ISSN 1518-6490

Resisténcia a
Phytophthora sojae em
genotipos de soja, em
2022

CIRCULAR TECNICA

/8

Leila Maria Costamilan

Paulo Fernando Bertagnolli
Carlos Lasaro Pereira de Melo
Passo Fundo, RS Rafael Moreira Soares

Maio, 2023 Claudia Cristina Clebsch

OBJETIVOS DE
DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL

Emw)a



2 Circular Técnica 78

Resisténcia a Phytophthora sojae
em genotipos de soja, em 2022

Introducéao

A podriddo-radicular de Phytophthora em soja, causada pelo oomiceto
Phytophthora sojae, ocorre principalmente na regido Sul do Brasil, levando
a morte de plantulas e de plantas adultas, causando perdas econémicas,
principalmente, pela necessidade de ressemeaduras durante o periodo de
emergéncia das plantas. Nos ultimos anos, essas perdas foram registradas
nas safras 2005/2006 e 2018/2019 (Deuner et al., 2019) e em 2019/2020,
em varias lavouras do Rio Grande do Sul e do Parana. Empresas de melho-
ramento genético de soja estdo envolvidas na busca de cultivares e linha-
gens resistentes a doenga. Populagdes do patdégeno coletadas em 2018 e em
2019 em municipios do Rio Grande do Sul (Carazinho, Gentil, Passo Fundo,
Ibiruba e Getulio Vargas) causaram morte de plantulas em cultivares comer-
ciais de soja com resisténcia completa (genes Rps), levando a preocupacao
sobre a efetividade desses genes maiores e a necessidade de liberagao de
genotipos contendo, conjuntamente, altos niveis de resisténcia parcial, como
preconizado por Dorrance et al. (2003).

Os sintomas da podridao-radicular de Phytophthora em soja ocorrem desde a
pré-emergéncia até a fase adulta da planta, sendo caracteristica a coloragéo
marrom-escura da haste, desde o solo, que progride para hastes laterais e
para o topo da planta. Em planta adulta, os tecidos apodrecidos da raiz e da
haste permanecem firmes.

O controle da doenga é baseado em resisténcia genética, que pode se ma-
nifestar de trés formas: como resisténcia completa ou raga-especifica, como
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resisténcia completa que s6 se manifesta em raizes e como resisténcia par-
cial ou de campo.

A resisténcia completa € mediada por genes maiores (Rps) no hospedeiro.
Todos os genes descritos, exceto Rps2, limitam completamente o crescimento
de P. sojae por meio da reagao de hipersensibilidade no hipocétilo. A identifi-
cacgéao de patotipos ou de férmulas de viruléncia (vir) baseada em reacoes de
suscetibilidade ou resisténcia de plantas da série diferencial, com diferentes
genes Rps, € utilizada para estudos sobre a variabilidade do patdgeno. A série
diferencial mais usada conta com os genes Rpsa, 1b, 1c, 1d, 1k, 2, 3a, 3b,
3c, 4, 5, 6, 7 e 8 (Dorrance et al., 2004). A resisténcia radicular € mediada
apenas por Rps2. Atualmente, ja sdo conhecidos 27 genes maiores em soja
conferindo resisténcia completa a P. sojae (Yang et al., 2020). No Brasil, em
2013, os genes Rps1a, 1b, 1c, 1k, 3a e 8 conferiam resisténcia a maioria
das populagdes de P. sojae (Costamilan et al., 2013); nos anos 2020 e 2021,
constatou-se mudancga no perfil de viruléncia da populagéo brasileira, man-
tendo-se Rps1a e Rps1c como os mais eficientes, surgindo Rps3b como efe-
tivo e Rps1b, 1k, 3a e 8 com perda de eficiéncia (Batista et al., 2022).

A resisténcia parcial, também conhecida como de campo ou de planta adulta,
€ herdada quantitativamente por acdo de varios genes menores e expressa-
-se pela reducao de extensio de colonizagao de tecidos radiculares ou re-
ducgéo de produgdo de oosporos em tecidos vegetais afetados. A resisténcia
parcial s6 é funcional a partir da formacao do primeiro trifélio, sendo efetiva
contra todos os patotipos de P. sojae, enquanto a resisténcia completa, em-
bora altamente eficaz, é especifica a populagao de P. sojae presente no solo
(Mideros et al., 2007; Schmitthenner; Dorrance, 2015).

O perfil de genes Rps que as populagbes de P. sojae sdo capazes de atin-
gir é muito variavel, e pode mudar rapidamente, como recentemente rela-
tado nos Estados Unidos (McCoy et al., 2021), na Argentina (Grijalba et al.,
2020), no Canada (Tremblay et al., 2021) e no Brasil (Batista et al., 2022).
Especialmente a populacao brasileira do patégeno parece ser mais variavel,
com maior complexidade e com maior velocidade em mudangas na avirulén-
cia do pool génico (Batista et al., 2022).

O conhecimento do gene de resisténcia Rps presente nas cultivares pode
indicar, também, a perda de resisténcia a determinado patotipo pela selegao



4 Circular Técnica 78

direcional por meio da utilizagdo intensiva de uma cultivar com gene Rps
conhecido e que se tornou suscetivel. Além disso, a utilizagdo de combi-
nacgao de resisténcia completa e parcial em cultivares é importante, pois a
complexidade de viruléncia de isolados individuais de P. sojae, juntamente
com a mistura de composi¢ao de patotipos dentro de uma mesma lavoura,
mostram que cultivares carregando somente gene de resisténcia podem nao
ser tdo efetivas no controle da podridao-radicular de Phytophthora (Grijalba
et al., 2020). Para areas onde a doencga é predominante, indica-se, também,
o tratamento de sementes com fungicidas a base de metalaxil/mefenoxam
(Schmitthenner; Dorrance, 2015).

Os objetivos deste trabalho foram identificar genétipos de soja, do progra-
ma de melhoramento genético da Embrapa, resistentes a podridao-radi-
cular de Phytophthora, além de determinar possiveis genes de resisténcia
completa Rps e niveis de resisténcia parcial em linhagens avangadas e em
cultivares de interesse. Este trabalho contribui para o ODS 2 (Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel 2), “Erradicar a Fome”, por auxiliar na redugao
de riscos a producgéo de soja e em assegurar oferta de alimentos por meio de
praticas de agricultura sustentavel.

Rotina de pré-selegao: todos os testes foram realizados em casa de vegeta-
¢ao na Embrapa Trigo, em Passo Fundo, RS, em 2022.

Inicialmente, todos os patotipos a serem utilizados durante o ano (Tabela 1) fo-
ram recuperados do armazenamento em nitrogénio liquido e individualmente
inoculados na série diferencial de genes Rps: 1a, 1b, 1c, 1d, 1k, 3a, 3b, 3¢, 4,
5, 6, 7 e 8, além de BRS 244RR como testemunha suscetivel (Tabela 2), para
confirmar se a férmula de viruléncia de cada patotipo, anteriormente descrita,
estava mantida apds o periodo de armazenamento. O gene Rps2 nao foi
utilizado, devido ao padrao de resisténcia que confere apenas em raizes, 0
que nao foi objeto de avaliacdo neste estudo.

Apbs a confirmacgéo das formulas de viruléncia, os trabalhos iniciaram com a
selecdo de linhagens resistentes da Embrapa Trigo. Doze sementes de cada
genotipo foram semeadas em substrato agricola (terra vegetal) contido em po-
tes plasticos de 500 mL, preparando-se um pote por gendtipo. Utilizou-se o
patotipo Ps32.2, de vir. 1d, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7, correspondente a populagao pa-
togénica de maior frequéncia registrada no Brasil até 2013 (Costamilan et al.,
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2013). No mesmo dia da semeadura, col6nias de Ps32.2 foram repicadas para
meio de cultura de manutengéo (Costamilan; Clebsch, 2016), contendo pontas
de palitos de dentes montadas, na vertical, sobre base de papel. As placas fo-
ram mantidas em sala de incubacgdo, em temperatura de 25 °C + 3 °C durante
14 dias, até colonizagao da extremidade do palito. A inoculagéo ocorreu 14 dias
apos 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 horas de alta
umidade relativa, com nebulizagédo de agua por 30 segundos a cada 3 minutos.
A leitura da reagao ocorreu entre 5 e 7 dias apds a inoculagao, calculando-se a
relagdo entre numero de plantas mortas pelo nimero total de plantas inocula-
das multiplicado por 100, por linhagem. Adotou-se a seguinte escala de reagéo:
resistente (R, até 30% de plantas mortas); intermediario (I, entre 31% e 69%
de plantas mortas); suscetivel (S, igual ou superior a 70% de plantas mortas).

Tabela 1. Patotipos de Phytophthora sojae utilizados na Embrapa Trigo em
2022 para selegao de genotipos de soja resistentes a podridao-radicular de
Phytophthora, postulagéo de genes Rps e avaliagéo de resisténcia parcial.

Patotipo Formula de viruléncia (genes Rps)

Ps2.4 1d, 3b, 3¢, 4, 5,6, 7
Ps32.2 1d, 3b, 3¢, 4, 5,6, 7, 8
R4 1a, 1c, 1d, 7
Ps14.4 1d, 3a, 3b, 3¢, 4, 5,7, 8
Ps36.1 1b, 1d, 3a, 3b, 3¢, 4, 5, 6, 7, 8
Ps45 1a, 1b, 1c, 1d, 1k, 2, 3a, 3b, 3¢, 4, 5, 6, 7, 8

Tabela 2. Cultivares ou linhagens de soja contendo genes Rps, usadas na
Embrapa Trigo na série diferencial de 14 genes para teste de viruléncia de
patotipos de Phytophthora sojae.

Gene Genotipo ou cultivar de soja Fonte do gene Rps
rps (suscetivel) BRS 244RR ou BRS 268 -

Rps1a L59-731 (Pl 547677) Blackhawk

Rps1b L77-1863 (Pl 547842) Harrell

Rpsic L75-3735 (Pl 547834) Lee 68

Rps1d L99-3312 PI1 103091

Rps1k L77-1794 (Pl 547890) Kingwa

Continua...
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Tabela 2. Continuagao.

Gene Genotipo ou cultivar de soja Fonte do gene Rps
Rps3a L83-570 (Pl 547862) Pl 86972-1
Rps3b L91-8347 (Pl 591509) P1 172901
Rps3c L92-7857 PI 340046
Rps4 L85-2352 PI 86050
Rps5 L85-3059 (Pl 547876) P1 91160
Rps6 L89-1581 (PI1591511) Altona

Rps7 L93-3258 (Pl 591512) Harosoy

Rps8 P1 399073 -

Fonte: adaptado de Dorrance et al. (2004).

Com esse método, foram avaliadas 474 linhagens de soja da Embrapa Trigo
na geragao F5, sendo que 67% dos gendtipos foram considerados resisten-
tes, 10% apresentaram reacao intermediaria e 23% foram classificados como
suscetiveis (dados ndo apresentados). Foram mantidos, no programa de
melhoramento genético, os materiais que apresentaram até 30% de plantas
mortas (R). Como foram testados com o patotipo Ps32.2 (vir 1d, 3b, 3c, 4,
5, 6, 7), postula-se que as linhagens resistentes poderiam conter os genes
Rps1a, 1b, 1c, 1k, 3a e/ou 8, atuando na resisténcia completa.

Identificagcdo de genes Rps (resisténcia completa): o ensaio foi realiza-
do com 49 gendtipos da Embrapa Trigo e 30 gendtipos da Embrapa Soja
(Tabelas 4 e 5). As linhagens da Embrapa Trigo haviam sido testadas em
anos anteriores e consideradas resistentes com o patotipo Ps2.4 (vir 1d, 3b,
3c, 4, 5, 6, 7). Da Embrapa Soja, os materiais haviam sido testados com o
patotipo CMES 526, de outra formula de viruléncia (vir 1d, 2, 4, 5, 7); por essa
razéo, foram novamente inoculados na Embrapa Trigo, dessa vez com o pa-
totipo Ps32.2 e somente as resistentes seguiram para o ensaio de resisténcia
completa.

Foram preparados seis potes plasticos de 500 mL com substrato vegetal
para cada gendtipo de soja a ser avaliado, sendo dois potes para cada
patotipo de P. sojae utilizado (R4, Ps14.4 e Ps36.1), com oito sementes
por pote. Também foi preparado um pote para cada uma das linhagens da
série diferencial contendo os genes Rps7a, 1b, 1c, 1k, 3a e 8, para fins de
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comparagao de reagado e consequente postulagado da presencga dos genes
indicados. A postulagdo de genes obedeceu ao esquema apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3. Esquema de postulacado de gene Rps de resisténcia completa de
soja a podridao-radicular de Phytophthora, usado na Embrapa Trigo.

Patotipo de Phytophthora sojae!” e reagao

Gene Rps postulado
Ps2.4 ou Ps32.2? R4

1aelou 1c R S R R
1b R R R S
1k R R R R
3a elou 8 R R S S

MPs2.4 (vir 1d, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7), Ps32.2 (vir 1d, 3b, 3¢, 4, 5, 6, 7, 8), R4 (vir 1a, 1c, 1d, 7), Ps14.4 (vir 1d, 3a,
3b, 3¢, 4, 5, 7, 8) e Ps36.1 (vir 1b, 1d, 3a, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7, 8).

@Ps2.4 foi usado em gendtipos da Embrapa Trigo; Ps32.2 foi usado em genétipos da Embrapa Soja.

A inoculagéo ocorreu entre 10 e 14 dias apds a semeadura, pelo método de
introdugdo, na haste, de macerado de micélio e meio de cultura, 1 cm abaixo
do né cotiledonar. O ambiente de casa de vegetagao foi mantido com elevada
umidade relativa nas primeiras 48 horas, pela nebulizacdo de agua por 30
segundos a cada 3 minutos. A leitura da reacgéo foi realizada entre 5 e 7 dias
apos a inoculagao, considerando-se resistente o genétipo com reacgao de até
30% de plantas mortas, e suscetivel, com ndmero de plantas mortas igual ou
superior a 70% (Costamilan; Clebsch, 2016).

Das 49 linhagens de soja da Embrapa Trigo (Tabela 4), cinco ndo apresen-
taram gene Rps, 18 foram caracterizadas como contendo o gene Rps7k, em
24 postulou-se a presenca de Rps7a e/ou Rps71c, um genotipo apresentou
Rps1b e um gendtipo apresentou Rps3a e/ou Rps8.

Dos 30 genotipos enviados pela Embrapa Soja (Tabela 5), 19 nao apre-
sentaram genes Rps (por serem suscetiveis ao patotipo Ps32.2), 1 apre-
sentou reacao intermediaria e, dos 10 gendtipos restantes, 5 foram pos-
tulados com Rps1k, 3 com Rps1a ou Rpsic, 1 com Rps3a e 1 linhagem
(BRB18-227248) restou sem definicao de postulagdo para o gene Rps.
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Tabela 4. Gendtipos de soja da Embrapa Trigo avaliados para resisténcia a
podridao-radicular de Phytophthora em 2022.

Genoétipo R::::S::: 3 possivel gene Rps!" Re(srilsc,’té n:it?pf;:;?ial
BRR18-85940 R 1a/1c 3,67 MRP
BRR18-87870 R 1k 2,67 ARP
BRR18-91903 R 1allc 2,33 ARP
BRR18-92402 R 1a/1c 3,00 ARP
BRR18-93322 R 1k 2,67 ARP
BRR18-93455 R 1k 8,55 MRP
BRR18-95569 R 1k 3,33 MRP
BRR20-71292 R 1all1c 2,33 ARP
BRR20-76689 R 1allc 3,00 ARP
BRR20-77668 R 1allc 4,00 MRP
BRR20-79354 S - - -
PFR191372 R 1k 4,33 MRP
PFR191383 R 1k 3,33 MRP
PFR191395 R 1k 2,67 ARP
PFR191431 R 1a/1c 4,33 MRP
PFR191433 R 1all1c 3,33 MRP
PFR191464 R 1k 4,00 MRP
PFR191471 R 1k 5,33 MS
PFR191472 R 1k 5,33 MS
PFR191508 R 1all1c 8,33 MRP
PFR200036 R 1allc 5,00 MRP
PFR200037 R 1allc 4,67 MRP
PFR200147 R 1b 2,00 ARP
BRB17-240767 R 1allc 6,67 AS
BRB19-221211 R 1k 3,67 MRP
BRB19-223359 R 1k 4,00 MRP
BRB19-223990 R 1al1c 4,00 MRP
BRB19-223991 R 1a/1c 3,67 MRP
BRB19-223995 R 1k 4,67 MRP

Continua...
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Tabela 4. Continuacao.

Resisténcia Possivel gene Rps'! Resisténcia parcial
completa g P (nota e tipo)®@

Genétipo

BRB19-223999 R 1k 3,67 MRP
BRB20-202038 R 1k 1,00 ARP
BRB20-202040 R 1k 3,33 MRP
BRB20-211617 R 1al1c 3,00 ARP
BRB20-215647 S = = s

BRB20-216033 S - - -

BRB20-241121 S - - -

BRB20-241627 R 3al8 2,67 ARP
BRB20-244215 R 1k 4,67 MRP
BRDR20-30485 R 1a/ic 3,67 MRP
BRDR20-31506 R 1a/lc 1,67 ARP
BRDR20-31516 R 1al1c 3,33 MRP
BRDR20-31760 R 1a/ic 3,8 MRP
BRDR20-33746 R 1a/lc 3,00 ARP
BRDR20-34403 R 1al1c 3,67 MRP
BRDR20-37900 R 1a/lc 4,00 MRP
BRDR20-37909 R 1a/lc 4,00 MRP
BRDR20-37910 R 1al1c 4,00 MRP
BRDR20-39321 R 1k 2,00 ARP
BRB15-237527 S - - -

(MAvaliagdo com inoculagéo na haste dos patotipos de Phytophthora sojae: Ps2.4 (vir 1d, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7),
Ps14.4 (vir 1d, 3a, 3b, 3¢, 4, 5, 7, 8), R4 (vir 1a, 1c, 1d, 7) e Ps36.1 (vir 1b, 1d, 3a, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7, 8).

@Avaliagao de severidade de apodrecimento radicular com o patotipo Ps45 de Phytophthora sojae (vir
Rps1a, 1b, 1c, 1d, 1k, 3a, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7, 8). Alta resisténcia parcial (ARP): nota média até 3,0; moderada
resisténcia parcial (MRP): nota média entre 3,1 e 5,0; moderada suscetibilidade (MS): nota média entre 5,1 e
6,0; e alta suscetibilidade (AS): nota média igual ou superior a 6,1.
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Tabela 5. Gendtipos de soja enviados pela Embrapa Soja para avaliagéo da
reacao a podridao-radicular de Phytophthora, em 2022.

Genétipo Resisténcia Possivel gene Resisténcia_l parcial
completa Rps™" (nota e tipo)®
BR17-7923 S - 2,00 ARP
BR19-7714 S - 2,00 ARP
BR20-40413 S - 2,33 ARP
BR20-40473 S - 2,33 ARP
BR20-20124 S - 2,67 ARP
BR20-24657 S - 3,33 MRP
BR20-25634 R 1a/1c 2,33 ARP
BR20-40400 R 1k 3,33 MRP
BRB17-227212 S - 2,67 ARP
BRB18-234418 S - 2,67 ARP
BRB18-227248 R sem definicdo 2,33 ARP
BRB18-243877 S - 4,67 MRP
BRR18-55089 R 1k 2,67 ARP
BRR19-65961 R 1al1c 2,67 ARP
BRDR20-41474 R 3a 3,67 MRP
BRDR20-42075 I - 2,00 ARP
BRDR20-42548 S - 3,00 ARP
BRS 511 S - 2,67 ARP
kRSO L o aw
DM 73175IPRO R 1k 1,00 ARP
AS 3680IPRO R 1k 2,33 ARP
?el\gégfl%oF 12X) S i 200 ARP
NEO 710IPRO’ S - 2,00 ARP
'(37'%(;2;(48“;'2)0 R 1alc 2,67 ARP
gsggg?ggD S . 3,00 ARP
M6130 12X R 1k 2,33 ARP

BRS 573 S - 2,00 ARP

Continua...
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Tabela 5. Continuagao.

Genétipo Resisténcia Possivel gene Resisténcia parcial
P completa Rps®™ (nota e tipo)®
BRS 546 S - 2,00 ARP
Result 12X S - 4,00 MRP
M6620 12X 660112X S - 2,67 ARP

(MAvaliagao com inoculagéo na haste dos patotipos de Phytophthora sojae: Ps32.2 (vir 1d, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7,
8), Ps14.4 (vir 1d, 3a, 3b, 3c, 4, 5, 7, 8), R4 (vir 1a, 1c, 1d, 7) e Ps36.1 (vir 1b, 1d, 3a, 3b, 3¢, 4, 5, 6, 7, 8).

@Avaliagao de severidade de apodrecimento radicular com o patotipo Ps45 de Phytophthora sojae (vir 1a,
1b, 1c, 1d, 1k, 3a, 3b, 3c, 4, 5, 6, 7, 8). Alta resisténcia parcial (ARP): nota média até 3,0; moderada resistén-
cia parcial (MRP): nota média entre 3,1 e 5,0; moderada suscetibilidade (MS): nota média entre 5,1 € 6,0; e
alta suscetibilidade (AS): nota média igual ou superior a 6,1.

Identificagdo de resisténcia parcial: este teste foi realizado em 74 geno-
tipos (todos da Embrapa Soja e os com resisténcia completa da Embrapa
Trigo), utilizando-se o patotipo Ps45 (vir 1a, 1b, 1c, 1d, 1k, 2, 3a, 3b, 3c, 4, 5,
6, 7, 8) inoculado pelo método de camada de micélio do patégeno posicionado
abaixo das sementes (Dorrance et al., 2003; Costamilan; Clebsch, 2016).
Prepararam-se trés potes por gendétipo, com cinco sementes em cada, posi-
cionadas 5 cm acima do indculo, entre camadas de vermiculita umedecida.
Em um quarto pote, ndo foi colocada a camada de inéculo, para servir como
padrao de sanidade de raizes. Apos 21 dias, as raizes foram lavadas e ava-
liadas visualmente, com auxilio de escala de notas: (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 as plantas mortas. Os genotipos foram classificados como de alta
resisténcia parcial (ARP, nota média até 3,0), de moderada resisténcia parcial
(MRP, nota média entre 3,1 e 5,0), de moderada suscetibilidade (MS, nota
média entre 5,1 e 6,0) e de alta suscetibilidade (AS, nota média igual ou su-
perior a 6,1) (Dorrance et al., 2003).

Entre os gendtipos (Tabelas 4 e 5), observou-se que 14 genétipos da Embrapa
Trigo e 25 gendtipos da Embrapa Soja destacaram-se pela alta resisténcia
parcial.
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Assim, constata-se que ha linhagens de soja do programa da Embrapa, além
de cultivares comerciais, com resisténcia genética tanto completa (pela con-
tribuicdo dos genes Rps7a, Rps1c, Rps1b, Rps1k, Rps3a ou Rps8) quanto
com alto nivel de resisténcia parcial a podridao-radicular de Phytophthora.

Entretanto, devido ao aumento da diversidade e da complexidade de isola-
dos de P. sojae, novos genes Rps efetivos sdo necessarios. A base genética
para resisténcia completa apresentada nas linhagens da Embrapa (majori-
tariamente devida aos genes Rps1a, Rpsi1c e Rps1k) pode ser considerada
estreita, sugerindo-se aos programas de melhoramento que busquem outras
fontes de genes Rps eficientes, como Rps3b, para serem inseridas em futu-
ros cruzamentos.
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