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Um dos maiores desafios para o melhoramento da soja é
incorporar a resistência eficiente ao nematoide de cisto da
soja (NCS). Dois loci de resistência majoritários foram
identificados, denominados Rhg1 (cr.18) e Rhg4 (cr.8) e as
variações/interações destes, junto com número de cópias
determinam o nível de resistência do genótipo e a raça
especificidade em relação ao NCS.Alguns estudos têm sido
realizados para validação do método High Resolution Melting
(HRM), via RT-PCR, com marcadores SSR para detectar
polimorfismos em diferentes espécies vegetais
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SELEÇÃO DE MARCADORES SSR PARA RESISTÊNCIA DA SOJA AO NEMATOIDE DO 
CISTO PARA GENOTIPAGEM POR HRM EM  RT-PCR

Selecionar de marcadores SSR para os locus de resistência da
soja ao NCS Rhg1, Rhg4 e outros QTL previamente
estabelecidos pela literatura para futuras genotipagens de
genótipos de soja via HRM

O DNA de 20 genótipos de soja foi extraído pelo método
CTAB. A qualidade da extração foi avaliada em gel de
agarose (1%) e a quantificação do DNA realizada por
espectrofotometria (A260/280). Os principais marcadores
para os loci Rhg1 e Rhg4, Satt309 e sat_162, respectivamente,
foram submetidos a um teste de gradiente com 8
temperaturas de anelamento (Ta) diferentes em PCR. As
reações foram realizadas em volume final de 15µL com 3mM
de MgCl2, 0,2mM de dNTP, 0,3mM para cada primer, 1U de
Taq Polimerase e 30ng de DNA com inclusão de controle
negativo para teste de contaminação. A melhor Ta para os
dois primers foi selecionada para a triagem do tamanho dos
amplicons de outros 24 marcadores SSR.

● GMES6186 necessita de testes adcionais para otimização
das condições de PCR

● Foram identificados 16 microssatélites, possíveis
candidatos para validação de genotipagem de genótipos
quanto a resistência ao NCS via SSR-HRM em RT-PCR.

Entre os SSR testados, os sat_157, satt345, satt286 e satt466,
amplificaram bandas inespecíficas. Os SSR satt082, satt690,
satt570 e satt368 não amplificaram ou apresentaram bandas
fracas. O GMES6186 apresentou contaminação, pois
apareceu banda no poço negativo.
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Figura 3. Gel de agarose

(3%) de reações para

triagem dos tamanhos

dos fragmentos

amplificados por a)

sat_162, satt309,

satt038, satt275, satt610,

sat_157, satt233, satt187

e GMES6186. b)
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Figura 1. Gel de agarose (1%), 20 amostras de

DNA extraídas com método CTAB.

Figura 2. a)Gel de agarose (3%) de reações de

gradiente de temperatura de anelamento para

Sat_162 (cr.8). b) reações de gradiente de

temperatura de anelamento para Satt 309 (cr.18)
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