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Fontes de resisténcia a Phytophthora
sojae em linhagens de soja da
Embrapa Trigo, em 2018/2019'

Introducao

Apodridédo-radicular de Phytophthoraem soja causa, anualmente, perdas entre
um milhdo e dois milhdes de toneladas de grdosno mundo (Schmitthenner;
Dorrance, 2015; Hartman, 2015), principalmente nos Estados Unidos, na
China, no Japéo, na Argentina, no Brasil e na Australia. Os prejuizos sao
decorrentes de falhas no estande inicial, de necessidade de ressemeaduras
e de redugdes no peso e na producado de graos. No Brasil, prejuizos foram
registrados nas safras 2005/2006 e 2018/2019 (Deuner et al., 2019) em
vérias lavouras do Rio Grande do Sul e do Parand. Na regiao sul do Brasil, ha
relatos anuais de sua ocorréncia no inicio da safra, principalmente em areas
de multiplicagdo de sementes de novas cultivares de soja.

Os sintomas nas plantas de soja podem ser observados desde a pré-
emergéncia até a fase adulta. Causa apodrecimento de sementes ou flacidez
na radicula, progredindo ao cotilédone, e os tecidos afetados adquirem
coloragdo marrom. Plantulas morrem durante a emergéncia, com hipocétilo
apresentando anasarca e coloragdo marrom escura. Durante a emissao das
primeiras folhas trifolioladas, a extremidade da raiz principal torna-se flacida
e marrom, e essa descoloragdo estende-se e envolve o hipocétilo até o n6
cotiledonar, 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
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adquirem coloragao marrom. O sintoma caracteristico € a coloragdo marrom
escura da haste, desde o solo, progredindo para hastes laterais em direcéo
ao topo da planta. Em planta adulta, os tecidos apodrecidos da raiz e da haste
permanecem firmes. A auséncia de plantas que morreram precocemente é
compensada pelo desenvolvimento de plantas vizinhas que permaneceram
sadias.

A resisténcia genética é o principal meio de controle da doenga, e pode
manifestar-se de trés formas:

« Como resisténcia completa, ou raga-especifica, mediada por genes
maiores (Rps) no hospedeiro. Mais de 20 genes de resisténcia dominantes
estao relatados (Zhong et al., 2018), e os principais sao Rpsia, 1b, 1c,
1d, 1k, 2, 3a, 3b, 3¢, 4, 5, 6, 7 € 8 (Burnham et al., 2003; Dorrance et al.,
2004). Todos os genes descritos, exceto Rps2, limitam completamente
o crescimento de P. sojae através de reacao de hipersensibilidade no
hipocotilo. Atualmente, a identificacdo de patotipos ou de férmulas de
viruléncia baseada em reagdes de suscetibilidade ou resisténcia de
plantas com genes Rps é utilizada para estudos sobre a variabilidade do
patdgeno, e a série diferencial mais usada conta com os genes Rpsia,
1b, 1c, 1d, 1k, 2, 3a, 3b, 3¢, 4, 5,6, 7 e 8 (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, 1b, 1c, 1k, 3ae 8
ainda sao efetivos, mas nao Rps6, pois até 60% da populacéo brasileira
de P. sojae apresenta reagao de efetividade para este gene, o que nao
o candidata para inser¢do em cultivares comerciais (Costamilan et al.,
2013).

» Resisténcia radicial, mediada apenas por Rps2. O hipocétilo apresenta
reacgao suscetivel ou intermediaria (50% de plantas mortas ou com lesdes
longas), mas as raizes permanecem sadias.

* Resisténcia parcial, também conhecida como de campo, de planta adulta
ou tolerancia. E herdada quantitativamente, por uma série de genes
menores, e expressa-se pela redugdo de extensdo de colonizagado
de tecidos radiciais, sendo avaliada pela capacidade de resisténcia
a penetragdo, ou a colonizagdo ou a multiplicacdo do patégeno. S6 é
funcional a partir da formacgé&o da primeira folha trifoliolada, sendo efetiva
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contra todos os patotipos de P. sojae (Mideros et al., 2007; Schmitthenner;
Dorrance, 2015). Genétipos de soja podem apresentar diferentes 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 pressédo da doenga (Zhong et al., 2018).

Os programas de melhoramento de soja buscam, principalmente, langar
cultivares com resisténcia Unica mediada por genes Rps, em que o
reconhecimento das proteinas de P. sojae inicia a imunidade desencadeada
por efetores, resultando em resisténcia completa. Embora altamente eficaz,
a resisténcia completa é especifica a populacdo de P. sojae presente.
Adicionalmente, o uso de genes Rps aumenta a pressao de selegéo sobre o
patdégeno, fazendo com que a populacao se adapte e, potencialmente, ganhe
viruléncia, de tal modo que a cultivar se torne suscetivel.

Para areas onde a doencga € predominante, indica-se conjugar as estratégias
de resisténcia completa com parcial, além de tratamento de sementes com
fungicida (Schmitthenner; Dorrance, 2015). Para a situagédo brasileira, o
manejo com a utilizacdo de cultivares de soja com qualquer um dos genes
Rps1a, 1b, 1c, 1k, 3a ou 8, além de alta resisténcia parcial, poderia ser
altamente efetivo para areas de incidéncia da doenca (Costamilan et al.,
2013).

Os objetivos deste trabalho foram identificar linhagens de soja, do programa
de melhoramento genético da Embrapa Trigo, resistentes a podridao-radicular
de Phytophthora, além de determinar possiveis genes de resisténcia completa
Rps e niveis de resisténcia parcial nestas linhagens.

Os testes foram realizados em casa de vegetacdo da Embrapa Trigo, em
Passo Fundo, RS, no ano de 2019, entre julho e novembro.

Rotina de pré-sele¢ao: em 2019, foram avaliados 1.405 gendtipos, na
geragao F5. Doze sementes de cada gendtipo foram semeadas em substrato
agricola (terra vegetal) contido em potes plasticos de 500 mL de capacidade,
preparando-se um pote por gendétipo. Utilizou-se o isolado Ps2.4, de férmula
de viruléncia Rps1d, 2, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7, correspondente a populagao
patogénica de maior frequéncia registrada no Brasil até 2013 (Costamilan
et al., 2013). No mesmo dia da semeadura, colbnias do isolado Ps 2.4 foram
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repicadas para meio de cultura de manutengao (Costamilan; Clebsch, 2016),
contendo pontas de palitos de dentes montadas, na vertical, sobre base de
papel. As placas foram mantidas em sala de incubagéo, em temperatura de
25 °C £ 3 °C durante 14 dias, até colonizagdo da extremidade do palito. A
inoculagao ocorreu 14 dias apds a semeadura, inserindo-se uma ponta de
palito colonizada no hipocétilo de cada planta, mantendo-se dez plantas por
vaso. A cultivar BRS 244RR foi usada como testemunha 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 reag&o ocorreu entre cinco e sete dias apos a
inoculagao, contando-se o numero total de plantas inoculadas e o numero de
plantas mortas, por genétipo. Somente gendétipos sem plantas mortas foram
selecionados para prosseguirem no programa de melhoramento genético
da Embrapa Trigo. A partir do resultado deste primeiro teste, os gendétipos
resistentes poderiam conter os genes Rps1ia, 1b, 1c, 1k, 3a ou 8 atuando na
resisténcia completa.

Identificacido de genes Rps (resisténcia completa): o ensaio foi
realizado com 26 linhagens de soja em avaliagdo em VCU, do programa de
melhoramento da Embrapa Trigo em 2018/2019 (Tabela 1), avaliadas como
resistentes a podridao-radicular de Phytophthora.

Foram preparados trés potes para cada gendtipo, com dez plantas cada,
além da testemunha suscetivel BRS 244RR. As linhagens foram inoculadas
com trés patotipos de P. sojae (um patotipo por pote). Foram usados os
seguintes 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). As plantas foram inoculadas entre 10 dias e 12 dias apods
a semeadura, pelo método de introducdo de macerado de micélio e meio
de cultura na haste, 1 cm abaixo do né cotiledonar. O ambiente de casa
de vegetacado foi mantido com elevada umidade relativa nas primeiras 48
h, pela nebulizagdo de agua por 30 s a cada 3 min. A leitura da reacao foi
realizada sete dias apds a inoculagao, considerando-se efetiva a reagao até
30% de plantas mortas, e inefetiva, a reacdo com mortalidade acima de 70%
(Costamilan; Clebsch, 2016).
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Tabela 1. Linhagens de soja da Embrapa Trigo em ensaios de valor de cultivo
e uso (VCU) em 2018/2019, avaliadas para tipos de resisténcia a podridao-
-radicular de Phytophthora.

Linhagem Resisféncia completa Resisténcia_ parcial
(possivel gene Rps)® (nota e tipo)®

BRB16-263344 1k 2,33, ARP
BRB17-237860 3a/8 1,00, ARP
BRB17-239613 1al1c 4,33, MRP
BRB17-240767 1allc 6,67, AS

BRB18-241472 Indeterminado® 3,00, ARP
BRB18-244748 1k 2,00, ARP
BRB18-247967 1k (provavel)® 2,00, ARP
BRB18-249184 1k 2,00, ARP
BRR17-76998 1all1c 3,00, ARP
BRR17-76999 1al1c 4,00, MRP
BRR17-78258 1al1c 3,00, ARP
BRR17-78266 1k 2,00, ARP
BRR17-79057 1b 2,00, ARP
BRR17-79196 1al1c 4,33, MRP
BRR17-80208 1allc 4,67, MRP
BRR18-87401 1k 2,33, ARP
BRR18-87406 1k 1,00, ARP
BRR18-89710 1k 2,00, ARP
BRR18-92393 1k 1,00, ARP
BRR18-92394 1k 1,33, ARP
BRR18-93146 1allc 1,33, ARP
BRR18-93154 1al1c 1,67, ARP
PFR150563 1al1c 1,67, ARP
PFR170883 1allc 2,67, ARP
PFR170934 1al1c 2,00, ARP
PFR171218 1k 1,00, ARP

@ Avaliacdo sequencial com inoculagdo na haste dos patotipos Ps2.4 (férmula de viruléncia 1d, 2, 3b, 3c, 4,
5,6, 7), Ps14.4 (Rps3a, 3b, 8), R4 (Rps1a, 1c) e Ps36.1 (Rps1b, 3a, 8).

® Avaliacdo de severidade de apodrecimento radicular com o patotipo Ps34.1 (formula de viruléncia Rps1a,
1c, 1d, 1k, 2, 3b, 3c, 4, 5, 7 e reacao intermediaria para Rps1b, 3a e 6).

© N&o foi possivel determinar o gene Rps presente nesta linhagem.



Fontes de resisténcia a Phytophthora sojae em linhagens de soja da Embrapa Trigo, em 2018/2019 7

Identificacdo de resisténcia parcial: as linhagens de soja em VCU foram
testadas com o método de camada de micélio do patégeno posicionado abaixo
das sementes (Dorrance et al., 2003), utilizando-se o isolado Ps34.1 (férmula
de viruléncia Rpsi1a, 1c, 1d, 1k, 2, 3b, 3c, 4, 5, 7 e reacao intermediaria
para Rps1b, 3a e 6). Prepararam-se trés potes por linhagem, com cinco
sementes em cada, posicionadas 5 cm acima do inéculo, entre camadas de
vermiculita umedecida. Em um quarto pote, ndo foi colocada a camada de
inéculo, para servir como padrao de sanidade de raizes. Apds 21 dias, as
raizes foram lavadas e avaliadas visualmente com auxilio da seguinte escala
de notas (Dorrance et al., 2003): 1- sem apodrecimento de raizes, 2- tragos
de apodrecimento, 3- terco inferior da massa de raizes apodrecido, 4- dois
tercos 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 com alta resisténcia parcial com nota média
até 3,0; de moderada resisténcia parcial, com nota média entre 3,1 e 5,0;
moderadamente suscetiveis, com nota média entre 5,1 e 6,0; e altamente
suscetiveis, com nota média superior a 6,1.

Em 2019, apds a pré-selegéo, 1.102 (91%) foram considerados resistentes,
125 (9%) apresentaram reagéo intermediaria e 178 (13%) foram suscetiveis.
Das 26 linhagens de soja testadas em VCU, 12 apresentaram resisténcia
completa conferida pelos genes Rps1a ou 1c, 10 linhagens foram resistentes
devido ao gene Rpsik, 1 linhagem pelo Rps1b e 1 linhagem com Rps3a
ou 8. Outras duas linhagens ndo apresentaram reacao consistente; uma
delas (BRB18-247967), possivelmente, possui o gene Rpsik e, para BRB18-
241472, nao foi possivel determinar o gene presente. A alta resisténcia
parcial predominou nestas linhagens. Os resultados das linhagens em VCU
séo apresentados na Tabela 1.
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