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Resumo

A ferrugem asiatica € uma importante doenga da soja causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi. Estudos tém mostrado que a soja é capaz de responder a estresses provocados por
microrganismos com a producdo de metabdlitos secundarios. Para avaliagcdo da reacao
fenotipica e a concentragao de flavondéides, BRS 154 (suscetivel), BR01-18437 (hilo claro e hilo
escuro) e Shiranui (resistente) foram inoculadas ou ndo com P. pachyrhizi. A reagéo fenotipica
foi avaliada pelo tipo de lesdo, esporulagdo, nimero de urédias/lesdo e a severidade da
doencga. Para a anadlise de flavonoides, foram realizadas coletas do primeiro trifélio expandido
de cada genétipo 48, 72, 96 e 120 h apds a inoculagdo. A maior concentragdo de malonil
genistina ocorreu em plantas inoculadas a 96h. Gliceolinas Il foram identificadas apenas em
Shiranui em plantas inoculadas ou nao inoculadas. Os resultados sugerem que 0 aumento dos
flavonéides produzidos pelos genétipos é um dos mecanismos de resposta na defesa contra a
ferrugem asiatica.

Palavras-chaves: Glycine max, flavondides, fitoalexinas.

Introducao

A ferrugem asiatica da soja (FAS), causada por Phakopsora pachyrhizi, € uma
importante doenga da cultura, que atualmente esta disseminada por todas as regides
produtoras de soja no Brasil. Estudos tém mostrado que a soja é capaz de responder a
estresses provocados por microrganismos com a produgcdo de metabdlitos secundarios
constitutivos ou induzidos. As substancias induzidas, denominadas fitoalexinas, sao elicitadas
por fitopatégenos, como resposta de defesa das plantas (Pascholati & Leite, 1995).

Em soja, flavonoides constitutivos foram identificados em diversas partes da planta e,
em sementes imaturas e raizes, observou-se o aumento na concentragao de isoflavonas e a
inducdo de gliceolinas (Hoffmann-Campo, 2007). Ainda, sementes de soja podem responder
aos danos de percevejo sugadores de sementes através do aumento da concentragdo de
compostos constitutivos como os isoflavonoides genistina e daidzeina (Piubelli et al., 2005).
Essas substancias podem, eventualmente, ser também responsaveis pela defesa das plantas a
microrganismos. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a reagao fenotipica e a
concentragédo de flavonodides, em folhas de trés genétipos de soja inoculados ou ndao com P.
pachyrhizi.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Soja, em Londrina, PR, em plantas
cultivadas em camaras de crescimento (fitotron) com controle de temperatura e luz, com os
gendtipos BRS 154 (padréo de suscetibilidade), BR0O1-18437 com hilo claro (HC) e hilo escuro
(HE) e Shiranui (padréo de resisténcia). Os tratamentos consistiram em plantas inoculadas e
plantas nao inoculadas com o fungo. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com cinco repetigcdes, cada uma composta por um vaso contendo cinco plantas.

Aos 21 dias ap6s a semeadura, as plantas foram pulverizadas com uma suspensao
contendo 50.000 esporos/mL de agua + 0,5% de espalhante adesivo Tween 20. Cada vaso foi
individualmente coberto com saco plastico (cAmara imida) durante 24 h. Nas testemunhas nao
inoculadas, foi aplicado apenas agua + 0,5% de Tween 20.
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Para analise de flavondides, as coletas foram realizadas 48, 72, 96 e 120 horas, apds
a inoculagao, utilizando o primeiro trifélio completamente expandido de cada genétipo. O tecido
foi macerado em almofariz com nitrogénio liquido, retirando-se uma aliquota de 200 mg que foi
homogeneizada com 2 mL de metanol 90% e submetidas ao ultrasom por 20 min.
Posteriormente, as amostras foram evaporadas sob fluxo de nitrogénio gasoso e
ressolubilizadas com 1,5 mL de metanol 80% e injetadas no cromatografo liquido de alta
performance (HPLC) para identificagao e quantificagao dos flavonoéides.

Apds 15 dias da inoculagao, foi feita a avaliagao fenotipica da doenga, verificando-se o
tipo de lesao (RB — resistente, ou Tan - suscetivel), a quantidade de esporulagdo (notas de 0 a
3), o nimero de urédias por lesdo e a severidade no trifélio mais infectado, usando escala
diagramatica desenvolvida para FAS (Godoy et al. 2006). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de comparag¢des mdltiplas de Tukey a
5%.

Resultados e discussao

O gendtipo resistente Shiranui mostrou menor nimero de urédias por lesdao, menor
esporulagao no trifélio mais infectado e lesdes do tipo RB. J4 a BRS 154 foi o gendétipo que
apresentou maior nimero de urédias por lesao e a Unica que apresentou lesdo do tipo Tan.
Tanto o genétipo BR01-18437 HC quanto HE mostraram lesdes do tipo RB, mas a esporulagédo
nao diferiu do padréo de suscetibilidade (Tabela 1). Esse fato pode ser explicado, pois 0 gene
de resisténcia desse genotipo é derivado do gendtipo Pl 203398, que possui um gene de
resisténcia recessivo a FAS (Pierozzi et al., 2008). Dessa forma, embora a BR01-18437 tenha
apresentado lesdes do tipo RB, ndo conseguiu controlar com eficiéncia a esporulagdo destas
lesdes.

Tabela 1 — Andlise fenotipica dos genétipos de soja a ferrugem asiatica

Genotipos N¢ urédias/leséo Severidade (%) Esporulagéo Tipo de leséo
BRS 154 43a* 14,257 3 Tan***
BRO01-18437 (HC) 3,1b 12,2M8 3 RB
BR01-18437 (HE) 3,1b 17,8M 3 RB
Shiranui 0,4c 18,0 1,2 RB

C.V. 17,74% 37.37%

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.**NS: ndo
significativo. ***Tan = marrom claro; RB = marrom-avermelhado

Nas analises cromatogréficas, foram identificados diversos flavonéides e com maior
intensidade daidzina, genistina, malonil genistina, malonil daidzina e daidzeina, apresentando
interagao significativa entre os fatores inoculagao x periodo de coleta. As concentragbes foram
sempre maiores nas plantas inoculadas com o fungo, coletadas 48, 72 e 96 h (daidzina,
malonil-daidzina e malonil genistina) e 48 e 72 h (genistina) apds inoculagao (Tabela 2). As
isoflavonas daidzina e genistina também aumentaram a sua concentracdo em sementes de
soja submetidas ao ataque de percevejos fitéfagos (Piubelli et al 2003).

Além da interagao dos fatores inoculagdo x periodo de coleta, as concentragdes de
genistina e malonil daidzina dependeram também da interacdo dos fatores inoculagdo x
genodtipo. A concentracao de genistina nos genétipos BR01-18437(HE) e BRS 154 foi maior
nas plantas inoculadas comparadas com as nao inoculadas, enquanto em BR01 18437 (HC) e
Shiranui ndo diferiram entre si. (Tabela 3). A concentragdo de malonil daidzina nos gendtipos
BR01-18437(HC) e BRS 154, também aumentou nas plantas inoculadas em comparagao com
as ndo inoculadas.

A fitoalexina gliceolina Il foi identificada em algumas amostras e, em Shiranui, foi
observada tanto em plantas inoculadas como em nao inoculadas, nos quatro periodos de
coleta.
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Tabela 2 — Analise da produgao de flavondides com interagédo inoculagao versus periodo de
coleta, para as diferentes substancias.

48 h 72h 96 h 120 h
L | 0,0144 A a 0,0197 Aa 0,0196 A a 0,0021Bb
Daidzina
e NI 00030Bb 0,0080ABb 00091 ABb 00112Aa
L | 0,0606 A a 0,0820 A a 0,0665 A a 0,0093Bb
Genistina
S NI _00382Ab 00291Ab _ 00503Aa 0,0477Ba
. . | 0,0152BC a 0,0368 A a 0,0265 AB a 0,0010Cb
Malonil Daidzina
e NI 00006 Ab 00033Ab__ 00101Ab 00132Aa
. - 0,1473 A a 0,1749 A a 0,1806 A a 0,0112B a
Malonil Genistina
e NI 00582Ab 00246 Ab  0,0586Ab 0,0464Aa
L, | 0,0031 Aa 0,0032 Aa 0,0056 A a 0,0040 A Db
Daidzeina
NI 0,0026 B a 0,0048 AB a 0,0071 A a 0,0080 A a

Letras mindsculas na coluna comparam concentragdo de cada flavonéides em genétipos inoculados com
nao inoculados. Letras mailsculas na linha comparam concentragdo de flavonoides dentro dos tempos de
coleta de folhas. I= inoculado; Nl= ndo inoculado.

Tabela 3 — Analise da produgéo de flavonéides com interagdo inoculagdo versus genétipo, para
as diferentes substancias.

BR01-18437 (HC) BR01-18437 (HE) Shiranui BRS 154
. | 0,0446 B a 0,0807 A a 0,0387 B a 0,0522B a
Genistina
. NI . 00408Aa 0,0495Ab . 0,0443Aa _  00307Ab
. o | 0,0202 AB a 0,0179B a 0,053 B a 0,0356 A a
Malonil Daidzina
NI 0,0068 Ab 0,0081 A a 0,0025 A a 0,0096 Ab

Letras minUsculas na coluna comparam concentragdo de flavonéides em genétipos inoculados com nao
inoculados. Letras mailsculas na linha comparam concentragdo de flavonéides dentro dos tempos de
coleta de folhas. |= inoculado, NI= nao inoculado; HC= hilo claro, HE= hilo escuro.

Conclusao

Os resultados sugerem que os flavondéides produzidos pelos genétipos sejam um dos
mecanismos de resposta na defesa contra a ferrugem asiatica, ja que suas concentragdes
foram maiores em praticamente todas as plantas inoculadas. A analise fenotipica e da
produgado de flavondides mostraram que o genoétipo Shiranui foi o mais resistente e que
gliceolina Il pode ser a principal substancia de defesa contra a ferrugem asiatica da soja.
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