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Introducéao

A ferrugem asidtica da soja (FAS) causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi foi relatada pela primeira vez no Brasil em 2001, no Estado
do Parana. O fungo é capaz de se desenvolver em temperaturas

que variam de 15°C a 30°C, podendo se adaptar a qualquer regidao
brasileira e causar severas perdas na cultura da soja (EMBRAPA,
2004). Em surtos epidémicos da doenca foram relatadas perdas de até
80% na producdo; estima-se que ja houve um gasto de 19 bilhdes de
délares para o Brasil, incluindo o controle da doenca com fungicidas
e as perdas de produtividade, com média anual de US$ 2 bilhGes por
safra nos ultimos anos (FAPCEN, 2015; GODOY et al., 2006a).
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Uma das estratégias de manejo da doenca é o uso de cultivares
resistentes, que é considerada a forma mais econémica de controle
(PIEROZZI et al., 2008). Até o momento foram identificados seis genes
de resisténcia a ferrugem, sendo denominados de Rpp 7, Rpp2, Rop3,
Rpp4, ropb5 e Rpp6 (LI et al., 2012). Além dos genes de resisténcia

a FAS, que sdo mecanismos de defesa para evitar a infeccao do
fitopatégeno (AGRIOS, 2005), as plantas produzem, normalmente, uma
série de compostos organicos de baixo peso molecular sem aparente
funcao no seu crescimento e ou desenvolvimento (HOFFMANN-
CAMPO.,1995). Essas substancias, denominadas metabdlitos
secundarios (TAIZ & ZEIGER, 2010) e cuja distincdo no perfil de
composicao e concentracao dos mesmos entre cultivares, permite

a diferenciacao entre resistentes, tolerantes e suscetiveis quando
correlacionado com seu comportamento fenotipico. Estudos tém
mostrado que a cultura da soja é capaz de responder a estresses
provocados por microrganismos com a producado desses metabdlitos
secundarios. Durante a infeccao pelo fungo P. pachyrhizi, genétipos

de soja aumentam a producdo de compostos fendlicos, especialmente
os resistentes onde pode ocorrer a producao de fitoalexinas como as
gliceolinas (NOGUEIRA et al.,2006; YAMAOKA et al., 2002).

Com a selecdo de plantas com maior produtividade e outras
caracteristicas agronémicas é provavel que, a soja e outras culturas
tenham perdido alguns mecanismos de defesa (KOGAN et al.,

1999). Assim, o retorno aos gendtipos ou Pls (“Plant Introductions”)
permitird a identificacdo de materiais com respostas rapidas, intensas
e persistentes. Isso deve ser visto como um componente importante
de programas de melhoramento, a fim de, proteger as plantas
durante as suas fases mais sensiveis do desenvolvimento (KOGAN;
FISCHER, 1991). O objetivo deste trabalho foi selecionar genétipos
de soja resistentes e suscetiveis a ferrugem asiatica pela sua resposta
fenotipica e o seu perfil metabdlico.

Material e métodos
Foram selecionados nove gendtipos de soja, de acordo com
caracteristicas fenotipicas (WALKER et al.,2014) das lesbes de
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resisténcia — RB (Reddish-Brown) - (P1-224270, PI-507259, PI-
567102B, PI-667046A) e suscetibilidade -TAN (PI-200492, PI-4171186,
PI-594172A, PI-615445 e PI-617045). Os gendtipos foram semeados,
em vasos de 5 L contendo 1 kg de mistura de terra, areia e esterco na
proporcdo 3:1:2, com temperatura de 28°C e fotoperiodo de 14 horas,
até estadio V5, em casa de vegetacao contendo 5 plantas por vaso
(FEHR & CAVINESS, 1977).

O inéculo de P. pachyrhizi foi obtido pela coleta de esporos em
plantas da cultivar BRS 316 (suscetivel) infectadas, cultivadas em
casa de vegetacao. Os esporos foram suspensos em agua + tween
20 (agente dispersor) a 0,5% (V/V), com concentracao final de 1,89
x 105 esporos mL-1 de dgua. A contagem dos esporos foi realizada
em camara de Neubauer. A suspensao foi inoculada nas plantas com
pulverizador costal.

O quarto trifélio foi coletado 11 dias apds a inoculacao, congelado

em nitrogénio liquido e armazenado em ultrafreezer (-80°C). As
amostras foram maceradas e uma aliquota de 700 mg foi utilizada
para extracdo e adicionados 5 mL de metanol 90%. As amostras
foram agitadas em vortex por 10 segundos, levadas ao banho de
ultrassom por 20 minutos e novamente agitadas por 5 segundos.

O material foi centrifugado a 5650 rpm a 2°C por 10 min. O
sobrenadante foi coletado e seco em vacuo, e ressolubilizado com
metanol 80% ajustando o volume de acordo com a massa inicial de
extracdo (1000 mg mL") e filtradas em membrana Milipore® 0,45

um, transferidas para tubos de injecao automatica e analisadas pelo
sistema Prominence® (Shimadzu) composto de HPLC (high performance
liquid chromatograph) e detector PDA (photo diodo array), de acordo
com metodologia cromatogréafica e quantitativa adotada por Graca
(2012). A fase mével foi composta dos solventes: (A)-2% de acido
acético (HOAc) e (B)-metanol, acido acético e dgua (MeOH:HOAc:H20;
18:1:1) e o fluxo utilizado de 1TmL/min.

Para a avaliacao da reacao fenotipica, o terceiro trifélio foi coletado 20
dias apds a inoculacdo e, no laboratério com auxilio de um amplificador
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Gtico binocular (OptiVisor-da10blue®) foram determinados os tipos

de lesao, RB (resisténcia), TAN (suscetibilidade), RT (predominio de
RB, com menos TAN) ou TR (predominio de TAN, com menos RB). A
quantidade relativa de esporulacdo foi medida e expressa com auxilio
de escala de notas de O (sem esporulacao) a 3 (maior esporulacao) e a
porcentagem da area foliar infectada (AFI) estimada através de escala
diagramatica de severidade (GODOY et al., 2006y).

Para o ensaio foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com
nove genotipos de soja inoculados e quatro repeticoes.

Resultados e discussao

De modo geral, as Pls apresentaram diferencas fenotipicas quanto

a doenca e na concentracdo de compostos secundarios na folha.

A Pl 567102B (RB) apresentou menor porcentagem de area foliar
infectada (AFI) e baixa esporulacdo (Tabela 1). Esse gendtipo possui

o gene de resisténcia Rpp6 (WALKER et al., 2014), fator este que
pode ter contribuido para os resultados fenotipicos obtidos nesse
material. Em contrapartida, a Pl 224270 (RB) mesmo apresentando alta
percentagem de AFI (severidade alta), exibiu baixa esporulacédo, a que
pode estar associada a presenca do gene de resisténcia Rpp2.

Os gendtipos PI 471116 e PI 594172A (TAN), apesar de serem
considerados suscetiveis a FAS, apresentaram severidade e
esporulacdo menores quando comparados a Pl 617045 (TAN) que
teve a maior nota de esporulacdo entre os genétipos. Os demais
apresentaram uma porcentagem de AFI intermedidria e baixa
esporulacdo mesmo com lesées do tipo TAN e RT.

Em relacdo a concentracdo de compostos secundarios, a Pl

615445 (TAN) além da baixa esporulacao, apresentou as maiores
concentracdes de daidzina, malonil-daidzina, malonil-genistina e
coumestrol e elevada nivel de genistina (Figura 1). Entretanto, a

Pl 617045 (TAN) mesmo tendo alta concentracdo de compostos
(daidzina, malonil-daidzina, malonil-glicitina e coumestrol) apresentou
altas severidade e esporulacdo. Nos extratos da Pl 200492 (TAN),
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que possui o gene Rpp1, foi identificado apenas as substancias rutina
e daidzina em baixas concentracées. A Pl 417116 (TAN) apresentou
todos os compostos investigados, exceto a genistina. J4 a Pl 567102B
(RB) que apresentou as maiores concentracoes de genistina e rutina
também exibiu a menor severidade e baixa esporulacao.

Isoflavonoides com caracteristica de fitoalexinas sao relativamente
comuns em soja, sendo as gliceolinas (pterocarpanos) e o coumestrol
(coumestrans) citados em relacao a protecdo da soja a estresses
bidticos (NOGUEIRA et al., 2006). No presente trabalho, a producéao
de gliceolinas em especial a do tipo Ill (dados ndo apresentados)

foi observada em todos os gendtipos. O acumulo de compostos
fendlicos e, incluindo-se gliceolinas tem sido descrito apés a infecgao
com Phytophthora megasperma (GRAHAM et al., 1990; GRAHAM;
GRAHAM, 1991; CHENG et al., 2011). As acdes das fitoalexinas
sobre fungos séo diversas incluindo granulagéo citoplasmatica,
desorganizacao dos conteldos celulares, ruptura da membrana
plasmatica e inibicdo de enzimas (LO et al., 1996). Esses efeitos,
segundo os autores, inibem a germinacéao e alongamento do tubo
germinativo e reduz ou inibe o crescimento miceliano.

Conclusao

Os resultados indicam que a Pl 567102B (RB) apresenta caracteristicas
fenotipicas favoraveis de resisténcia e alta concentracado da isoflavona
genistina e do flavonol rutina, quando comparados aos demais
gendtipos testados. Estudos adicionais de avaliacdes fenotipicas e sua
correlacao com metabdlitos secundarios estdo sendo conduzidos. O
presente trabalho é parte da etapa de avaliacao realizada por HPLC, da
andlise de 132 gendétipos do banco ativo de germoplasma da Embrapa
Soja e visa associar estes compostos secundarios com a descoberta
de novos compostos identificados por espectrometria de massa,

que possam acelerar a selecdo de gendtipos para o melhoramento e
desenvolvimento de cultivares resistentes a ferrugem.
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Tabela 1. Avaliacao fenotipica dos gendtipos de soja inoculados com P. pachy-
rhizi avaliada pela percentagem ferrugem, tipo de lesdo, esporulacdo e presenca
ou auséncia de genes de resisténcia.

Gendtipos (%) Severidade Lesdo Esporulagio Genes Rpps
Pl 567102 B 12,5 RB 1 Rpp 6

Pl 417 116 225 TAN 05 000
PI 594172 A 25 TAN 075 00000

Pl 615445 27,5 TAN 1 e

Pl 507259 30 RT 1
Pl 567046 A 31,25 RT 1 e

Pl 200492 32,6 TAN 1 Rpp 1

Pl 617045 47,5 TAN b2y (- S ——

Pl 224270 48,75 RB 0,5 Rpp 2

* RB - resistente; TAN — suscetivel; RT - predominio de RB, com menos TAN; TR - predominio de
TAN, com menos RB; A esporulacdo foi medida de notas de O (sem esporulacdo) a 3 (maior esporu-
lacdo) e a porcentagem (%) de ferrugem estimada através de escala diagramatica da FAS. (GODOY
et al., 2006b).



238

X Jornada Académica da Embrapa Soja | Resumos expandidos

_. 0124 Daidzina
o
@ 01-
o
E 008 |
-
% 0,06 |
£ I
£ 0,04
8 002
2 o
S o B - B
O & © o
e ,\'ﬁ° @q’ N ,(LV > Q@’ &
A
PN Q\W NSRS %é F®
Q ¢
0,07 Genistina
o 006
g 005
E o L l I
2
g 003
£ 002
8 001
2 0
& @ D&g« oo of o}”% &‘b o 30
S QP F O
QT E q\b Q\h &
_ 003 - Malonil Glicitina
B oo I
o
E o002
o
5 0015 -
5 001 -
£
& 0005 a I {
5 [
8 o
=l 2 % © ol
Fog 05 € T o 6
Q“ Q‘ Q\b Q"‘k 49 q:‘)q\@ 6§" Q‘
no05 | Coumestrol
2 oo0s |
(1}
E
& 0003
4 I
£ 0002
8
[+
8 oo01 i I I
. TN
AD FAP Y o @ o
,Lb‘:]’\ AV DQP‘!‘ ,:\'*'\ ‘5\1:\??? ,\\B““ ‘\Qv;?‘:{\ﬁb‘
& g Q\b‘ q\,,ga LA Qﬁl Q\@ Qx

Figura 1. Concentracédo das isoflavonas daidzina, malonil-daidzina, genistina, malonil-
genistina, malonil-glicitina, rutina e coumestrol em genétipos de soja inoculadas com
ferrugem asiatica. Médias e erro padrdes.
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