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Avaliacao de resisténcia a podridao-
radicular de Phytophthora em linhagens
de soja da Embrapa Trigo, em 2017"

A podriddo-radicular de Phytophthora em soja causa, anualmente, perdas
entre um milhdo e dois milhdes de toneladas de grdos/ano nos Estados
Unidos (Schmitthenner; Dorrance, 2015). Ocorre também na China, Japéo,
Argentina, Brasil e Australia. Incluindo dados do Brasil e da Argentina, ocupa
a sétima posicao entre doengas que causam elevadas perdas de rendimento
de graos de soja (Hartman, 2015). Os prejuizos sao decorrentes de falhas no
estande inicial, de necessidade de ressemeaduras e de redugao no peso e
na producédo de graos. No Brasil, a doenga foi identificada no Rio Grande do
Sul na safra 1994/1995 (Costamilan, 2001), e atualmente ocorre em Santa
Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, Goias e
Tocantins. Prejuizos foram registrados na safra 2005/2006 em varias lavou-
ras do Rio Grande do Sul e do Parana. Ha relatos anuais de sua ocorréncia,
no inicio da safra, principalmente em areas de multiplicagédo de sementes de
novas cultivares de soja.

O agente causal é Phytophthora sojae, do reino Chromista (ou Straminipila),
da ordem Oomycetes (Mycobank Database, 2018). Os integrantes do géne-
ro Phytophthora néo séo fungos, estando filogeneticamente relacionados as
algas, pois, entre outras caracteristicas contrastantes, possuem clorofila na
parede celular, e ndo quitina, como os fungos verdadeiros (Rossman; Palm,
2018).

Podridao-radicular de Phytophthora € uma doenga monociclica, ou seja, s6
ha uma geracao de producao de estruturas de reproducao por ano. As estru-
turas de resisténcia remanescentes da safra anterior, chamadas oosporos,
permanecem no solo ou no tecido de plantas mortas, e podem sobreviver por
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muitos anos na auséncia do hospedeiro. Os oosporos formam esporangios
em temperaturas préximas a 25 °C, que se acumulam até que ocorra enchar-
camento do solo, quando liberam zoosporos, que nadam curtas distancias
(1 cm ou menos) ou sao levados por corrente de agua em diregédo a raizes
de soja, atraidos por isoflavonoides produzidos por raizes e por sementes
em germinagado. Quando encontram tecido vegetal, os zoosporos encistam,
germinam e penetram diretamente na raiz (Schmitthenner; Dorrance, 2015).

A doencga é favorecida por agua livre no solo, que pode ocorrer devido a
prolongados periodos de saturagao de umidade (chuvas constantes ou irriga-
¢ao), associados a textura argilosa e/ou a presenca de camada de solo com-
pactado. A elevada umidade do solo provoca a liberagéao e a disseminagao
de zoosporos. Chuvas pesadas na primeira semana apds semeadura criam
condigdes favoraveis ao desenvolvimento da doenca. Praticas culturais como
preparo reduzido de solo, plantio direto (que resulta em aumento na quan-
tidade de in6culo nos primeiros 4 cm a 5 cm de solo), monocultura de soja
e aplicacdo de altas doses de fertilizantes organicos ou com potassio, ime-
diatamente antes da semeadura, podem tornar a doenga mais severa. Nao
ha disseminacao por sementes, sendo fontes de indculo inicial o solo e os
restos culturais de soja contaminados (Workneh et al., 1999; Schmitthenner;
Dorrance, 2015).

Os sintomas nas plantas de soja podem ser observados desde a pré-emer-
géncia até a fase adulta. Causa apodrecimento de sementes ou flacidez na
radicula, progredindo ao cotilédone, e os tecidos afetados adquirem colora-
¢ao marrom. Plantulas morrem durante a emergéncia, com hipocatilo apre-
sentando anasarca e coloragdo marrom escura. Durante a emissao das pri-
meiras folhas trifolioladas, a extremidade da raiz principal torna-se flacida e
marrom, e essa descoloracéo estende-se e envolve o hipocotilo até o né co-
tiledonar, ocorrendo o colapso do tecido, causando amarelamento de folhas,
murcha e morte. Plantas adultas morrem lentamente, com folhas amareladas
e tecido seco entre as nervuras, seguindo-se de murcha completa e de seca
de tecidos, permanecendo as folhas presas as plantas. Ha apodrecimento
da raiz principal e destruicdo quase completa de raizes secundarias, que ad-
quirem coloracdo marrom escura. O sintoma caracteristico € a haste marrom
escura, desde o solo, que, frequentemente, progride ao longo desta e das
hastes laterais em diregao ao topo da planta (Figura 1). Em planta adulta, os
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tecidos apodrecidos da raiz e da haste permanecem firmes. Plantas afetadas
podem ocorrer entre plantas sadias, e as falhas causadas pela morte precoce
de plantas sdo compensadas pelo crescimento de plantas vizinhas. O tecido
escurecido na haste pode ficar coberto de micélio de fungos saprofitas, prin-
cipalmente de Fusarium spp., levando ao confundimento quanto ao agente
causal.

Foto: Leila Maria Costamilan

Figura 1. Planta de soja com sintoma de podridao-radicular de Phytophthora
(Phytophthora sojae). Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.

Em cultivares de soja com moderada resisténcia parcial, os danos podem
ficar restritos as raizes e, neste caso, as plantulas apresentam clorose e
menor desenvolvimento. Em plantas adultas, ocorre apodrecimento da raiz
principal e, ocasionalmente, podem ser observadas lesdes longas, lineares,
levemente aprofundadas e de cor marrom, em apenas um dos lados da haste
(Figura 2). Estas lesdes podem ser confundidas com as lesdes de cancro da
haste, causado por Diaporthe aspalathi (syn. D. phaseolorum var. meridiona-
lis). As plantas afetadas podem desenvolver raizes secundarias superficiais,
para compensar a perda da raiz principal, originando plantas com desenvolvi-
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mento mais lento que o normal e mais sensiveis a periodos de falta de agua
(Costamilan; Clebsch, 2016).

Foto: Leila Maria Costamilan

Figura 2. Planta de soja com lesées em um lado da haste e
apodrecimento da raiz principal, sintomas causados por alta
severidade de podriddo-radicular de Phytophthora em cultivar
com resisténcia parcial a doenga. Embrapa Trigo, Passo Fundo,
RS.

A resisténcia genética é o principal meio de controle da doenga, e pode
manifestar-se de trés formas:
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 Como resisténcia completa, ou raca-especifica, mediada por genes
maiores (Rps) no hospedeiro. Atualmente, estéo relatados mais de 20 genes
de resisténcia dominantes (Zhong et al., 2018), e os principais sao Rps1a,
1b, 1c, 1d, 1k, 2, 3a, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7 e 8 (Burnham et al., 2003; Dorrance et
al., 2004). Todos os genes descritos, exceto Rps2, limitam completamente
o crescimento de P. sojae através de reacdo de hipersensibilidade no
hipocdtilo. Até 2004, mais de 55 ragas de P. sojae haviam sido descritas com
o uso de série diferencial com Rps1ia, 1b, 1c, 1d, 1k, 3a, 6 e 7. Atualmente, a
identificacao de patotipos ou de férmulas de viruléncia, baseada em reagdes
de suscetibilidade ou resisténcia de plantas com genes Rps, é preferivel para
descrever a variabilidade dentro da espécie (Dorrance et al., 2004). Os genes
Rps1a, 1c, 1k, 3a e 6 sdo amplamente utilizados em cultivares comerciais de
soja nos Estados Unidos. No Brasil, os genes Rps1a, 1c, 1k e 3a ainda sao
efetivos, mas n&do Rps6, pois até 60% da populacdo brasileira de P. sojae
apresenta reacao de efetividade para este gene, o que néo o torna interes-
sante para insercao em cultivares comerciais (Costamilan et al., 2013). Are-
sisténcia completa pode ser superada pelo uso intensivo da mesma cultivar
resistente, e é variavel de acordo com o gene Rps utilizado.

* O segundo tipo também é raca-especifica e conhecida como resisténcia
radicial, mediada apenas por Rps2. O hipocétilo apresenta reagao suscetivel
ou intermediaria (50% de plantas mortas ou com lesdes longas), mas as rai-
zes permanecem sadias.

» O terceiro tipo é a resisténcia parcial, de campo, de planta adulta ou to-
lerancia, herdada quantitativamente. Expressa-se pela redugao de extensao
de colonizagéo de tecidos radiciais, sendo avaliada pela capacidade de re-
sisténcia a penetracdo, a colonizacdo ou a multiplicagdo do patégeno. Esta
resisténcia so é funcional a partir da formacao da primeira folha trifoliolada,
sendo efetiva contra todos os patotipos de P. sojae (Mideros et al., 2007;
Schmitthenner; Dorrance, 2015). Genotipos de soja podem apresentar dife-
rentes niveis de desenvolvimento de sintomas, desde muito baixo até alto
(Schmitthenner et al., 1994; Dorrance et al., 2003). Este tipo de resisténcia
pode ser superado em ambientes com alta presséo da doencga (Zhong et al.,
2018).

Os programas de melhoramento de soja buscam, principalmente, lan-
¢ar cultivares com resisténcia Unica mediada por genes Rps, em que o
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reconhecimento das proteinas de P. sojae inicia a imunidade desencadea-
da por efetores, resultando em resisténcia completa. Embora altamente efi-
caz, a resisténcia completa é especifica a populagéo de P. sojae presente.
Adicionalmente, o uso de genes Rps aumenta a pressao de selegao sobre o
patdégeno, fazendo com que a populacao se adapte, de tal modo que a culti-
var se torne suscetivel.

Para areas onde a doenga € predominante, indica-se conjugar as estratégias
de resisténcia completa e de resisténcia parcial com tratamento de sementes
com fungicida (Schmitthenner; Dorrance, 2015). Para a situagéo brasileira,
o0 acumulo de qualquer um dos genes de resisténcia Rps1a, 1b, 1c e 1k, de
Rps3a ou 8 e de alta resisténcia parcial poderia ser altamente efetivo para
cultivares de soja indicadas para areas de incidéncia da doenga (Costamilan
et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi identificar linhagens de soja, em geragéo F5, re-
sistentes a podridao-radicular de Phytophthora do programa de melhoramen-
to genético da Embrapa Trigo, e determinar genes de resisténcia completa
Rps e niveis de resisténcia parcial presentes em linhagens de soja em testes
de valor de cultivo e uso (VCU) na safra 2017/2018.

Os testes foram realizados em casa de vegetagdo da Embrapa Trigo, em
Passo Fundo, RS, no ano de 2017, entre julho e novembro, com temperatura
variando entre 15 °C e 30 °C.

Pré-selecao de linhagens resistentes: 12 sementes de cada gendtipo de
soja foram semeadas em substrato agricola (terra vegetal) contido em potes
plasticos de 500 mL de capacidade, preparando-se um vaso por genotipo.
Utilizou-se o isolado Ps2.4, de formula de viruléncia Rps1d, 2, 3b, 3c, 4, 5,
6, 7, correspondente a populacdo patogénica de maior frequéncia registrada
no Brasil (Costamilan et al., 2013). No dia da semeadura, colbnias do isolado
Ps 2.4 foram repicadas para meio de cultura de manutenc¢do (Costamilan;
Clebsch, 2016), contendo pontas de palitos de dentes montadas, na vertical,
sobre base de papel (Keeling, 1982). As placas foram mantidas em sala de
incubagéo, em temperatura de 25 °C + 3 °C durante 14 dias, até colonizagao
da extremidade do palito. A inoculagédo ocorreu 14 dias apds a semeadura,
inserindo-se uma ponta de palito colonizada no hipocotilo de cada planta,
mantendo-se dez plantas por vaso. A cultivar BRS 244RR foi usada como tes-
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temunha suscetivel. Seguiu-se periodo de 48 h de alta umidade relativa, com
nebulizacdo de agua por 30 s a cada 3 min. A leitura da reac¢ao ocorreu entre
cinco e sete dias apds a inoculagéo, contando-se o numero total de plantas
inoculadas e o numero de plantas mortas, por gendtipo (Figura 3). A escala
utilizada considerou que, com até 25% de plantas mortas, o gendtipo foi
considerado resistente; com 70% ou mais de plantas mortas, foi considerado
suscetivel; e entre 26% e 69% de plantas mortas, foi considerado com
reacéo intermediaria (Slaminko et al., 2010). Somente gendtipos com até
10% de plantas mortas foram selecionados para prosseguirem no programa
de melhoramento genético da Embrapa Trigo. No total, foram avaliados 870
genotipos.

Foto: Leila Maria Costamilan
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Figura 3. Reacdo de linhagens de soja quanto a resisténcia completa a
podridao-radicular de Phytophthora (Phytophthora sojae), apds cinco dias
de inoculagéo pelo método do palito de dente colonizado pelo patégeno.
Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.

Identificacdo de genes Rps no hospedeiro (resisténcia completa): O en-
saio foi realizado com 14 linhagens de soja do programa de melhoramento da
Embrapa Trigo, em testes de VCU em 2017/2018 (Tabela 1), avaliadas como
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resistentes a podridao-radicular de Phytophthora apods testes realizados na
geragao F5, com o isolado padrao Ps2.4. A partir do resultado deste primeiro
teste, os gendtipos resistentes poderiam conter os genes Rps1ia, 1b, 1c, 1k,
3a ou 8 atuando na manifestacao da resisténcia completa.

Foram preparados 3 potes para cada gendtipo, com 5 plantas por pote, além
da testemunha suscetivel BRS 244RR. As linhagens foram inoculadas com
trés patotipos de P. sojae (um patotipo por pote). Foram usados os seguin-
tes patotipos, cada um com uma férmula distinta de viruléncia a genes Rps:
Ps14.4 (férmula de viruléncia Rps3a, 3b, 8), R4 (Rps1a, 1c) e Ps36.1 (Rps1b,
3a, 8) (Figura 4). As plantas foram inoculadas entre 10 dias e 12 dias ap6s
a semeadura, pelo método de introdugédo de macerado de micélio e meio de
cultura na haste, 1 cm abaixo do né cotiledonar (Figura 5). O ambiente de
casa de vegetacao foi mantido com elevada umidade relativa nas primeiras
48 h, pela nebulizagao de agua por 30 s a cada 3 min. A leitura da reacao foi
realizada sete dias apds a inoculacdo, considerando-se efetiva a reagéo até
30% de plantas mortas, e inefetiva, a reagdo com mortalidade acima de 70%
(Costamilan; Clebsch, 2016).

Patétipo Ps2.4 (rotina, na geragéo F5)
Suscetivel (S) = Rps1d, 2, 3b, 3c, 4,5,6,7 Resistente (R) = Rps1a, 1b, 1c, 1k, 3a, 8

Patétipo R4 (linhagem em VCU*)
S = Rpsia, 1c R = Rps1b, 1k, 3a, 8

Patotipo Ps14.4 (linhagem em VCU*)
S = Rps3a, 3b, 8 R = Rps1b, 1k

Patétipo Ps36.1 (linhagem em VCU*)

S = Rps1b, 3a, 8 R = Rps1k

Figura 4. Utilizacéo de patotipos de Phytophthora sojae para identificagdo de genes
Rps de resisténcia do hospedeiro em linhagens de soja da Embrapa Trigo, em 2017.
Embrapa Trigo, Passo Fundo, 2018. * Valor de cultivo e uso.
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Figura 5. Inoculagao de Phytophthora sojae em haste de soja, pelo método
de inser¢do de macerado de micélio e de meio de cultura no hipocatilo.
Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.

Identificacdo de resisténcia parcial: utilizou-se o método de camada de
micélio do patégeno posicionado 5 cm abaixo das sementes, em substrato
de vermiculita expandida (Dorrance et al., 2003) (Figura 6), preparando-
se trés copos por linhagem, com cinco sementes em cada, com o isolado
Ps34.1 (férmula de viruléncia Rps1a, 1c, 1d, 1k, 2, 3b, 3c, 4, 5, 7 e reagéo
intermediaria para Rps1b, 3a e 6). Um copo por linhagem foi preparado sem a
camada de micélio, para servir como padrao de sanidade das raizes. Apos 21
dias, as raizes foram lavadas e avaliadas visualmente com auxilio de escala
de notas variando entre 1 e 9 (Dorrance et al., 2003: 1- sem apodrecimento
de raizes, 2- tragos de apodrecimento, 3- terco inferior da massa de raizes
apodrecido, 4- dois tergos inferiores da massa de raizes apodrecidos, 5-
todas raizes podres + 10% de plantas mortas, 6- 50% de plantas mortas
+ diminuicdo moderada de crescimento da parte aérea, 7- 75% de plantas
mortas + severa diminuicao de crescimento, 8- 90% de plantas mortas, e
9- todas plantas mortas. As linhagens foram consideradas de alta resisténcia
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parcial com nota média até 4,0; de moderada resisténcia parcial, com nota
meédia entre 4,1 e 5,0; moderadamente suscetiveis, com nota média entre 5,1
e 6,0; e altamente suscetiveis, com nota média superior a 6,0.

Foto: Leila Maria Costamilan

Figura 6. Teste de resisténcia parcial de genétipos de soja a Phytophthora
sojae, pelo método da camada de micélio. Testemunha com baixa resistén-
cia parcial (BRS 244RR) a esquerda; linhagem com alta resisténcia parcial,
a direita. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.

Em 2017, de 870 gendtipos de soja avaliados em pré-selecao para podridéo-
-radicular de Phytophthora, 628 (72%) foram considerados resistentes, 62
(7%) apresentaram reacao intermediaria, e 180 (21%), foram suscetiveis.
Das 14 linhagens de soja testadas em VCU, 3 apresentaram resisténcia com-
pleta devida aos genes Rpsi1a ou 1c, 4 linhagens foram resistentes com o
gene Rps1k, e 7 linhagens mostraram resisténcia devido aos genes Rps3a
ou 8. A alta resisténcia parcial predominou nestas linhagens. Os resultados
sao apresentados na Tabela 1.

Assim, a maioria das linhagens de soja em ensaios de VCU em 2017/2018 na
Embrapa Trigo, com resisténcia a podridao-radicular de Phytophthora, pode
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apresentar um ou mais dos genes de resisténcia completa Rps1a, Rpsic,
Rps1k, Rps3a e Rps8, além de alta ou moderada resisténcia parcial.

Tabela 1. Linhagens de soja em ensaios de valor de cultivo e uso (VCU) em
2017/2018, avaliadas para resisténcia completa e parcial a podridao-radicu-
lar de Phytophthora (Phytophthora sojae). Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS,
2018.

Linhagem Resist'éncia completf Resisténcia' pa::i:ial
(possivel gene Rps) (nota e tipo)
1aelou 1c 2, alta
1k 1, alta
1k 1, alta
1aelou 1c 3, alta
1a elou 1c 2, alta
1k 1, alta
1k 1, alta
3ae/ou 8 4, alta
3ae/ou 8 4, alta
3a e/ou 8 4, alta
3aelou 8 2, alta
3ae/ou 8 2, alta
3ae/ou 8 3, alta
3ael/ou 8 5, moderada

* Avaliagaéo sequencial com inoculagéo na haste dos patotipos Ps2.4 (formula de viruléncia
Rps1d, 2, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7), Ps14.4 (Rps3a, 3b, 8), R4 (Rps1a, 1c) e Ps36.1 (Rps1b, 3a, 8).
** Avaliagéo de severidade de apodrecimento radicular com o patotipo Ps34.1 (Rps1a, 1c,
1d, 1k, 2, 3b, 3¢, 4, 5, 7 e reacao intermediaria para Rps1b, 3a e 6).
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