
[]Vigosa

®14 ® 3

Figura 7: Rede de ribétipos para a regido de ITS de P. pachyrhizi. Cada circulo representa
um rib6tipo; niumero ao lado do circulo indica o rib6tipo; o tamanho dos circulos tem relacdo
com a frequéncia dos ribétipos; circulos coloridos sdo rib6tipos frequentes (N>2); particdo
dos circulos revela a frequéncia do ribétipo por localidade; circulos pretos séo singletons
(N=1). Cada linha representa um passo de mutacéo.

Com intuito de investigar melhor a diversidade de P. pachyrhizi, 49
sequéncias de amostras de campo da Argentina foram incorporadas as
analises para comparar as amostras do Brasil com o material vindo da
Argentina.

A rede de ribétipos manteve-se inalterada apds a inclusdo de
sequéncias da Argentina, demonstrando um compartilhamento dos rib6tipos
mais frequentes e consequente presenca de fluxo génico entre populagdes
dos dois paises (dados ndo mostrados).

Analisando a distribuicdo de rib6tipos de P. pachyrhizi por ano
amostrado, observamos uma distribuicdo muito similar dos ribétipos nos dois
anos agricolas. Todos os singletons de ponta presentes na rede séo
originarios de amostras do ano 2010 e localidade Londrina. O ribétipo 7

também pertence as amostras de Londrina, 2010 (Figura 8).
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Figura 8: Rede de ribétipos para a regido de ITS de P. pachyrhizi. Cada circulo representa
um rib6tipo; niumero ao lado do circulo indica o rib6tipo; o tamanho dos circulos tem relacdo
com a frequéncia dos ribétipos; circulos coloridos sdo ribotipos frequentes (N>2); particdo
dos circulos revela a frequéncia do ribétipo por localidade; circulos pretos sao singletons
(N=1). Cada linha representa um passo de mutac&o.

A rede de ribdtipos quando estimada com base na frequéncia de
sequéncias provenientes de genotipos suscetiveis e resistentes apresenta
uma distribuicdo ligeiramente maior de suscetiveis. Aspecto provavelmente
decorrente de um maior niumero de sequéncias originadas a partir de

genotipos suscetiveis a ferrugem.
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Figura 9: Rede de ribétipos para a regido de ITS de P. pachyrhizi. Cada circulo representa
um rib6tipo; nimero ao lado do circulo indica o ribotipo; o tamanho dos circulos tem relagao
com a frequéncia dos ribotipos; circulos coloridos sao ribétipos frequentes (N>2); particdo
dos circulos revela a frequéncia do ribétipo por localidade; circulos pretos sdo singletons
(N=1). Cada linha representa um passo de mutacéo.
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4.2.4. Curva de Rarefacdo de Ribétipos

Estudos de diversidade de fauna ou flora necessitam amostrar um
namero de individuos que seja representativo na populacédo avaliada, porém
existe grande dificuldade em definir um valor representativo, pois muitas
vezes a diversidade aumenta proporcionalmente ao tamanho da amostra.

A figura 10 mostra que o numero de ribotipos presentes na maioria
dos locais e anos agricolas amostrados apresentam distribuicdo
semelhantes na curva de rarefacdo. Entretanto, a curva para amostras do
local Londrina e ano 2010 apresenta distribuicdo diferente, com numero de
ribGtipos predominantemente superior.

A inclinacdo das curvas apresentada no grafico indica que o ponto de
saturacao para o numero de ribétipos esta préximo, exceto para a localidade
Londrina 2010. A assintota para rib6tipos de P. pachyrhizi deve ser atingida

entre 6 e 8 ribotipos.

Curva de Rarefagdo para P Pachyrhizi

14 -

Ribétipos

1 6 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89
Sequéncias
—ARG_10 4+ CAS_10 — CAS5_12 — LON_10 — LON_12 VIC_10 — VIC_12

Figura 10: Curva de rarefacéo relacionando niumero de sequéncias de ITS com o niumero
de ribétipos de P. pachyrhizi amostradas a partir de 10 gendtipos de soja em trés
localidades e dois anos agricolas no Brasil e amostras da Argentina, estimadas por
EstimateS usando o método de Coleman.

21



Verifica-se por meio da figura 10 que com 20 sequéncias pode ser
obtida em torno de 80 % da variagdo numa localidade. A localidade
Cascavel apresentou uma sobreposicdo nos dois anos avaliados
demonstrando que a assintota pode ser atingida entre 60 e 70 sequéncias

aproximadamente.

4.2.5. Associacdo do numero de sequéncias de ITS ao numero de

ribotipos obtidos

O teste de associacdo de qui quadrado (x?) com grau de liberdade
igual a 1 (GL=1) foi realizado para as amostras de cada localidade e para o
conjunto de localidades, Cascavel, Londrina e Vigosa (C+L+V) relacionando
0 numero de sequéncias ao numero de ribétipos encontrados nos genaotipos
de soja suscetiveis e resistentes.

Conforme a Tabela 3 o numero de ribétipos total e frequentes
(frequéncia maior que 1 para as amostragens) foram iguais para todas as
localidades, ndo apresentando diferenca significativa entre gendtipos de soja
suscetiveis e gendtipos com gene que confere resisténcia a ferrugem em
nenhuma das localidades avaliadas. Quando os locais foram analisados
conjuntamente o resultando também ndo foi significativo para genoétipos
suscetiveis e resistentes.

Tabela 3: Teste de associagédo de qui-quadrado (xz) entre nimero de sequéncias de ITS e
rib6tipos encontrados em variedades de soja suscetiveis (S) e resistentes (R) a ferrugem

nas localidades de Cascavel, Londrina e Vigosa. Seq (Numero de Sequéncias), Rib total
(ribétipos total), Rib freq (ribétipos frequentes)”.

Cascavel ValorP  Londrina ValorP Vigcosa ValorP  C+L+V Valor P
S R S R S R S R
Seq 98 74 60 53 87 65 245 192

Rib total 5 6 0,46™ 9 9 0,81"™ 6 7 044™ 9 12 0,23™
Rib freq 5 5 0,67™ 6 5 0,93™ 6 6 063™ 6 6 0,68

GL=1, " rib6tipos com nimero de ocorréncia maior que 1, ™ n&o significativo.
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4.2.6. Fluxo Génico e Diferencia¢cdo Genética

O valor de Fgsr foi calculado para as populacdes aos pares com base
o nivel de compartiihamento de ribétipos de ITS de P. pachyrhizi. Fsr
qguantifica a diferenciacdo genética entre populacdes indicando o nivel de
fluxo génico entre as diferentes localidades. Analisando os dois anos
amostrados foi identificado um baixo valor de Fst (-0,00364). Este baixo
valor aponta para uma uniformidade entre os anos amostrados, ndo havendo
diferenca na variabilidade genética nas populacdes do fungo.

Quando comparamos as localidades amostradas, observamos um
baixo valor de Fsr para todos os conjuntos (Tabela 4). indice que confirma a
distribuicdo de ribo6tipos de maneira semelhantes entre localidades e anos,
indicando um baixo nivel de diferenciacdo mesmo entre populacdes. Até
mesmo localidades como Londrina e Vigosa que estdao distantes
geograficamente apresentam baixos niveis de diferenciacao.

Tabela 4: Valores de Fst entre pares de populagbes, tendo como base o nivel de
compartilhamento de rib6tipos de ITS.

Fsr Londrina Vigosa Argentina
Cascavel 0,08022 0,00809 -0,00334
Londrina 0,03547 0,03958
Vigosa -0,00932

Ao comparar as localidades do Brasil com a populacéo formada
por amostras da Argentina novamente os valores para Fst permanecem
baixos, demonstrando um grande fluxo génico e variabilidade reduzida entre
os locais.

A analise de variancia molecular para os conjuntos de dados de
sequéncias foi realizada com auxilio do programa Arlequin versdo 3.1
(EXCOFFIER et al., 2005) (Tabela 5). Para melhor visualizagdo os dados
foram analisados em grupos com dois niveis hierarquicos: primeiro grupo,
avaliamos a estrutura formada entre localidades amostradas e dentro de
cada local; segundo grupo, foi analisado os niveis para anos agricolas

individualmente e em conjunto; e o terceiro grupo, os dois niveis hierarquicos
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foram formados por populacbes oriundas de gendtipos suscetiveis e
resistentes agrupados bem como cada categoria isoladamente.
Tabela 5: Célculo da andlise da variancia molecular (AMOVA) de populacdes de P.

pachyrhizi com base no ITS, feito pelo programa Arlequin versdo 3.1 (EXCOFFIER et al.,
2005).

Fonte de Variagéo GL Soma dos Componentes de Porcentagem de

quadrados Variancia Variagdo

Anédlise para locais

Entre locais 3 11,490 0,02657 va 3,37
Entre pop. dentro de locais 482 367,542 0,76270 vb 96,63
Total 485 379,062 0,37375

Anédlise para anos

Entre anos 1 0,165 -0,00286 va -0,36
Entre pop. dentro de anos 435 343,070 0,78867 vb 100,36
Total 436 343,236 0,78581

Anédlise para tipo de genétipo

Entre genétipos 1 0,223 -0,00263 va -0.33
Dentro de genétipos 435 343,236 0,78854 vb 100,33
Total 436 343,013 0,7859

Observamos na Tabela 5 que os locais ndo apresentam
diferenciacdo, estando quase toda a variacdo observada dentro das
populacdes de locais (96,63%). A analise para o fator ano também indica
gue as populacdes nao diferiram de um ano agricola para outro estando toda
a variacao existente dentro de cada ano (100,36%). O mesmo padrédo de
variacdo surge quando grupos suscetiveis e resistentes sdo comparados,
com a variacdo permanecendo totalmente compartilhada dentro de cada
populacao (100,33%). A analise dos trés agrupamentos aponta para grande
fluxo génico entre as populagcbes de estudo, até mesmo quando
comparamos com dados de amostras distintas da Argentina.
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5. Discussao

Um dos objetivos deste estudo foi examinar a diversidade molecular
de P. pachyrhizi utilizando genétipos de soja suscetiveis e gendtipos que
apresentam gene que confere resisténcia a ferrugem asiatica da soja. O
alinhamento das sequéncias de trés localidades no Brasil e o
compartilhamento de ribétipos indicou pouca variacdo entre as populagdes
das diferentes localidades analisadas apontando para um alto fluxo génico,
apesar de alguns genotipos ter apresentado maior frequéncia. A presenca
de alguns gendétipos com grande frequéncia e amplamente distribuidos pelos
campos de cultivo do Brasil também foi relatado no estudo de FREIRE et al.
(2008). O conhecimento dos pato6tipos dominantes em uma regido e se eles
predominam ou mudam ao longo do tempo pode permitir a implantacdo de
cultivares com resisténcia especifica aos patétipos predominantes de P.
pachyrhizi (TWIZEYIMANA et al., 2011).

Os valores de diversidade haplotipica para ambas as regifes (ITS e
fator de Ribosilacdo do ADP) avaliadas sdo muito semelhantes. A
diversidade haplotipica € definida como a probabilidade de encontrar dois
haplétipos diferentes, quando retiramos aleatoriamente dois haplétipos de
uma amostra. Mesmo utilizando gendétipos que possuem gene que confere
resisténcia a ferrugem a variabilidade genética permaneceu alta como indica
o indice de diversidade haplotipica. O valor de diversidade haplotipica
corresponde a diversidade génica média, a qual € uma medida da
variabilidade genética da populacdo em estudo (FREIRE, 2011).

Apesar de ser um fungo que possui reproducdo assexuada
(GOELLNER et al., 2010), estudos anteriores como TWIZEYIMANA et al.
(2011) na Nigéria empregando estudo com SSR, ZHANG et al. (2012) e
FREIRE et al. (2008) utilizando a regido de ITS para amostras de campo nos
Estados Unidos e Brasil respectivamente, relatam grande diversidade para
P. pachyrhizi.

O vento é o principal agente para dispersdo de esporos de P.
pachyrhizi (ISARD et al., 2005). A dispersdo de esporos pelo vento pode ser
fator determinante para o alto nivel de fluxo génico encontrado, mesmo

utilizando praticas de manejo como vazio sanitario ou controle quimico
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novos ciclos de reinfeccdo podem ocorrer, uma vez que 0S esporos podem
ser conduzidos por centenas ou milhares de quildmetros. Phakopsora
pachyrhizi produz uredinosporos dicariéticos em grande quantidade, o0s
quais sdo dispersos pelo vento, podendo ocorrer varias infeccées durante o
periodo de cultivo (BROMFIELD, 1984). A homogeneidade das grandes
culturas utilizadas na agricultura moderna aumenta o risco de doencgas, pois
a estreita base genética de alguns cultivares facilita o ataque de patdégenos.
O fungo que causa a ferrugem asiatica possui caracteristicas que facilitam a
conquista de novas areas como adaptacdes para dispersdo de longa
distancia e especificidade pelo hospedeiro.

A disperséo pelo vento é uma estratégia utilizada por grande niamero
de patdégenos que contribui para a sobrevivéncia desses organismos. A
necessidade de controle dessas doencgas tem sido o principal estimulo para
as atuais pesquisas sobre a teoria de dispersao de longa distancia (LDD), e
os fungos ilustram algumas das impressionantes consequéncias da LDD
(BROWN; HOVMOLLER, 2002).

A diversidade encontrada para P. pachyrhizi pode ser decorrente de
eventos de mutacdo e/ou recombinacdo. A recombinagcdo durante a mitose
pode ocorrer originando parte da variacdo encontrada. Segundo HASTINGS
(1992) a recombinacdo mitdtica ocorre espontaneamente em uma taxa
baixa. Processos raros, como eventos de recombinacao entre partes de um
cromossomo e eventos de recombinagdo entre cromossomos nao
homologos podem ocorrer no nucleo de fungos haploides, bem como em
nacleos diploides durante a meiose (LAMB, 2003).

Assim como para a ferrugem asiatica da soja, a resisténcia para a
ferrugem da folha do café é rapidamente superada por Hemileia vastatrix
Berk & Broome, espécie de fungo que causa a ferrugem do cafeeiro. O
trabalho de CARVALHO et al. (2011) analisando dados obtidos a partir do
estudo de citometria de imagem do conteiddo de DNA nuclear comprovou a
ocorréncia de meiose em uredinésporos, 0 que pode explicar o surgimento
de novas racas da ferrugem do cafeeiro decorrentes de eventos de
recombinacéo.

A rede de ribétipos estimada para os dois anos amostrados, para

locais e para diferentes genaotipos (suscetiveis/resistentes) apresentaram
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pouca variagdo. Os resultados também foram muito semelhantes até mesmo
para a localidade Vigosa, caracterizada por estar distante de regides
produtoras de soja no Brasil. A estrutura também se manteve quando o
grupo de sequéncias originadas das amostras da Argentina foi adicionado a
rede, com presenca de ribétipos principais com maior e frequéncia e demais
ribGtipos de baixa frequéncia, indicando grande disperséo do fungo entre as
regides brasileiras e a Argentina.

A analise de estrutura secundaria dos espacadores internos revelou
gque as mutacdes ocorreram em motivos nao conservados da estrutura,
geralmente em loops, 0 que sugere que estas mutacdes ndo exercem papel
de interferéncia na conformacdo da estrutura e consequente atividade de
transcricdo. Os espacadores sdo necessarios para formar uma estrutura
secundaria, a qual possui sitios de reconhecimento requeridos pelas
proteinas para correto processamento do rRNA (FREIRE et al., 2012).

A presenca de mutacbes em pontos que alterem a conformagéo
estrutural pode ser atribuida a erros de processividade da DNA polimerase,
pois sugere a ocorréncia de polimorfismo artificial, que pode inviabilizar a
funcdo da estrutura, e neste caso provavelmente seriam eliminadas por
selecdo. Para as analises do banco de dados do nosso estudo, sequéncias
que diferiram do conjunto de dados por uma Unica base apenas foram
retiradas, devido a possibilidade de erro introduzido pela DNA polimerase.
Essas sequéncias podem ser rejeitadas nas analises estatisticas com o
objetivo de reduzir os efeitos de erros experimentais decorrentes de
incorporacdo errdbnea da DNA polimerase durante a PCR ou clonagem
bacteriana (QUEIROZ et al., 2011; FREIRE et al., 2012).

Evidéncias desses erros puderam ser observados nas amostras da
localidade Londrina e ano agricola 2010/2011 amplificadas com Platinum
Tag DNA polimerase. Um grande numero de polimorfismos uUnicos em
diferentes clones distribuiram pontos de mutagcdo ao longo de toda a
sequéncia consenso. Os polimorfismos surgiram uniformemente, espalhando
mutacOes até mesmo para o gene 5.8S que possui sequéncia extremamente
conservada.

A rigueza de espécies ou biodiversidade pode ser descrita como a

quantidade de espécies presentes numa localidade ou area. A curva do
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coletor ou curva de acumulacdo de espécies é utilizada em areas como a
ecologia e levantamento florestal com o objetivo de encontrar um valor ou
namero que demonstre o quanto de diversidade do local em estudo foi
amostrada em uma coleta de dados.

A curva de acumulagdo de espécies ou curva do coletor é uma
representacdo grafica do ndmero cumulativo de espécies amostradas,
dentro de uma éarea definida, como uma funcdo de um esforco amostral
(COLWELL; CODDINGTON, 1994).

Para estimar a diversidade de comunidades com diferentes tamanhos
amostrais faz-se uso da técnica de Rarefacdo, que consiste em calcular o
namero esperado de espécies em cada amostra para um tamanho de
amostra padréo.

Segundo GOTELLI e COLWELL (2001) uma curva de rarefacdo de
espécies € produzida por varias reamostragens aleatdrias de um conjunto de
individuos ou amostras, plotando a média do numero de espécies
representadas.

A partir do conhecimento do niumero esperado de espécies com base
num conjunto de individuos podemos obter uma importante ferramenta para
direcionar futuros estudos com P. pachyrhizi. Com a finalidade de obter uma
curva de rarefacdo, o numero de sequéncias de ITS foi relacionado com o
namero de ribGtipos presentes em cada ano e localidade com um intervalo
de confianca de 95%.

A curva de rarefacdo para o conjunto de dados em nosso estudo
indica que com 20 sequéncias obtidas por clonagem bacteriana podemos
obter em torno de 80 % da variacao independente da localidade, pois como
demonstrado anteriormente os ribGtipos mais frequentes estdo
compartilhados nas diferentes localidades. Locais onde a amostragem foi
maior nos dois anos, como na localidade Cascavel, a curva de rarefacao
deve estabilizar entre 6 e 8 rib6tipos. Estes nimeros sdo muito importantes
para direcionar futuros trabalhos com P. pachyrhizi, possibilitando melhor
gerenciamento de esforcos para coleta e producdo de dados.
Alternativamente, a curva para a localidade Londrina 2010 demonstra um
padrdo diferente das demais, havendo uma ascensao da curva (Figura 10).
Segundo GOTELLI e COLWELL (2001) quanto maior o numero de espécies
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raras no conjunto de dados, o mais provavel é que outras espécies estejam
presentes e que estas ndo foram representadas no conjunto de dados.
Possivelmente o resultado para a amostra Londrina 2010 foi ocasionado
pelo uso de uma DNA polimerase com uma taxa de erro significante.

A taxa média de erros de incorporacdo para Taq DNA polimerase
descrita no trabalho de CLINE et al. (1996) no qual varias DNA polimerases
foram analisadas foi de 8,0 x 10°®.

Os erros incorporados pela Tag DNA polimerase para a localidade
Londrina geraram novos polimorfismos, todos de baixa frequéncia e
posicionados na extremidade da rede, fatores que indicam possibilidade de
erros de amplificagdo na obtengédo das sequéncias. A fidelidade de Phusion
High Fidelity DNA polimerase relatada pelo fornecedor é 50 vezes maior que
a da Tag DNA polimerase, reduzindo a probabilidade da presenca de erros.

O uso de DNA polimerases de alta fidelidade em rea¢gdes em cadeia
da polimerase (PCR) é essencial para reduzir a introducdo de erros de
amplificacdo em produtos de PCR que serdo clonados, sequenciados e
expressados (CLINE et al., 1996).

O conhecimento da estrutura genética de P. pachyrhizi e variabilidade
genética de suas populacdes pode auxiliar em programas e estratégias de
controle deste fungo, bem com fornecer informacdes importantes para o
desenvolvimento de cultivares de soja mais resistentes ao patégeno. Para
TWIZEYIMANA et al. (2011) tal informacao permitiria a selecéo precoce de
linhas melhoradas contra uma gama de genétipos de organismos
patogénicos que refletem a diversidade genética da populacdo de P.
pachyrhizi em uma determinada area.

Nossos resultados demonstram por meio da AMOVA que n&o houve
diferenca entre as populacdes de P. pachyrhizi amostradas, os ribétipos de
maior frequéncia aparecem distribuidos por todas as localidades amostradas
no Brasil e também para a Argentina. A avaliacdo desses dados demonstrou
que nao ha variacdo entre os locais de coleta, estando toda a variacdo
genética dentro de populacdes (100%), mesmo quando diferentes grupos
hierarquicos foram analisados. Os baixos valores de Fst também apontam

baixa diferenciacdo entre populagbes. Estruturacdo semelhante foi
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encontrada nos trabalhos de FREIRE et al. (2008) e FREIRE (2011)
analisando populacdes de campo de P. pachyrhizi.

Esses dados demonstram que o fator resisténcia ndo tem sido
determinante para na distribuicdo dos diferentes ribotipos do patégeno, bem
como reforcam a teoria de intenso fluxo génico, proporcionado
principalmente pela acdo do vento que dispersa 0s esporos a longas
distancias, contribuindo para a estruturagdo das populacbes de P.
pachyrhizi.
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6. Conclusdes

O fungo P. pachyrhizi apresenta grande variabilidade genética,
mesmo quando amostrado em localidades isoladas das areas de cultivo

comercial.

Os ribdtipos de P. pachyrhizi estédo distribuidos de forma semelhante
em diferentes regides e entre genotipos de soja suscetiveis e portadores de

gene para resisténcia.

A variabilidade genética para P. pachyrhizi concentra-se dentro de
uma mesma localidade, n&do havendo diferencas significantes entre

localidades.

As populacdes de P. pachyrhizi identificadas a partir de genotipos
suscetiveis e genodtipos com gene de resisténcia sdo similares com base nas

regides génicas avaliadas.

O caréter resisténcia de alguns genoétipos parece ndo ter exercido
nenhum tipo de pressédo de selecéo nas populagdes de P. pachyrhizi neste

estudo.

As populacgdes de P. pachyrhizi do Brasil e da Argentina compartilham

mesma variabilidade genética.

Um total de 20 sequéncias obtidas por clonagem bacteriana pode
revelar aproximadamente 80% da diversidade genética de uma populacéo a

partir de amostras ambientais de P. pachyrhizi.
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