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Apresentacao

A cultura da soja é um dos principais componentes da producao agri-
cola e da economia do Brasil, que é o segundo maior produtor mundial
dessa oleaginosa. Entre os diversos fatores que interagiram para que a
cultura alcancasse esse posto no pais, a disponibilidade de cultivares
com excelente potencial de produtividade tem sido um fator essencial.

O desenvolvimento de boas cultivares de soja passa por uma série de
etapas dentro de um programa de melhoramento, e uma destas etapas
€ a selecao de linhagens para a resisténcia a doencas. Essa selecao
proporciona que sejam langcadas cultivares com niveis de resisténcia a
diversas doencas importantes da cultura, melhorando o potencial pro-
dutivo da cultivar e diminuindo o custo de producéo, ja que a resistén-
cia genética é um dos métodos mais eficientes e baratos que se pode
disponibilizar ao agricultor para o controle de doencas.

A presente publicacdo tem como objetivo descrever algumas das do-
encas testadas para a selecdo de linhagens resistentes no programa de
melhoramento de soja da Embrapa. Buscou-se disponibilizar informa-
coes gerais sobre as doencas, sobre como os testes sao realizados, do
volume de trabalho realizado entre os anos de 2008 a 2014 e de como
essas doencas tem influenciado o melhoramento de cultivares.



Com isso, espera-se que esse documento seja, além de um registro de
importantes atividades relacionadas ao desenvolvimento de cultivares,
uma fonte de consulta a quem busca informacdes sobre o papel das
doencas dentro de um programa de melhoramento e de como realizar
os testes de selecao.

Ricardo Vilela Abdelnoor
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Selecdo de linhagens de soja
da Embrapa para resisténcia
a doencas: histérico de 2008

a 2014

Rafael Moreira Soares
Carlos Alberto Arrabal Arias

Introducéao

A resisténcia genética de plantas é um dos principais métodos de con-
trole que se pode dispor contra doencas em culturas agricolas comer-
ciais, inclusive a soja.

Segundo estimativa, no Brasil foram semeados 31,9 milhdes de hec-
tares de soja na safra 2014/15, com produtividade média de 3.016 kg
ha' e producédo de 96,2 milhdes de toneladas (CONAB, 2015), sendo
um dos principais componentes da producdo agricola brasileira. O pais
possui cultivos comerciais em 16 Estados, nos mais variados ambien-
tes agricolas e, marcantemente para a soja, nas mais diversas latitudes,
que determinam o regime de luz e temperatura de cada regidao. Em
razao dessa amplitude, um programa de melhoramento que visa desen-
volver cultivares para diversas regiées do Brasil, precisa fazer a selecao
dos materiais diretamente nessas regioes, proporcionando condi¢cdes
para selecionar os materiais mais bem adaptados a cada condicdo. No
entanto, para a selecao de resisténcia de plantas a algumas doencas,
os métodos desenvolvidos para testes em casa de vegetacao permitem
que todos os materiais sejam avaliados no mesmo ambiente e ao mes-
mo tempo, aumentando a eficiéncia do processo de selecao e uniformi-
zando os resultados.
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A Embrapa e seus parceiros possuem bases de testes para o desen-
volvimento de cultivares em diversas regioes do pais. Todos os anos,
o setor de Micologia e Bacteriologia do Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Soja, em Londrina, PR, recebe linhagens de soja nas fases de
desenvolvimento chamadas Preliminar 2, Preliminar 3 e Finais, de cada
uma dessas regides, para a avaliacdo da reacdo quanto as principais
doencas. Existem quatro doencas rotineiramente avaliadas: cancro

da haste [Diaporthe aspalathi (sin. D. phaseolorum var. meridionalis)],
mancha olho-de-ra (Cercospora sojina), podridao radicular de Phyto-
phthora (Phytophthora sojae) e pustula bacteriana (Xanthomonas axo-
nopodis pv. glycines).

Além das doencas citadas acima, algumas linhagens do programa
também sao testadas quanto a reacao a ferrugem asiatica (Phakopsora
pachyrhizi), a mancha-alvo (Corynespora cassiicola), ao oidio (Micros-
phaera diffusa), ao mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), a mancha
bacteriana marrom (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens)
e a podridao vermelha da raiz (Fusarium spp.). Essas nao foram inclu-
idas no presente levantamento, pois os testes nao sao realizados com
a mesma frequéncia que para as quatro doencas citadas inicialmente,
além de serem realizados, muitas vezes, em selecdes especificas de
linhagens para cada doenca.

Também é testada na Embrapa Soja, pelo setor de Nematologia do
Laboratério de Fitopatologia, a reacao de linhagens para os nematoides
do cisto (Heterodera glycines) e de galhas (Meloidogyne incognita e M.
Jjavanica), e pelo setor de Virologia a reacdo para o mosaico comum da
soja (Soybean Mosaic Virus) e para a necrose da haste (Cowpea Mild
Mottle Virus).

Entre os anos de 2008 e 2014, a equipe de Fitopatologia da Embrapa
Soja participou da geracao e do lancamento de 97 cultivares de soja
(Figura 1).
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Figura 1. Numero de cultivares de soja geradas e lancadas pela Embrapa entre os
anos de 2008 e 2014.

Neste Documento é apresentado um levantamento dos resultados

dos testes de avaliacdo da resisténcia de plantas a doencas testadas
rotineiramente na Embrapa pelo setor de Micologia e Bacteriologia, ao
longo de sete anos (2008 a 2014), com prévia descricao das doencas
e das metodologias de avaliacdao. Com esses dados, é possivel analisar
caracteristicas do germoplasma utilizado no programa de melhoramento
em relacdo a reacdo a doencas, como por exemplo, a relevancia das
doencas para a selecao no melhoramento, qual doenca tem apresenta-
do maior dificuldade para a obtencado de cultivares resistentes ou como
estd a evolucao do comportamento das linhagens para cada doenca.

Resisténcia genética as doencas

O sucesso no desenvolvimento de cultivares de soja com resisténcia
as diversas doencas da cultura, depende em grande parte do conheci-
mento que se tem sobre as fontes de resisténcia disponivel, como por
exemplo, o nimero de genes envolvidos e sua forma de expressao.
Também é importante conhecer o modo como patégeno atua para
causar a doenca na planta. Dessa forma, consegue-se determinar os

11
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melhores métodos a serem utilizados, tanto para desenvolver um genoé-
tipo resistente quanto para testa-lo contra um patégeno.

A seguir é feita a descricao das caracteristicas do processo de resis-
téncia de plantas e dos métodos de avaliacao utilizados, para cada uma
das quatro doencas tratadas neste trabalho. Os métodos utilizados
consistem em procedimentos descritos na literatura, em alguns casos
adaptados de acordo com as condi¢cdes e necessidades locais, mas
sempre seguindo 0s conceitos basicos de trabalhos com fitopatégenos,
sendo adotados na rotina de testes apés demonstrarem comprovada
eficiéncia e confiabilidade nos resultados.

Cancro da haste [Diaporthe aspalathi

(sin. D. phaseolorum var. meridionalis)]

Duas espécies de fungo, Diaporthe aspalahti e D. caulivora, podem
causar o cancro da haste, provocando sintomas nas hastes e folhas.
No entanto, em razao da maior relevancia nas condicdes brasileiras,
sao realizados testes apenas com D. aspalathi.

Segundo Janse van Rensburg et al. (2006), D. phaseolorum var. meri-
dionalis (Dpm), que foi descrito causando cancro da haste da soja no
sudeste dos Estados Unidos, ndo esta intimamente relacionado com

D. phaseolorum como se imaginava. Embora morfologicamente simi-
lar, comparacdes de sequéncias de DNA mostraram que essa espécie
agrupou-se separadamente do isolado referéncia de D. phaseolorum.
Como Dpm é também o causador do cancro e do declinio do rooibos
(Aspalathus linearis — leguminosa herbacea utilizada para chd), D. aspa-
lathi (Da) foi proposto como novo nome da espécie patogénica para o
rooibos e a soja.

O cancro da haste, causado por Da, foi relatado pela primeira vez em
soja no Brasil em fevereiro de 1989, nos municipios de Ponta Grossa,
Palmeira, Castro e Tibagi, no Parand e, em maio do mesmo ano, em
Rondondépolis, Mato Grosso. Desde entdo, a doenca espalhou-se por
diversas regides do pais, chegando a causar 100% de perdas em algu-
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mas lavouras e estimativa de prejuizo geral de US$ 350 milhoes entre
os anos 1989 e 1995 (YORINORI, 1996).

Os sintomas nas hastes das plantas se iniciam por pequenos pontos
negros que evoluem para lesbes castanho-avermelhadas a negras,
alongadas e elipticas. As lesées sao profundas e a coloracao da medu-
la necrosada varia de castanho-avermelhada em planta ainda verde, a
castanho-clara a arroxeada, em haste seca. As folhas ficam amareladas
e com necrose entre as nervuras (folha carijé) (ALMEIDA et al., 2005;
YORINORI, 1996). A severidade da doenca depende de quando as
plantas sao infectadas e da condicao climatica, geralmente sendo maior
quando as plantas sao infectadas mais cedo, ainda no estagio vegetati-
vo, e ocorrem prolongados periodos com alta umidade (RUPE, 2015).

O fungo pode infectar sementes, que servem para introduzir o patége-
no em novas areas, enquanto o inéculo para epidemias geralmente tem
origem de restos culturais infectados (RUPE, 2015).

A existéncia de racas de Da foi relatada na Argentina, no Brasil, no
Paraguai e nos Estados Unidos, utilizando-se gendtipos diferenciadores
com genes Rdc (PIOLI et al., 2001). A variabilidade genética inter e
intravarietal desse fungo pode ser explicada pelo fato da forma sexual
ser a causadora natural de infeccdes no campo, proporcionando recom-
binacées genéticas (FERNANDEZ; HANLIN, 1996).

O método de controle mais eficiente para o cancro da haste é a utiliza-
cao de cultivares com resisténcia genética (YORINORI, 1996).

Existem pelo menos cinco genes, dominantes e nao alélicos, controlan-
do a resisténcia, sendo o Rdc1 e o Rdc2 presentes na cultivar Tracy-M
(KILEN; HARTWIG, 1987), o Rdc3 na cultivar Crockett, o Rdc4 na cul-
tivar Dowling (BOWERS et al., 1993) e o Rdc? (até o momento néo foi
relacionado a um simbolo especifico) presente nos acessos Pl 230976
e PI 398469 (TYLER, 1995). No entanto, a identificacdo desses genes
de resisténcia foi feita com isolados de D. phaseolorum do sul dos Es-
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tados Unidos, mais tarde nominado de D. phaseolorum var. meridiona-
lis. Além disso, resultados na literatura demonstraram que genes para
resisténcia a Dpm nao conferem resisténcia para D. caulivora, que foi
relatado no Brasil em 2008 (COSTAMILAN et al., 2008). Dessa forma,
para evitar equivocos no melhoramento para resisténcia ao cancro da
haste, foi proposto renomear os quatro genes maiores de resisténcia
para Dpm como Rdm1, Rdm2, Rdm3 e Rdm4 (PIOLI et al., 2003). Pos-
teriormente, um estudo mostrou que o /ocus onde esta presente o gene
Rdm4 na cultivar Hutcheson, é na verdade uma complexa regido com
pelo menos dois genes maiores, que conferem resisténcia a diferentes
racas do patégeno. A esse segundo e novo gene foi sugerida a denomi-
nacdo Rdm5 (CHIESA et al., 2009).

Nos testes de selecdo das linhagens Embrapa tem sido utilizado o
isolado de Da, CMES 521, da Colecao de Microrganismos de Interesse
para a Agricultura da Embrapa Soja. Esse isolado foi obtido de plantas
da cultivar Davis/Lago no ano de 1989, no municipio de Palmeira, PR.
Segundo Brumer (2016), em ensaio para testar a patogenicidade de
isolados de Da em genétipos diferenciadores para os genes de resis-
téncia Rdm, o isolado CMES 521 foi classificado conforme descrito na
Tabela 1.

Tabela 1. Reacado de gendtipos de soja diferenciadores para a resisténcia ao
cancro da haste, inoculados com o isolado de Diaporthe aspalathi CMES 521.

CMES 521 83,3(S) 97,2(S) 0,0 (R) 0,0 (R) 50,0(MR) 139(R) 0,0(R)
*R = resistente; MR = moderadamente resistente; S = suscetivel. Avaliacao 60 dias apds a inoculacao.

Fonte: adaptado de Brumer (2016).

Para a realizacdo do teste, o fungo é cultivado em placa de Petri con-
tendo meio de batata-dextrose-agar (BDA), onde sado colocadas cerca
de 100 pontas de palitos-de-dente esterilizados em autoclave ou estufa
a 120 °C e especialmente posicionadas para que ocorra o crescimento
do fungo sobre elas, conforme método adaptado do trabalho de Keeling
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(1982) (YORINORI, 1996). Essas placas sdo incubadas a temperatura
de 24 °C a 28 °C, durante cinco a sete dias. Para que a inoculacéo
fique uniforme, é importante que os palitos estejam totalmente cober-
tos de micélio (Figura 2). Os gendtipos a serem testadas sdo semeadas
em vasos onde sdo colocadas sementes suficientes para obter de 10

a 20 plantas viadveis para a inoculacao. A inoculacao é feita entre 11 e
15 dias apdés a semeadura. As plantulas sdo inoculadas espetando-se

o palito-de-dente colonizado cerca de 1 cm abaixo do né cotiledonar
(Figura 3). Apds a inoculacao, as plantulas sdao mantidas sob condicao
de umidade préxima a saturagado, com aspersdes intermitentes, durante
um minimo de 48 horas.

Figura 2. Placa de Petri
com pontas de palito-de-
-dente colonizados com

Diaporthe aspalathi.

Figura 3. Planta de soja recém-inoculada pelo

método do palito-de-dente.
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A avaliacdo é feita entre 21 e 25 dias apds a inoculacao, adotando-se a
seguinte escala:

S = plantula sadia - com leve ou nenhuma necrose acima e abaixo do
ponto de inoculacdao, sem nenhum sintoma de murcha ou clorose da
folha unifoliolada;

Pl = plantula infectada - com necrose estendendo-se até cerca de 1
cm acima e abaixo do ponto de inoculacdo, mostrando apenas ama-
relecimento, murcha ou necrose da folha unifoliolada, com aparente
desenvolvimento normal da parte superior;

PM = plantula morta - plantula com extensa necrose acima e abaixo
do ponto de inoculacdo, com seca, murcha ou amarelecimento da folha
unifoliolada, clorose e/ou necrose internerval das folhas superiores,
desenvolvimento reduzido ou morte da plantula (Figura 4).

Figura 4. Plantas de soja mostrando suscetibilidade, 25 dias apés inoculacdo com

Diaporthe aspalathi.
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As reacdes sao classificadas com base na porcentagem de plantulas
mortas (PM%), calculada conforme a seguinte férmula:

PM%

(PM + PI/2) 100/TP, onde:
PM% = porcentagem de plantulas mortas;
PM = numero de plantulas mortas/vaso;

Pl = numero de plantulas infectadas (cada plantula infectada é consi-
derada equivalente a meia plantula morta); e

TP = total de plantulas avaliadas.

A reacao final da cultivar obedece a seguinte classificacéo:
R = resistente: de 0% a 25% de PM;

MR = moderadamente resistente: de 26% a 50% de PM; e
S = suscetivel: acima de 50% de PM.

Devem ser utilizadas uma ou mais cultivares como padrao suscetiveis
para a doenca, sendo que inoculagées com PM% na cultivar padrao
suscetivel inferior a 80% devem ser descartadas e repetidas. Algumas
cultivares utilizadas como padrao suscetivel sdo a BRAGG, aBR 23 e a
COBB. Como padrées de resisténcia pode-se citar as cultivares MG/BR
46 (Conquista) e a CD 201.

Mancha olho-de-ra (Cercospora sojina)
Essa doenca é causada pelo fungo Cercospora sojina, podendo atingir
as folhas, hastes, vagens e sementes da soja.

A mancha olho-de-rd (MOR) foi relatada pela primeira vez no Brasil na
safra 1970/71 no estado do Parand, posteriormente no Rio Grande do
Sul e, com a expansédo da soja para as regides Central e Norte, utili-
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zando sementes produzidas na Regido Sul, o patégeno foi disseminado
por todo o pais (YORINORI; KLINGELFUSS, 1999). Na safra 1987/88,
ocorreu perda de cerca de meio milhdo de toneladas de soja (US$
215,8 milhGes) na Regido Centro-Oeste, onde cerca de 60% da area
era cultivada com cultivares suscetiveis (YORINORI, 1989).

Os sintomas se iniciam com pontuacdes de encharcamento, que
evoluem para manchas com centro castanho-claro na face superior da
folha, e cinza, na inferior, com bordos castanho-avermelhados (Figura
5). Nas hastes e vagens também causa lesGes com centro cinza e bor-
dos castanho-avermelhados. Na semente, causa rachaduras e manchas
de coloracdo parda a cinza. E mais comum a partir do florescimento,
mas pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da planta
(ALMEIDA et al., 2005; PHILLIPS, 1999). Pode ser disseminado pela
semente e pelo vento, sobrevivendo na forma micelial em restos de
cultura (HENNING et al., 2014; PHILLIPS, 1999).

Figura 5. Plantas de soja (cultivar Bragg) com sintoma foliar causado por Cercospora

sojina, mistura das racas 2, 4, 7 e 15, aos 25 dias apds inoculacdo em casa de

vegetacéo.
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O uso de sementes livres do patégeno e a aplicacao de fungicidas po-
dem ajudar a reduzir a incidéncia da doenca, mas o método de controle
mais eficiente para a MOR é a utilizacao de cultivares com resisténcia
genética. Em razao da capacidade do fungo desenvolver novas racas,

é importante que além do uso de cultivares resistentes ou moderada-
mente resistentes, haja também uma diversificacdo de cultivares com
distintas fontes de resisténcia (ALMEIDA et al., 2005). Muitas racas
fisioldgicas de C. sojina tem sido descritas na literatura, mas ha uma
variacao de resultados em relacdo ao nidmero e a denominacao das
racas por causa da falta de padronizagcdo dos gendtipos diferenciado-
res utilizados na selecdo. A andlise de 93 isolados coletados no Brasil,
na China e nos Estados Unidos, classificando-os pela reacdo em 12
cultivares diferenciadoras, determinou 11 racas diferentes (MIAN et al.,
2008).

Quatro genes de resisténcia para a MOR sao atualmente reconheci-
dos pelo Soybean Genetics Committee, embora outros genes ja te-
nham sido descritos. O gene Res1 foi identificado na cultivar Lincoln
(ATHOW,; PROBST, 1952), o gene Rcs2 foi identificado na cultivar
Kent (PROBST et al., 1965), o gene Rcs3, considerado o gene que
confere a resisténcia mais durdvel e robusta a doenca, foi identificado
na cultivar Davis (PHILLIPS; BOERMA, 1982). O Rcs3 confere resis-
téncia para todas as racas isoladas nos Estados Unidos e no Brasil
(PHILLIPS; BOERMA, 1982; YORINORI, 1992). Dois outros genes, Rcs
(P1 594891) e Rcs (Pl 594774) foram aprovados em 2012 (HOSKINS,
2011). Esses genes conferem alto nivel de resisténcia, semelhante ao
conferido pelo Rcs3, sendo que as regides gendmicas em que foram
encontrados estao num intervalo de 3-4 Mbp, que contém centenas

de genes. Além desses, um gene dominante conferindo resisténcia a
raca 7 chinesa foi denominado Rcs7 (ZOU et al., 1999), mas esse gene
ndo é oficialmente reconhecido pelo Soybean Genetics Committee, que
considerou insuficientes as evidéncias que mostrem que esse nao é
alélico aos genes Rcs1, Res2 e Res3.

Nos testes de selecdo das linhagens Embrapa é utilizada uma mistu-
ra de quatro racas (2, 4, 7 e 15), que foram assim classificadas por
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Yorinori e Klingelfuss (1999). Os testes sdo realizados com plantas em
vaso, em casa de vegetacdo. Cada gendtipo é semeada colocando-

-se sementes suficientes para se ter de 5 a 10 plantas viadveis para

a inoculacado. As plantas séo inoculadas nos estadios V4-V5 (trés a
quatro trifélios) com suspensao de conidios produzidos em laboratério,
na concentracédo de 1,0-1,5 x 10* conidios mL". A producéo do in6culo
é feita em meio de cultura com suco V8 adaptado, onde o suco de to-
mate € substituido por puré de tomate (puré de tomate (280 g) + agar
(17 g) + carbonato de célcio (4,5 g) + agua destilada para completar
um litro). As plantas inoculadas sdo mantidas em casa de vegetacao,
sob umidade préxima da saturacao por 48 horas, com nebulizacao au-
tomatica, a temperatura de 24 °C a 28 °C.

A avaliacdo da reacao de cada genétipo é feita entre 21 e 25 dias apds
a inoculacao. Em cada uma das plantas no vaso, é considerado o folio-
lo mais infectado e feitas as avaliacbes com o seguinte critério de dis-
criminagcao das reacoes: tipo de lesdo (TL), com tamanho que varia de
T mm a 5 mm, dando-se notas de O a 5; e nivel de infeccao (NI), que
considera a porcentagem de area foliar infectada (% a.f.i.), dando-se
notas como segue: NI O = 0% - auséncia de sintoma; NI 1 = tracos a
10% a.f.i; NI 2 = 11% a 25% a.f.i.; NI 3 = 26% a 50% a.f.i.; NI 4
=51% a 75% a.f.i.; e NI 5 = >75% a.f.i. A reacao final de cada cul-
tivar a ser descrita sera baseada na predominancia dos tipos de lesdes
(TL) e do nivel de infeccao (NI), sendo: R = resistente ou imune (NI =
0; TL = 0); MR = moderadamente resistente (Nl = 1a2; TL =1 a
3); S = suscetivel (Nl = 3 ab; TL > 3).

Podridao radicular de Phytophthora

(Phytophthora sojae)

A podridao radicular de Phytophthora (PRP) em soja é causada pelo oo-
miceto Phytophthora sojae, que provoca apodrecimento de sementes,
morte de plantulas, reducao de crescimento e morte de plantas adultas
em qualquer fase de desenvolvimento (Figura 6), podendo afetar exten-
sas areas de cultivo, levando a ressemeadura ou a reducao de estande
e de producéo.
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Trata-se de uma doenca relevante para a cultura da soja, podendo
causar reducao de produtividade em cultivares suscetiveis. Perdas
significativas de rendimento na soja ja foram relatadas na Argentina,
na Austrdlia, no Brasil, na China, no Japao e nos Estado Unidos, sendo
que neste Ultimo estima-se perdas entre 1 e 2 milhées de toneladas
anualmente (SCHMITTHENNER, 2015).

Os sintomas da PRP podem ser observados desde a pré-emergéncia
até a fase adulta das plantas. Pode ocorrer apodrecimento de semen-
tes ou flacidez na radicula, progredindo para o cotilédone, e os tecidos
afetados adquirem coloracdo marrom. Durante a emissao dos primeiros
trifélios, a extremidade da raiz principal torna-se fladcida e marrom, e
essa descoloracao estende-se e envolve o hipocétilo até o né cotiledo-
nar, ocorrendo o colapso do tecido. Na sequéncia, as folhas tornam-se
amareladas, murcham e a planta seca e morre. Plantas mais desenvol-
vidas morrem lentamente, apresentando folhas amareladas, seguindo-
-se murcha completa e seca dos tecidos, permanecendo as folhas
presas as plantas. No exterior da haste, circundando a mesma desde o
solo, ocorre um apodrecimento marrom-escuro, que progride ao longo
desta e das hastes laterais em direcao ao topo da planta. Ha destruicao
quase completa de raizes secundarias e apodrecimento da raiz princi-
pal, que adquire coloracdo marrom-escura.

o O U5

=

Figura 6. Planta de soja adulta com sintomas

causados por Phytophthora sojae.
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A resisténcia genética é o principal meio de controle da doenca, atuan-
do tanto de forma raca-especifica (resisténcia completa), quanto da for-
ma de multiplos genes (resisténcia parcial - limitando o dano ao tecido
radicular). Embora a Embrapa realize os testes para ambos os tipos de
resisténcia, os dados analisados neste documento referem-se a resis-
téncia completa (teste do palito-de-dente), que é o teste amplamente
utilizado na rotina de testes por ser mais rapido e eficiente.

Atualmente, estdo relatados 14 genes de resisténcia dominantes (ge-
nes Aps) em oito loci, com uma série alélica em dois desses loci: Rps1
(1a, 1b, 1c, 1d, 1k), Rps2, Rps3 (3a, 3b e 3c), Ros4, Rps5, Rpsb,
Rps7 (DORRANCE et al., 2004), e Rps8 (BURNHAM et al., 2003). To-
dos os genes descritos, exceto Rps2 (ligado a expressao de resisténcia
apenas em raizes), limitam completamente o crescimento de P. sojae
por meio da reacdo de hipersensibilidade no hipocétilo. Dois novos
genes foram descritos recentemente, um deles chamado temporaria-
mente de RpsYu25 (SUN et al., 2011), e outro identificado na cultivar
japonesa Waseshiroge, provavelmente alélico ao Rps1 (SUGIMOTO et
al., 2011).

Até 2004, mais de 55 racas de P. sojae haviam sido descritas usando-
-se 0 conjunto de diferenciais contemplando os genes Rps1a, Rps1b,
Rpsi1c, Rps1d, Rps1k, Rps3a, Rps6 e Rps7. Atualmente, a identifica-
cao de patdtipos ou de férmulas de viruléncia, baseados em reacoes de
suscetibilidade ou resisténcia de plantas com genes Rps, é preferivel
para descrever a variabilidade dentro da espécie (DORRANCE et al.,
2004). No Brasil e na Argentina, os isolados descritos na década de
1990 pertenciam a raca 1, ou seja, mostravam reacao compativel ao
gene Rps7 (BARRETO et al., 1995; COSTAMILAN; BONATO, 1996).
Estudo recente com 17 patétipos identificados no Brasil, mostrou que
esses tiveram reagcdo compativel com oito genes Rps: Rps1d, Rps2,
Rps3a, Rps3c, Rps4, Rpsb, Rps6 e Rps7. Ou seja, esses genes nao sao
Uteis para controlar a PRP no Brasil (COSTAMILAN et al., 2013).

Nos testes de selecdo das linhagens Embrapa tem sido utilizado o iso-
lado da Colecao de Microrganismos de Interesse para a Agricultura da
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Embrapa Soja denominado CMES 526, que foi isolado de linhagem de
soja no ano de 2007, no municipio de Passo Fundo, Rio Grande do Sul,
e apresenta o patétipo de viruléncia 1d,2,7. No teste de resisténcia
completa o inéculo é preparado de forma semelhante ao teste do can-
cro da haste, inoculado com pontas de palito-de-dente colonizadas com
o micélio de P. sojae, apés cultivo por 10 a 15 dias em meio de cultura
V8 - &gar (o suco V8 pode ser substituido por extrato de tomate sem
sal). Espeta-se a ponta do palito colonizado em plantas com 10 a 15
dias ap6s semeadura, mantendo-se a umidade saturada por 48 horas.
Adota-se o mesmo método de avaliacao e classificacao do cancro da

haste, no entanto a leitura apds a inoculacdao ocorre mais cedo, entre 5
a 10 dias, pois P. sojae é bastante agressivo, causando rapida morte e
decomposicao do tecido de materiais suscetiveis (Figura 7). A cultivar

BRS 268 é usada como padrido de suscetibilidade.

Figura 7. Plantulas de soja suscetiveis inoculadas com Phytophthora
sojae pelo método do palito-de-dente.
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Pastula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv.
glycines)

A pustula bacteriana (PB) da soja é uma doenca causada pela bac-
téria Xanthomonas axonopodis pv. glycines (sin. X. campestris pv.
glycines). Pode ser transmitida pela semente e por restos de cultura,
infectando principalmente as folhas por ferimentos e estématos, mas
também hastes, peciolos e vagens, podendo causar desfolha prematura
(GROTH, BRAUN, 1989; SINCLAIR, 2015).

A natureza do controle genético da resisténcia a essa bacteriose é go-
vernada por um gene recessivo que confere resisténcia vertical. Apesar
disso, tem se verificado reagcdes quantitativas, com niveis intermedia-
rios de resisténcia/suscetibilidade.

Entre os ancestrais das cultivares de soja domesticadas na América do
Norte, a resisténcia de campo contra a PB foi identificada na cultivar
CNS, que foi considerada quase imune a doenca (FEASTER, 1951;
HARTWIG; LEHMAN, 1951). Hartwig e Lehman (1951) determinaram
que essa resisténcia em CNS era condicionada por um Unico gene re-
cessivo, que mais tarde foi denominado rxp (BERNARD; WEISS, 1973).
Pesquisas demonstraram que cultivares de soja com resisténcia deriva-
da de CNS néao apresentavam sintomas de PB apds inoculacdes sepa-
radas com 20 isolados diferentes da bactéria (HWANG; LIM, 1987).
Mesmo assim a doenca continua ocorrendo e causando prejuizos na
soja (GORADIA et al., 2009). O gene rxp também proporciona resis-
téncia ao fogo selvagem, causado por Pseudomonas tabaci (KENNEDY;;
TACHIBANA, 1973).

A literatura cita a existéncia de variabilidade dentro da espécie do
patégeno, com ocorréncia de diferentes racas e/ou estirpes, mostrando
variacoes de viruléncia em relacédo a diferentes gendtipos de soja e de
outras espécies de plantas (ATHINUWAT et al., 2009; HWANG; LIM,
1998; KAEWNUM et al., 2005; PARK et al., 2008).

A Embrapa realiza os testes em casa de vegetacdo e a campo, que
apresentam métodos distintos. A inoculacdo em casa de vegetacao
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tende a ser mais agressiva, pois o método forca a entrada do patdégeno
na planta. No campo, a inoculacdo busca simular o processo natural de
infeccao e, em alguns casos pode gerar resultados diferentes (resistén-
cia a campo) dos obtidos em casa de vegetacao. Apenas os materiais
em fase final de melhoramento sao testados no campo. O isolado utili-
zado nos testes foi adquirido junto ao Instituto Biolégico/Laboratério de
Bacteriologia Vegetal, Campinas, SP.

No preparo do inéculo, o isolado da bactéria é cultivado na forma de
estrias em tubos com meio inclinado ou placas de Petri, utilizando meio
de cultura Nutriente Agar (NA) (extrato de carne, 3 g; peptona, 5 g;
agar, 15 g; dgua destilada, 1 L). Desse cultivo, prepara-se uma sus-
pensdo que serd vertida em placas de Petri (200 uyL a 350 uL placa™)
com NA. O tempo de cultivo varia de dois a quatro dias, mantendo-se
em temperatura entre 25 °C e 28 °C, no escuro. A inoculacao € feita
preparando-se uma suspensao da bactéria em agua ou solucao salina
(NaCl a 0,85%), com concentracdo aproximada de 108 unidades forma-
doras de coldnia (ufc) mL™', o que equivale aproximadamente a diluicdo
do cultivo de uma placa de Petri completamente coberta pela bactéria,
em 100 mL de agua.

Para os testes em casa de vegetacao, as plantas devem estar com no
minimo 15 dias apds a semeadura. Essa suspensao é inoculada nas
folhas pelo método do pincel (SOARES, 2009), com o seguinte pro-
cedimento: molhar um pincel (tamanho 3/4” - 19 mm) na suspensao
da bactéria e passa-lo na superficie inferior da folha (Figura 8). Deve-
-se cortar a ponta das cerdas do pincel para torna-las mais abrasivas,
mas passar o pincel levemente para nao ferir em demasia a folha (esse
método possibilita a ocorréncia de sintomas semelhantes aos resul-
tantes de infeccdo natural). As plantas devem estar em ambiente com
temperatura em torno de 28 °C e alta umidade relativa ou podem ser
mantidas em camara Umida por 24 horas apds a inoculagao.

A avaliacdo é feita em torno de 10 dias apés a inoculacédo, observando-
-se o desenvolvimento dos sintomas da doenca nos tecidos foliares.
Observa-se o escurecimento/encharcamento do tecido, com bordas
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amarelas, a partir dos ferimentos do pincel e do aparecimento de pustu-
las. Quanto maior o escurecimento e o aparecimento de pustulas, maior
a suscetibilidade. A auséncia do escurecimento e de pustulas indica
resisténcia. As reacOes sao classificadas em resistente (R - sem sinto-
mas), moderadamente resistente (MR - encharcamento das lesGes, com
leve borda amarela) ou suscetivel (S - encharcamento e crescimento
das lesGes, com pronunciado borda amarela) (Figura 9).

Figura 8. Procedimento para

Fotos: Rafael Moreira Soares

a inoculacdo de Xanthomo-
nas axonopodis pv. glycines

com o método do pincel.

Figura 9. Sintomas das reacdes
de linhagens de soja, apés
inoculacdo de Xanthomonas

axonopodis pv. glycines com o

método do pincel.
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Deve-se sempre utilizar um material como padrado de suscetibilidade
(sugestdes: Pl 340899, Pl 587886). A cultivar BRS 133 (ou outra com
reacdo semelhante) pode ser usada como padrao de resisténcia.

Para o teste de “resisténcia de campo” o método consiste em pulve-
rizar a suspensao da bactéria em dgua com concentracao aproximada
de 108 ufc mL". A inoculacdo (pulverizacdo) deve ser feita em torno de
30 dias apés a semeadura. E importante observar os seguintes fatores:
no momento da pulverizacado deve haver bastante umidade no solo, de
forma que a planta nao esteja sofrendo estresse por falta de agua, e
deve ser com temperatura amena, de preferéncia no final da tarde. Se
entre 10 e 15 dias apds a inoculacdo ndo houver sintomas da doenca,
a pulverizacao devera ser repetida. Devem ser semeadas linhas da tes-
temunha suscetivel entre as linhas, e/ou na bordadura, das cultivares a
serem testadas; a semeadura deverd ser feita o mais cedo possivel para
evitar a incidéncia de outras doencas, como a ferrugem-asiatica. Caso
seja necessario, aplicar fungicida para controle.

A avaliacado deve ser feita quando a testemunha suscetivel atingir niveis
consideraveis de infeccdo. Os sintomas sdo pequenas lesdes negras
circulares com halo amarelo ao redor, que na face inferior da folha apre-
sentam o centro com coloracao mais clara e saliente (pustula) (Figura 10).
As reacOes devem ser classificadas, tomando como padrao a testemunha
suscetivel, em: suscetivel (S) (muitas lesdes), moderadamente resistente
(MR) (poucas lesdes e h) ou resistente (R) (sem lesdes).

Figura 10. Sintomas de pustula
bacteriana em plantas de soja

inoculadas no campo.
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Levantamento de dados

O levantamento de dados, relatado neste trabalho, foi baseado nas in-
formacdes obtidas em testes de reacdo a doencas de linhagens de soja
do programa de melhoramento da Embrapa, para as doencas cancro da
haste, mancha olho-de-ra, podridao radicular de Phytophthora e pustula
bacteriana (casa de vegetacdo e campo).

Os resultados estdo descritos na Tabela 2, considerando a reacédo a
doencas em porcentagem de materiais testados, sem comparar a quan-
tidade total de material testado para cada doenca. A seguir, é feita uma
descricdo do levantamento individual de cada ano e, ao final, é feita
uma avaliacdo conjunta ao longo dos anos estudados. Os valores foram
arredondados para ndmeros inteiros.

Tabela 2. Reacdo a doencas em porcentagem de linhagens testadas no progra-
ma de melhoramento de soja da Embrapa, entre os anos de 2008 e 2014.

Podridao radicular Pustula bacteriana

Cancro da haste Mancha olho-de-ra
de Phytophthora

2009 8 2 9 3 57 14 27 3 4 5 48 1 55 14 27 4 43 32 25 0 57 14 27 2

2010 8 3 6 5 65 15 16 4 39 16 38 7 62 26 10 3 81 07 9 0 67 14 16 4

2011 88 2 5 5 58 21 16 5 3 17 34 14 66 22 4 8 92 11 7 68 13 12 8
2012 93 2 5 1 67 21 10 1 4 11 45 1 59 31 9 1 96 4 0 0 72 14 14 1
2013 91 2 4 3 62 21 14 3 3 9 55 1 55 30 13 2 - - - - 61 15 22 2
2014 97 1 2 0 4 32 21 1 29 12 58 0 48 30 19 2 - - - - 55 19 25 1

Média 89,2 2,1 63 25 589 209 174 25 39,2 108 465 35 552 252 165 3,1 778 11,7 88 1,8 623 145 205 2,6

*R = resistentes, MR = moderadamente resistentes, S = suscetiveis, SI = sem informacé&o.

Ano de 2008

No ano de 2008 foram testados 14.272 materiais de soja, englobando
linhagens do programa de melhoramento e acessos do banco de germo-
plasma da Embrapa. Com um total de 29.396 avaliacées, considerando
que um mesmo material foi avaliado para diferentes doencas.
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Foi um ano atipico, com maior nimero de materiais avaliados compa-
rado aos anos seguintes, por causa da introducdo dos testes para a
podridao radicular de Phytophthora. Um intenso trabalho de selecao
para esta doenca foi feito, testando-se os acessos mais importantes
do banco de germoplasma, as linhas de progénie e as linhagens dos
ensaios preliminares e finais do programa de melhoramento.

A proporcéao de linhagens resistentes ao conjunto das doencas testadas
foi de 58%, restando 13% classificadas como moderadamente resis-
tentes, 28% suscetiveis e 1% sem informacgao (isso ocorre principal-
mente por falta de germinacao das sementes, entre outros problemas
secundarios).

Considerando-se cada doenca separadamente, a maior porcentagem de
linhagens suscetiveis foi observada para podridao radicular de Phyto-
phthora, seguida pela pustula bacteriana, mancha olho-de-ra e cancro
da haste.

Ano de 2009

No ano de 2009 foram testados 10.217 materiais de soja, englobando
linhagens do programa de melhoramento e acessos do banco de germo-
plasma da Embrapa. Com um total de 15.904 avaliac6es, considerando
que um mesmo material foi avaliado para diferentes doencas.

Nesse ano continuou-se a avaliar grande quantidade de materiais para
a podridao radicular de Phytophthora, embora menor que a do ano
anterior.

A proporcgéao de linhagens resistentes ao conjunto de doencas testadas
foi de 57%, restando 14% moderadamente resistentes, 27% susceti-
veis e 2% sem informacao.

Considerando-se cada doenca separadamente, a maior porcentagem de
linhagens suscetiveis foi observada para podridao radicular de Phyto-
phthora, seguida pela pustula bacteriana na casa de vegetacdo, man-
cha olho-de-ra, pustula bacteriana no campo e cancro da haste.
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Ano de 2010

No ano de 2010 foram testados 9.984 materiais de soja, englobando
linhagens do programa de melhoramento e acessos do banco de germo-
plasma da Embrapa. Com um total de 42.309 avaliacées, considerando
que um mesmo material foi avaliado para diferentes doencas.

Embora o nimero de linhagens tenha sido menor que nos anos ante-
riores, houve um grande nimero de avaliagGes por causa dos testes
de 5.724 linhas de progénie para as doencas cancro da haste, mancha
olho-de-ra e podridao radicular de Phytophthora.

A proporcéao de linhagens resistentes ao conjunto das doencas testadas
foi de 67 %, restando 14% moderadamente resistentes, 16% susceti-
veis e 4% sem informacao.

Considerando-se cada doenca separadamente, a maior porcentagem de
linhagens suscetiveis foi observada para podridao radicular de Phyto-
phthora, seguida pela mancha olho-de-ra, pdstula bacteriana na casa de
vegetacdo, pustula bacteriana no campo e cancro da haste.

Ano de 2011

No ano de 2011 foram testados 8.114 materiais de soja, englobando
linhagens do programa de melhoramento e acessos do banco de germo-
plasma da Embrapa. Com um total de 15.296 avaliacoes, considerando
que um mesmo material foi avaliado para diferentes doencas.Nesse ano
houve um maior nimero de testes com a mancha olho-de-ra, sendo
avaliadas 6.255 linhagens para essa doenca.

A proporcao de linhagens resistentes ao conjunto de doencas testadas
foi de 68%, restando 13% moderadamente resistentes, 12% susceti-
veis e 7,6% sem informacao.

Considerando-se cada doenca separadamente, a maior porcentagem de
linhagens suscetiveis foi observada para podridao radicular de Phyto-
phthora, seguida pela mancha olho-de-ra, cancro da haste, pustula
bacteriana na casa de vegetacao e pustula bacteriana no campo.
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Ano de 2012

No ano de 2012 foram testados 8.849 materiais de soja, englobando
linhagens do programa de melhoramento e acessos do banco de germo-
plasma da Embrapa. Com um total de 21.440 avaliacées, considerando
que um mesmo material foi avaliado para diferentes doencas.

A proporcéao de linhagens resistentes ao conjunto de doencas testadas
foi de 70%, restando 14% moderadamente resistentes, 14% susceti-
veis e 1% sem informacao.

Considerando-se cada doenca separadamente, a maior porcentagem de
linhagens suscetiveis foi observada para podridao radicular de Phyto-
phthora, seguida pela mancha olho-de-ra, pustula bacteriana na casa-
de-vegetacao, cancro da haste e pustula bacteriana no campo.

Ano de 2013

No ano de 2013 foram testados 5.133 materiais de soja, englobando
linhagens do programa de melhoramento e acessos do banco de germo-
plasma da Embrapa. Com um total de 12.495 avaliac6es, considerando
que um mesmo material foi avaliado para diferentes doencas.

A proporcéao de linhagens resistentes ao conjunto de doencas testadas
foi de 61%, restando 15% moderadamente resistentes, 22% susceti-
veis e 2% sem informacao.

Considerando-se cada doenca separadamente, a maior porcentagem de
linhagens suscetiveis foi observada para podridao radicular de Phyto-
phthora, seguida pela mancha olho-de-ra, pustula bacteriana na casa de
vegetacdo e cancro da haste.

Ano de 2014

No ano de 2014 foram testados 2.766 materiais de soja, englobando
linhagens do programa de melhoramento e acessos do banco de germo-
plasma da Embrapa. Com um total de 6.700 avaliacoes, considerando
que um mesmo material foi avaliado para diferentes doencas.
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A proporcao de linhagens resistentes ao conjunto de doencas testadas
foi de 55%, restando 19% moderadamente resistentes, 25% susceti-
veis e 1% sem informacao.

Considerando-se cada doenca separadamente, a maior porcentagem de
linhagens suscetiveis foi observada para podridao radicular de Phyto-
phthora, seguida pela mancha olho-de-ra, pustula bacteriana na casa-
de-vegetacao e cancro da haste.

Analise conjunta dos anos

A anédlise conjunta mostrou que sempre houve uma predominancia

de materiais resistentes, principalmente em razao da base genética

de resisténcia ao cancro da haste, que esta bem estabelecida e tem

se mostrado estavel a medida que nao ha relatos do aparecimento da
doenca no campo. Em 2008, a porcentagem de materiais suscetiveis
era maior, decaindo a partir de 2009 e sé voltando a crescer em 2013.
A porcentagem de materiais moderadamente resistentes mostrou certa
constancia com leve aumento ao longo dos anos (Figura 11).
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Figura 11. Proporcéo das linhagens Embrapa resistentes (R), moderadamente resistentes
(MR), suscetiveis (S), sem informacéo (Sl), entre os anos de 2008 e 2014, ao conjunto

de doencas testadas rotineiramente.
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O numero total de linhagens e de avaliacdes realizadas (Figura 12) veio
reduzindo nos dois Ultimos anos, ja que linhagens do ensaio prelimi-
nar de segundo ano, previamente testadas, deixaram de participar das
avaliacdes. Isso permitiu que parte da mao de obra disponivel pudesse
ser aplicada em testes envolvendo outras doencas importantes como
ferrugem-asiatica, mancha-alvo e mofo-branco.
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Figura 12. Numero de linhagens testadas e de avalicdes realizadas rotineiramente quanto

a reacao as doencas, realizadas entre os anos de 2008 e 2014.

Analisando-se as doencas separadamente (Figura 13), pode-se obser-
var que o cancro da haste ja apresentava, em 2008, maior porcenta-
gem de materiais resistentes, sendo que essa porcentagem aumentou
gradativamente durante os anos seguintes. Para a mancha olho-de-r3,
de 2008 a 2013 houve uma relativa estabilidade na reacdo dos mate-
riais, sendo que os resistentes ficaram ao redor de 60%. A partir de
2013 houve reducado dos materiais resistentes (45%) e aumento dos
moderadamente resistentes (32%) e suscetiveis (21%). Seguindo um
padrdo semelhante, a pulstula bacteriana avaliada em casa de vegeta-
cao mostrou uma reducao no numero de materiais resistentes a partir
de 2011. Isso pode ter ocorrido em funcao da introgressao de novas
linhagens e mesmo cultivares suscetiveis a algumas dessas doencas
nos cruzamentos e também de novos acessos recentemente disponibili-
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zados pelo banco de germoplasma de soja da Embrapa. Para a podridao
radicular de Phytophthora, que tem sido a doenca com maior percen-
tual de linhagens suscetiveis nos testes, ocorreu um aumento ainda
maior a partir de 2012, mostrando o desafio que essa doenca impoe ao
desenvolvimento de cultivares resistentes.

Cancro da haste
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Figura 13. Proporcéo das linhagens Embrapa resistentes (R), moderadamente resistentes

(MR), suscetiveis (S), sem informacéao (Sl), entre os anos de 2008 e 2014, para cada

uma das doencas testadas rotineiramente.

Comentarios finais

A doenca que apresenta, segundo a série avaliada, a maior dificulda-
de para obtencao de cultivares resistentes é a podridao radicular de
Phytophthora, seguida pela mancha olho-de-ra. Em relacdo as doencas
cancro da haste e pustula bacteriana, os materiais estdo com uma me-

Ihor base genética de resisténcia.
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Embora o cancro da haste, a mancha olho-de-ra e a pustula bacteria-
na sejam doencas de baixa ocorréncia, ou com ocorréncia sem causar
danos de importancia econémica no campo, a selecado para resisténcia
deve continuar porque existe o risco de epidemias, caso sejam culti-
vados materiais suscetiveis em areas extensas. Além disso, a dispo-
nibilidade de fontes de resisténcia é um privilégio que nao deve ser
desprezado nos programas de melhoramento, em razédo das grandes
vantagens que o uso dessas fontes pode trazer ao manejo de doencas.

A partir do ano de 2013, em funcao da reducdo do ndmero de mate-
riais testados, foi possivel intensificar os testes para outras doencas
importantes, como ferrugem-asiatica, mancha-alvo e mofo-branco.

Ocorreram marcantes alteracdes no sistema de producao que envolve a
cultura da soja, principalmente a partir do inicio desse século, influen-
ciadas por fatores como o cultivo de segunda safra de verao (safrinha)
e a ocorréncia da ferrugem-asiatica. Com isso, ocorreram alteracdes
nas caracteristicas das cultivares desejadas pelo agricultor, que passou
a utilizar materiais cada vez mais precoces, adaptados a semeaduras
mais antecipadas quando comparados a materiais mais antigos. Jun-
to a isso, passaram a ser disponibilizadas cultivares geneticamente
modificadas, como as resistentes ao herbicida glifosato de primeira e
segunda geracao (RR1 e RR2), as resistentes a lagartas (soja Bt) e a
soja resistente aos herbicidas do grupo das imidazolinonas (Cultivance).
Isso tudo formou um cenério ainda mais desafiador para a geracao de
cultivares com resisténcia multipla as diversas doencas, pois a necessi-
dade de resisténcia as doencas nao diminuiu, e precisa estar presente
nas cultivares mais modernas.

Esse trabalho reforca a posicdo e o empenho da Embrapa em relacao

a utilizacao da resisténcia genética em soja para o controle de doen-
cas, pois dependendo da funcionalidade dessa resisténcia, ela pode ser
a forma mais econdmica, eficiente e ambientalmente sustentavel de
controle.
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