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BERGAMO, Maurilio Cristiano Bergamo. Heranca da resisténcia da soja a
podridao radicular de fit6ftora, em variedades comerciais Brasileiras. 2012. 52
f. Dissertacao (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

A podridao radicular de fitéftora (PRF), causada por Phytophthora sojae (Kaufman &
Gerdman), € uma das doengas mais destrutivas da soja podendo provocar perdas
de até 100% no rendimento de graos. No Brasil, a doenga tem ocorrido com maior
frequéncia desde a safra 2005/06, principalmente na regido sul. Existem variedades
resistentes, mas pouco se conhece sobre sua heranca. Para estudar a herancga da
resisténcia a PRF presente nas variedades comerciais resistentes BRS 246RR, BRS
260 e BRS 262, cruzamentos entre essas as trés cultivares e delas com a cultivar
suscetivel BRS 268 foram desenvolvidos. As populacdes F, e os parentais utilizados
nos cruzamentos foram inoculados com o patégeno no estagio V1 da soja e a
avaliagao foi feita sete dias apds a inoculacgao, classificando as plantas sadias como
resistentes e as plantas infectadas e mortas como suscetiveis. O teste do qui-
quidrado (xz) foi aplicado para aceitar ou rejeitar os padrdes de segregacéao
encontrados de plantas resistentes e suscetiveis esperadas para as populagdes F»
segundo padrées mendelianos. Existe um gene dominante evoluindo na resisténcia
da cultivar BRS246RR e outro gene dominante, distinto em relagdo ao primeiro,
determinando a resisténcia da cultivar BRS 260 a P. sojae. A cultivar BRS 262 tém
dois genes dominante pra a resisténcia a P. sojae, ambos em locos distintos em
relacdo aos dois primeiros. Pode-se concluir que, para esse grupo de trés cultivares,
existem quatro genes Rps, em locos distintos, que podem ser explorados para
desenvolvimento de novas cultivares resistentes a P. sojae em programas de
melhoramento.

Palavras-chaves: Phytophthora sojae. Padréo de segregagéo. Glicine max.



BERGAMO, Maurilio. Cristiano. Bergamo. Inheritance of resistance to
phytophthora root rot in Brazilian soybean commercial varieties. 2012. 52 f.
Dissertation (Master’s degree in Genetics and Molecular Biology) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The phytophthora root rot (PRR), caused by Phytophthora sojae (Kaufman &
Gerdman), is one of the most destructive soybean diseases and can provoke yield
losses of up to 100%. PRR has occurred more frequently in Brazil since the season
2005/06, mainly in the South region. There are some resistant commercial varieties
but their inheritance remains unknown. All bi-parental crosses involving the resistant
soybean varieties BRS 246RR, BRS 260 and BRS 262 among them and between
them with the susceptible variety BRS 268 were developed to study the inheritance of
resistance to PRR. The F2 populations and the parental varieties used | the crosses
were inoculated with the pathogen at V1 soybean stage of development. Evaluations
were performed seven days after the inoculation by classifying health plants as
resistant and infected and died plants as susceptible. The chi-square test (x°) was
applied to accept or reject the expected Mendelian segregation ratios of resistant and
susceptible plants in the F2 population. There exist a single dominant gene
determining the resistance of variety BRS 246RR and another single dominant gene,
distinct in relation to the first one, determining the resistance to PRR in the variety
BRS 260. The variety BRS 262 has two resistance genes to P. sojae, both of them
positioned in distinct loci in relation to the two other studied resistance genes. It was
possible to conclude that, for this group of three soybean varieties, there are four
distinct Rps genes, which can be explored by the breeding programs to develop new
varieties resistant to P. sojae.

Keywords: Phytophthora sojae. Segregation ratio. Glycine max.
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1 INTRODUCAO

A soja € o principal produto da agricultura brasileira, colocando o
Brasil, no cenario mundial, como segundo maior produtor e exportador de gréos.
Estima-se que a producdo de soja na safra 2010/2011 alcangara, segundo
projecdes, a marca de 75 milhdes de toneladas em uma area total de 24,2 milhdes
de hectares, com produtividade média de 3.106 Kg/ha (CONAB, 2011). Essa posi¢céo
de destaque deve-se a alta tecnologia aplicada a produgéo, e pela qualidade das
variedades utilizadas, desenvolvidas por diversas instituicdes de pesquisa.

A podridao radicular de fitéftora (PRF), causada por Phytophthora
sojae Kaufmann & Gerdmann, € uma das doengas mais destrutivas da soja,
causando morte de plantas em diferentes estagios de desenvolvimento,
apodrecimento de sementes, morte de plantulas em pré e pds-emergéncia e em
plantas adultas, apodrecimento de raizes, especialmente em solos mal drenados,
podendo levar a redugbes de rendimento de grédos de até 100% em variedades
altamente suscetiveis (COSTAMILAN et al., 2007; SCHIMITTHENNER, 1999).

Ha varias décadas, uma série de genes Rps tem sido amplamente
utilizados em soja para protecdo contra esse patdogeno. Até hoje, 14 alelos de
resisténcia dominantes foram identificados e mapeados em oito locos, com uma
série alélica em dois destes locos, sendo eles: Rps1a, Rps1b, Rpsic, Rpsid e
Rps1k, Rps2, Rps3a, Rps3b, Rps3c, Rps4, Rps5, Rps6, Rps7 e Rps8 (BURNHAM et
al., 2003; DORRANCE & ABNEY, 2004). Ja foi observado que apenas um gene de
resisténcia é suficiente para conferir uma reacao de hipersensibilidade apds infeccao
do patégeno (SCHMITTHENNER, 1985).

Até 2009, 55 racas de P. sojae foram identificadas com base nas
reagdes apos a inoculagao de linhagens de soja com diferentes conjuntos de genes
Rps. No Brasil, os isolados descritos na década de 90 pertenciam a raca 1. Em
2009, 21 isolados obtidos no RS, PR, MG e MS, foram 100% incompativeis (n&o
causaram a doencga) aos genes Rpsila, Rpsic, Rps1k, e 100% compativeis aos
genes Rps1d e Rps7 (COSTAMILAN et al., 2010). Monitorar a composicao racial e
dinamica da populacdo do patébgeno € um componente chave para o
desenvolvimento de variedades adaptadas, ja que novas ragas de P. sojae podem

aparecer com o langamento de variedades resistentes (ZHANG et al., 2010).
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A resisténcia genética é o principal método de controle da doenga, ja
que o controle quimico nao é eficiente (COSTAMILAN et al., 2010). Dentre os genes
que conferem a resisténcia a P. sojae, o gene Rps1k € o mais amplamente utilizado
em variedades comerciais, no entanto, ja foram identificadas ragas de P. sojae que
provocam a infecgcdo em variedades com Rpsi1k, em isolados de Indiana e lowa
(DARRACE & SCHMITTHENNER, 2000).

No Brasil existem variedades comerciais resistentes, muitas delas
desenvolvidas para outros propésitos. Nao existem trabalhos sobre a heranca da
resisténcia dessas variedades a PRF. Com isso o objetivo do estudo é avaliar o
controle genético da resisténcia da soja a podridao radicular de fitéftora (PRF)
presente nas variedades comerciais BRS 260, BRS 262 e BRS 246RR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SoJA

A Soja é um dipldide, com numero somatico de cromossomos
2n=40, pertence a classe das dicotiledoneas, familia Fabaceae e subfamilia
Papilionoides. A espécie cultivada € a Glycine max Merrill. O sistema radicular é
pivotante, com raiz principal bem desenvolvida e raizes secundarias em grande
nuamero, ricas em noédulos de bactérias fixadoras de nitrogénio. O caule herbacio,
ereto com porte variavel de 0,60 a 1,50m, é bastante ramificado, com ramos
inferiores mais alongados e todos os ramos formando angulos variaveis com a haste
principal. As folhas sao alternadas, longas pecioladas, compostas de trés foliolos
ovalados ou lanceolados, de comprimento variavel entre 0,5 a 12,5cm. Possui
inflorescéncia do tipo racemo, axiliares e terminais, com geralmente 7 a 10 flores
cada um, de coloragdo branca ou violacea. Os frutos s&o do tipo vage, achatadas e
pubescentes. As sementes possuem forma arredondada, achatada ou alongada, de
tamanho e coloracéo variada (MISSAO, 2006).

A soja cultivada provavelmente tenha como centro de origem o
nordeste da China e foi domesticada durante a dinastia Shang (1550-1027 a. C.). Foi
introduzida nos Estados Unidos em 1765 onde, no inicio do século XX, passou a ser
cultivada comercialmente. No Brasil, a primeira referéncia ao cultivo de soja foi
elaborada por D’utra, em 1882, na Bahia, posteriormente sendo cultivada nos
estados de Sdo Paulo e do Rio Grande do Sul. A expansdo da area cultivada
ocorreu durante a década de 1970, devido a demanda do mercado internacional por
proteina e o interesse crescente da industria de 6leo.

Por ser um grao muito versatil, a soja da origem a produtos e
subprodutos usados pela agroindustria, industria quimica e de alimentos. Na
alimentagdo humana, a soja entra na composi¢ao de varios produtos embutidos, em
chocolates, temperos para saladas, entre outros produtos. Seu uso mais conhecido,
no entanto, € como 6leo refinado, obtido a partir do 6leo bruto. Recentemente, a soja
vem crescendo também como fonte alternativa de combustivel. O biodiesel de soja
ja vem sendo testado por institu¢ées de pesquisa, como a Embrapa, além de estar

sendo testado em diferentes cidades brasileiras.
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A producdo de soja na safra 2010/2011 alcangara, segundo
projecdes, a marca de 75 milhdes de toneladas em uma area de 24,2 milhdes de
hectares, com produtividade média de 3.106 Kg/ha (CONAB, 2011). Atualmente a
soja é o principal considerada o principal produto da agricultura brasileira, o Brasil
encontra-se em segundo lugar no cenario mundial em produgcédo e exportacdo de
graos. Essa posi¢cao de destaque deve-se a alta tecnologia aplicada a producéo, e
pela qualidade das variedades utilizadas, desenvolvidas por diversas instituicbes de

pesquisa.

2.2 PODRIDAO RADICULAR DE FITOFTORA

Varios fatores podem interferir nas condi¢gbes naturais de lavoura, e
assim contribuir para a redugado da produtividade. Entre esses, estdo os fatores
biéticos como os virus, fungos, nematéides e demais patdégenos, e abidticos, que
surgem de excessos ou déficits no ambiente quimico ou fisico: como chuvas, ventos,
minerais, temperatura, radiacdo solar, dentre outros. Relacionado as doencgas, a
produtividade da soja depende do grau de compatibilidade entre plantas e agentes
causadores das doengas, o que ira determinar a incidéncia e a severidade do
ataque, refletindo na produtividade (CONSTAMILAN, 2000).

Dentre as doencas que se manifestam na cultura da soja,
provocando perdas acentuadas no rendimento de gréaos, pode-se destacar a
podridao radicular de fitéftora (PRF). Esta doenca € uma das mais destrutivas,
causando morte de plantas em qualquer fase de desenvolvimento, sendo sua
manifestagdo diretamente ligada a alta umidade do solo, solos mais compactados
tendem a acumular mais umidade e assim aumentar a severidade da doencga,
podendo levar a redugbes de rendimento de graos de até 100% em variedades
altamente suscetiveis (SCHIMITTHENNER, 1999). Essa patologia pode causar
apodrecimento de sementes, morte de plantulas em pré e pds-emergéncia e em
plantas adultas, apodrecimento de raizes, e com isso levar a morte das mesmas
(COSTAMILAN et al., 2007).



18

2.2.1 Historico da Doenga

Os sintomas de podrid&o radicular de fitoftora foram observados pela
primeira vez em Indiana em 1948 e em Ohio em 1951. No entanto o agente causal
so foi identificado em Ohio e Carolina do Norte em 1954. Desde aquela época, a
podridao de fitoftora tem sido relatada na Argentina, Australia, Brasil, Canada,
Republica Popular da China, Hungria, Italia, Japdo, na antiga Unido Soviética, e em
novas areas produtoras nos Estados Unidos (CAB INTERNATIONAL, 2006). No
Brasil, a doenca foi identificada pela primeira vez no Rio Grande do Sul, na safra
1994/95. Houve registros, também, em Santa Catarina, Parana e Mato Grosso do
Sul. Ndo houve perdas significativas no Brasil até a safra 2005/06, quando
ocorreram em varias lavouras do Rio Grande do Sul e do Paranda, provocando
tombamento de plantas em pds-emergéncia, em locais de solo compactado, levando
a falhas de estande inicial, a ressemeadura de areas extensas e a morte de plantas
adultas (COSTAMILAN et al., 2007).

Nos Estados Unidos, entre os anos de 1996 e 2002, a podridao
radicular de fitoftora foi a segunda doenca da soja que mais causou prejuizos,
ficando atras apenas das perdas por nematéide de cisto. Entre os anos de 1996 e
1998 a perda média anual estimada foi de mais de 1,2 milhdes de toneladas
(WRATHER et al., 2001).

2.2.2 Etiologia

O agente causador da doenga é Phytophthora sojae Kaufmann. &
Gerdemann. Tem como sinonimias, P. megasperma var. sojae Hildebrand., P.
megasperma f. sp, glycinea e P.sojae f. sp. glycines. Antes de 1991, P. sojae era
comumente referida como P. megasperma (FARR, et al., 2007).

Os individuos do género Phytophthora ocupam um pequeno, mas
patologicamente significativo nicho do filo Oomycota que, transferido do reino Fungi,
foi colocado no reino Chromista, que atualmente é chamado de Stramenopila. Os
Oomycotas possuem celulose em suas paredes e varias outras caracteristicas
comuns aos vegetais, tendo a analise molecular do DNA demonstrado que eles sé&o
muito aparentados com algas diatomaceas e marrons. Se por um lado o género

Phytophthora possui caracteristicas préprias, como o fato de apresentar centriolos,
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produzir esporos flagelados tendo “pélos” nos flagelos, que os distinguem dos
chamados fungos verdadeiros (Eumycota), por outro lado guarda inumeras
similaridades bioldgicas, fisiologicas e morfolégicas que o levam a ser chamado de
“fungo” no senso comum (COSTAMILAN, 2001).

Phytophthora sojae é homotalico e o micélio é cenocitico em
colénias novas. A temperatura 6tima de crescimento da maioria dos isolados esta
entre 25 e 28°C. Possui anteridios (gametangio masculino) diclinos, principalmente
paraginos, Oogdnios (gametangio feminino) sdo grandes, esféricos ou subesféricos,
de paredes finas. Os esporos sdo formados rapidamente apds a fertilizacdo do
oogbnio, a temperatura 6tima para a formacdo e germinacdo €& 24°C. Podem
germinar diretamente como esporos ou indiretamente pela extrusdo de zodsporos
(esporo assexual com capacidade de se locomover por flagelos). A temperatura
ideal para germinagao direta € de 25°C e, para germinacgao indireta, 14°C. Os
zoosporos sao ovoides, com os dois flagelos, um anterior e um posterior, sendo o
posterior quatro a cinco vezes maior que o anterior. A temperatura étima para a sua
producao é de 20°C (SCHIMITTHENNER, 1999)

2.2.3 Sintomas

Os sintomas da doenca e sinais podem ser observados em todas as
partes da planta de soja que sdo suscetiveis a infecgcdo por Phytophthora sojae,
desde a germinacao das plantulas até a maturagdo, sendo que as mais jovens sao
mais suscetiveis, e sdo dependentes do nivel de resisténcia da variedade. As
sementes infectadas germinam lentamente e as pléntulas morrem durante a
emergéncia. Durante a emissdao dos primeiros triflios, a extremidade da raiz
principal torna-se flacida e marrom e essa descoloragdao estende-se e envolve o
hipocdtilo até o né cotiledonar, levando a um colapso do tecido. Na sequéncia, as
folhas tornam-se amareladas, murcham e a planta seca e morre (COSTAMILAN et
al., 2010).

No campo, em lavouras atacadas por P. sojae, os sintomas da
doenca podem aparecer em plantas isoladas circundadas por plantas sadias ou em
locais onde ha grande acumulo de umidade no solo com varias plantas infectadas. O
comprometimento do sistema radicular provoca tombamento de plantulas de soja

através do estabelecimento de uma podriddo na raiz que compromete a sustentagao
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e o fluxo de nutrientes da planta. As folhas também podem ser infectadas como
resultado de respingo de chuva ou por inoculagao devido ao contato com o agente
causador da doenga. O tombamento é mais grave quando o clima € muito umido e
quente (25-30°C). As plantas estabelecidas podem ser infectadas quando o solo
estd molhado por longos periodos, especialmente se o solo é pobremente drenado.
Tanto o cértex quanto o tecido vascular sdo colonizados por P. sojae, sendo que a
infecgdo pode se espalhar rapidamente ao longo dos tecidos vasculares em
variedades suscetiveis (TYLER, 2007).

Figura 1 —Plantas mortas circundadas por plantas sadias em local de
incidéncia de P. sojae

Fonte: Costamilan et al. (2010)

Figura 2 — A direita, borda de lavoura de soja com falhas de estande devidas
a podridao radicular de fitéftora. Coxilha, RS, fevereiro 2006

Fonte: Costamilan et al. (2007)
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Figura 3 —Area compactada em borda de lavoura de soja, com falhas de estande
causadas por podridao radicular de fitoftora. Sdo Luiz Gonzaga, RS,
janeiro 2006

Fonte: Costamilan et al. (2007)

2.2.4 Ciclo de Vida

O in6culo primario provém de solo e de residuos culturais de soja
infectados, nos quais o agente causador sobrevive na forma de odsporo por muitos
anos, mesmo na auséncia do hospedeiro. Grande quantidade de odsporos sao
formados em raizes e em hastes de variedades suscetiveis e tolerantes, sendo
menor a quantidade formada em variedades resistentes. Fatores que controlam a
dorméncia sao pouco esclarecidos. Como a temperatura ideal de desenvolvimento é
de 25°C, provavelmente os odsporos germinem sempre que a temperatura for
proxima a essa, formando os esporangios. Esses, acumulam-se no solo até que
ocorra uma maior umidade disponivel, quando germinam indiretamente, formando
cerca de 50 zoosporos cada um, que sao liberados e disseminados (COSTAMILAN,
2001). Quando encontram o tecido vegetal, os zodsporos fixam-se, encistam,
germinam e penetram diretamente, dando inicio a doenga. Outras estruturas como
micélio e esporangios também podem germinar diretamente e dar origem a doenga
(COSTAMILAN et al., 2007).

Os zodsporos sédo disseminados pelo movimento da agua livre no
solo, embora possam se locomover por pequenas distancias (1cm ou menos) em

solos encharcados. Sao atraidos para os sitios de onde as sementes e raizes
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liberam nutrientes, principalmente genisteina e isoflavondides, encistando,
germinando e infectando os tecidos do hospedeiro. Em solos nao saturados, os
zoosporos nao sao formados, mas a infecgdo pode ocorrer quando uma raiz jovem
cresce adjacente a um esporangio (COSTAMILAN, 2001).

Phythophthora sojae, pode desenvolver a doenga ndo s6 na espécie
cultivada (Glycine max), mas também em sua ancestral selvagem (Glycine soja) e
em espécies de tremocgo (Lupinus spp.) (TYLER, 2007) . A transmissdo e a
disseminagao do patdégeno ndao ocorrem por sementes, sendo o solo e os restos
culturais de soja contaminados as principais fontes de inéculo (COSTAMILAN et al.,
2010).

2.2.5 Tipos de Resisténcia

Existem trés tipos de resisténcia descritas em soja para infeccao

com P. sojae:

1) Um gene Rps detectado pelo teste de inoculagao do hipocétilo

2) Um gene unico Rps2 que causa morte intermediaria ou parcial
no teste do hipocaétilo, mas reagao de hipersensibilidade no teste
da inoculag&o da raiz; (Thomison et al., 1991)

3) Resisténcia parcial, com inoculagao de raize, com poucas raizes

infectadas e lentiddo no desenvolvimento da doencga.

Em variedades comerciais, um unico gene Rps é um eficiente
método de controle para a doenca. No entanto, em muitos outros sistemas
patogeno-hospedeiro a utilizagdo de um unico gene leva a uma adaptabilidade do
patdgeno a um especifico gene Rps, quando isso acontece € necessario a
substituicdo do gene Rps por outro que confira a resisténcia, ou a combinacao de
mais genes Rps na mesma variendade ou a combinagao de resisténcia parcial com

genes Rps sao alternativas para controle da doenca (GRAU et al., 2004).
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2.2.6 Ragas de P. sojae

As primeiras ragas de P. sojae foram descritas em 1965, através do
uso de conjuntos diferenciais de variedades de soja, o primeiro deles composto
pelas variedades D60-9647, D60-11082, FC31745, Harrel e Nansemond. Dez anos
depois, um padrdao de conjuntos diferenciais foram adotados por fitopatologistas e
melhoristas, que incluiu as variedades Harosoy, Harosoy63, Snaga, Mack, Altona, PI
103091 e Pl 171445. Esses conjuntos consistiam de variedades descritas como
resistentes com o gene Rps conhecido e variedades suscetiveis, assim permitindo
aos pesquisadores isolarem P. sojae de varias regidbes e agrupa-los em racgas
fisiologicas. Atualmente, existem genes Rps descritos em oito locos, por isso nos
ultimos vinte anos, a maioria dos isolados de P. sojae tem sido caracterizada em
diferencas de compatibilidade dos genes Rps1a, Rpsib, Rpsic, Rpsik, Rps3a,
Rps6 e Rps7 (DORRANCE & ABNEY, 2004).

Em muitos casos, variedades ou linhagens de soja foram usadas
como diferenciais para P.sojae antes da identificagdo do gene de resisténcia
presente em seu gendtipo. A variedade Harosoy foi utilizada como padrao de
suscetibilidade nos primeiros conjuntos diferenciais, para caracterizar ragcas de P.
sojae nos anos de 1960 a 1970, até que se descobriu que apresentava em seu
genotipo o gene Rps7 levando a uma mudanga no padréo de classificacdo. Os
conjuntos de diferenciais usados para classificacdo das ragas de P.sojae ndo séo
uniformes para todos os pesquisadores, 0 que levou em alguns casos a diferencas
na classificacao racial do mesmo isolado de P. sojae. Assim, a reavaliagao periodica
dos diferenciais € necessaria para minimizar as diferencas entre estudos que visam
classificar as ragas de P. sojae.

Através da inoculagao linhagens de soja com diferentes conjuntos de
genes Rps, até o ano de 2009, foram identificadas 55 ragas de P. sojae, com base
nas reagcdes apds a inoculagdo. Novas ragas de P. sojae podem aparecer com o
langamento de variedades resistentes, no entanto a resisténcia genética ainda
permanece como a estratégia mais eficaz para reduzir as perdas causadas pelo
patdgeno. Monitorar a composigéo racial e dindmica da populagdo do patégeno é
um componente chave para o desenvolvimento de variedades adaptadas (ZHANG et
al, 2010).
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Nos Estados Unidos, podemos encontrar uma grande diversidade de
racas de P. sojae nos diferentes estados. Em lowa, asracgas 1, 2, 3,4, 8,13, 15e 25
sdo as responsaveis pelo maior numero de plantas infectadas (YANG et al., 1996).
Em lllinois, as ragas 1, 3, 4, 43, 54 e 55 séo as responsaveis por grande parte das
mortes por P. sojae (LEITZ et al., 2000). No estado de Michigan, as ragas 2, 25, 41 e
44 foram identificadas em amostras de solo provenientes de regides produtoras de
soja (HART et al., 2001).

No Brasil, os isolados descritos na década de 90 pertenciam a raga
1. Em 2008, um isolado obtido no estado do Rio Grande do Sul apresentou reagao
compativel (causa a doenca) aos genes Rps7 e Rpsld. Em 2009, 21 isolados
obtidos no RS, PR, MG e MS, foram 100% incompativeis (ndo causaram a doenga)
aos genes Rpsi1a, Rpsic, Rpsik, e 100% compativeis aos genes Rps1d e Rps7
(COSTAMILAN et al, 2010).

Nao existem maiores estudos sobre a ocorréncia de ragas de P.
sojae em regides especificas do pais. Este tipo de estudo é importante para o
desenvolvimento e indicagdo de variedades que contenham genes especificos em

seu gendtipo visando um melhor controle da doenca.

2.2.7 Resisténcia Parcial

Resisténcia parcial (também chamada de resisténcia de campo ou
tolerancia) tem demonstrado ser eficaz contra todas as ragcas de P. sojae. Em
variedades de soja com resisténcia parcial, a PRF chega a desenvolver a doenga,
mas com um grau de infeccdo menor (SCHMITTHENNER, 1985). A resisténcia
parcial pode ser dividida em vaérias interagcbes hospedeiro-patégeno, ou seja,
atributos especificos da resisténcia, como o numero reduzido de locais de infeccao,
expansdo de lesdo reduzida, periodo de tempo mais longo para estruturas
reprodutivas se formarem, bem como a esporulagao reduzida, sdao exemplos de
mecanismos que a planta dispde para conter o desenvolvimento da doenca
(PARLEVLIET, 1979).

O principal componente da resisténcia parcial a P. sojae, é a
capacidade de restringir a colonizagéo do patdgeno no tecido vegetal. Tooley & Grau
(1984a) relataram a partir de avaliagbes de campo, que existem diferengas no

progresso da doenga, taxa de infecgao, e incidéncia da doenca em plantas de
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diferentes estagios de crescimento. Plantas em inicio de desenvolvimento estado
mais sujeitas ao desenvolvimento da doenga do que plantas que estdo no final do
ciclo vegetativo. Além disso, os autores afirmam que as diferengas de rendimento
entre as variedades resistentes em solo com grande concentracdo de P. sojae,
podem ser atribuidas ao grau resisténcia parcial apresentado pelas variedades
(TOOLEY & GRAU, 1984b). Em estudos com linhagens de soja, ha evidéncias de
que a resisténcia parcial € herdada como uma caracteristica quantitativa
(ANDERSON & BUZZELL, 1982; WALKER & SCHMITTHENNER, 1984).

A resisténcia parcial tem sido pouco explorada no desenvolvimento
de novas variedades. Variedades de soja com resisténcia parcial a P. sojae
desenvolvem podridao radicular, mas os danos sio limitados em comparagao as
variedades suscetiveis. Assim, esses genes de resisténcia parcial, tém fornecido
uma possibilidade de manejo para a doenga sem impor grande pressao de selecao
sobre a populagdo do patégeno. A medida em que a viruléncia de P. sojae e o
numero de localidades de manifestagdo da doenga em campos de produgao de soja
continuam aumentando, faz-se necessaria a busca por novas fontes de resisténcia
parcial e a incorporacido dessa resisténcia em variedades comerciais para controlar
esta doenca de forma eficaz (DORRANCE & SCHMITTHENNER, 2000).

Atualmente, o meétodo utilizado para identificar resisténcia em
variedades de soja pode levar a eliminagao de linhagens que apresentem um grande
nivel de resisténcia parcial ja que, introdugdes de plantas de soja com niveis altos de
resisténcia parcial ndo pode ser identificados através dos métodos tradicionais
(DORRANCE & St. MARTIN, 2000).

Anderson & Buzzell (1982) propdem que a selegédo para resisténcia
parcial combinada com a selecédo para genes Rps, seria a melhor ferramenta para
proporcionar o controle da doenga a longo prazo, com isso preservando 0s genes
Rps por mais tempo. No entanto, € necessario identificar variedades de soja,
introducdes de plantas e populagdes com altos niveis de resisténcia parcial para P.
sojae. A determinagdo dos componentes especificos de resisténcia parcial, que
limitam o desenvolvimento da doenca no campo, ajuda na utilizagdo,
desenvolvimento, implantagcdo rapida deste tipo de resisténcia em variedades

comerciais.
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2.2.8 Controle

Ha varias décadas, uma série de genes Rps tem sido amplamente
utilizados em soja para protegcao contra esse patdogeno. Foram identificados até hoje,
14 alelos de resisténcia dominantes, mapeados em oito locos, dois destes
apresentando uma série alélica, sendo eles: Rps1a, Rps1b, Rpsic, Rps1d e Rps1k,
Rps2, Rps3a, Rps3b, Rps3c, Rps4, Rps5, Rps6, Rps7 e Rps8 (BURNHAM et al.,
2003; DORRANCE & ABNEY, 2004). Provavelmente existam muitos genes
responsaveis por conferir essa resisténcia, ainda desconhecidos dentro do amplo
germoplasma de soja (SANDHU, 2005). A presenca de apenas um gene de
resisténcia (gene Rps) no gendtipo ja € suficiente para conferir uma reagao de
hipersensibilidade apods infecgcdo do patogeno (SCHMITTHENNER, 1985). No
entanto, como em muitos sistemas patégeno-hospedeiro, em que um unico gene é
amplamente utilizado, a adaptagédo do patégeno em relacdo ao hospedeiro pode
levar a quebra da resisténcia (ABNEY et al., 1997; BURNHAM et al., 2003). Com
isso faz-se necessaria a identificacdo de novos genes de resisténcia para novas
ragas que venham a surgir (DORRANCE & SCHMITTHENNER, 2000).

Os diferentes genes de resisténcia simples dominantes (Rps1, Rps2,
Rps3, Rps4, Rps5, Rps6, Rps7 e Rps8) expressam-se através de uma reagdo de
hipersensibilidade e de acumulo da fitoalexina gliceolina. O gene Rps2, tem sua
expressdo no sistema radicular e os demais genes atuam no hipocétilo
(COSTAMILAN, 2001 ).

A resisténcia genética € o principal método de controle da doencga, e
atua de forma raga especifica. O desenvolvimento de fontes de resisténcia com
diferentes genes, mais adaptadas as diversas regides, se deu através de
retrocruzamentos entre as diferentes fontes nativas de resisténcia para as
variedades de soja (COSTAMILAN et al., 2010).

Para a incorporagdo de novos alelos Rps em variedades de alto
rendimento, varios anos sao necessarios, no entanto as perdas de producgao devido
ao aparecimento de novas ragas de P. sojae continuardo a ocorrer durante
desenvolvimento dessas novas variedades resistentes e, por isso, € importante a
busca de novos genes de resisténcia e a indicagdo das variedades resistentes para
areas em que ocorram ragas especificas de P. sojae (WILCOX & St. MARTIN,

1998). Segundo Schmitthenner (1999), o tempo de efetividade da resisténcia de uma
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variedade de soja € de oito a quinze anos. Para que esta resisténcia perdure por
mais tempo, sdo necessarias combinagdes ou piramidagdes de varios genes.

Dentre os genes que conferem a resisténcia a P. sojae, o gene
Rps1k € o mais amplamente utilizado em variedades comerciais, desde o inicio da
década de 1980. Portanto, o gene Rps1k confere resisténcia a P. sojae ha mais de
20 anos. No entanto, ja foram identificadas racas de P. sojae que provocam a
infeccdo em variedades com Rps1k, em isolados de solo em Indiana e plantas em
lowa (DARRACE & SCHMITTHENNER, 2000). O ultimo gene descrito, que confere
resisténcia a P. sojae, foi o gene Rps8, identificado na Pl 399073 de origem sul-
coreana (BURNHAM et al.,, 2003). Acessos de soja provenientes do centro de
origem podem conter novos genes de resisténcia a P. sojae (KYLE et al., 1998)

O controle quimico ndo é eficiente para variedades de baixa
tolerancia, no entanto altas doses controlam a doencga, exceto em condicbes
severas. Para o tratamento de sementes, utiliza-se mefenoxam ou metalaxil
(COSTAMILAN et al., 2010). O tratamento do solo € mais efetivo que o tratamento
de sementes e formulagcbes secas tem um melhor resultado do que formulacbes
liquidas, pela deposicdo de parte do produto no solo. O tratamento do solo
apresenta limitacbes tais como o custo e a falta de doses eficazes estabelecidas
para o controle (COSTAMILAN, 2001).

A severidade da doenca é altamente relacionada com a umidade do
solo. Solos com melhores condicées de drenagem auxiliam no controle da doencga e
consequentemente na reducao das perdas. O tipo do solo € um fator critico, pois ha
uma correlagdo positiva entre densidade de solo e severidade da doenga, solos
argilosos, mal manejados, podem apresentar maior severidade no ataque da doencga
em relagao a solos arenosos. A rotacao de culturas auxilia na reducao da populacéao
do patégeno no solo, embora seu efeito seja pequeno, em fungcédo da longevidade
dos o6sporos (COSTAMILAN, 2001; SCHIMITTHERNNER, 1985).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o controle genético da resisténcia da soja a podridao
radicular de fitéftora (PRF) presente nas variedades comerciais BRS 260, BRS 262 e
BRS 246RR

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar o numero de genes de resistétncia a PRF nas
variedades resistentes descritas acima;

b) Estudar o padrdo de segregacao em cruzamentos entre as
variedades resistentes e a variedade suscetivel BRS 268 pra
verificar o numero de locos envolvidos na resisténcia;

c) Realizar testes de alelismo entre essas variedades resistentes
para verificar se existe diferenga nos locos envolvidos na

resisténcia para esse grupo de variedades



29

4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESCRIGAO DOS MATERIAIS

Os gendtipos que constituiram este estudo foram trés variedades de
soja desenvolvidas pela Embrapa, resistentes a Phytophthora sojae, e a variedade

BRS 268, suscetivel a P. sojae, também desenvolvida pela Embrapa.

Variedades resistentes a P. sojae:

a) BRS 260: Obtida do cruzamento BRS 133 x CD 201, é uma
cultivar de soja convencional com maior potencial de produgéo em regides abaixo de
800m. E resistente ao cancro haste, a podridao radicular de fitoftora, 8 mancha "olho
de ra", ao mosaico comum da soja e ao nematéide ramo (Meloidogyne incognita). E
moderadamente resistente a podriddo caule escuro e ao nematoide ramo (M.
javanica). O hilo € marrom claro, a flor € branca e a pubescéncia cinza. Sementeira
desta cultivar deve ser realizada a partir de 15/10 e durante o més de Novembro, e
quando semeadas em Outubro, ele deve ser corrigido em, bem fertilizado solos.
Sementeira pode estender entre 15/10 e 05/12, e sua maturagdo € considerado
semi-precoce.

b) BRS 262: Obtida do cruzamento Sharkey x [Hartwig x (Savana? x
BR85-206)]. A BRS 262 é uma cultivar de soja convencional com melhor adaptagao
em regides abaixo de 800m. E resistente ao cancro da haste, & mancha “olho de ra”
e ao nematoide de cisto (Ragas 1 e 3). A cor do hilo é preta, a cor da flor é branca e
a pubescéncia marrom. A semeadura dessa cultivar deve ser realizada,
preferencialmente, a partir de 20/10 e durante o més de novembro em solos de
meédia a alta fertilidade. A época de semeadura estende-se de 15/10 a 10/12. Essa
cultivar é considerada de ciclo médio. Possui resisténcia a podridao radicular de
fitoftora;

c) BRS 246RR: Oriunda do cruzamento Embrapa 61 x (BRS 1332 x
E96-246), é uma cultivar de soja geneticamente modificada para resisténcia ao
herbicida glyphosate (soja transgénica). A cor do hilo € marrom, a flor branca e a
pubescéncia marrom. E resistente ao cancro da haste, a podriddo radicular de

fitoftora, @ mancha “olho de ra”, a podridao parda da haste e ao virus da necrose da
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haste. A época de semeadura estende-se de 15/10 a 10/12. A maturagdo é
considerada semi-precoce.

d) BRS 268: Obtida do cruzamento FT86-309 x FT86-195. BRS 168
€ uma cultivar de soja convencional com alto potencial produtivo, recomendada para
solos de médias e alta fertilidade. E resistente ao mosaico comum da soja doenca
pustula bacteriana, ao cancro caule, a mancha "olho de rad" e suscetivel a podridao
radicular de fitoftora . Apresenta cor de flor branca, pubescéncia cinza e cor de hilo

marrom claro;

4.2 DESENVOLVIMENTO DO MATERIAL EXPERIMENTAL

4.2.1 Experimento 1

Consistiu no cruzamento das variedades comerciais resistentes com
a variedade comercial suscetivel, totalizando trés cruzamentos. Esse experimento
visa identificar se cada variedade apresenta um ou mais genes de resisténcia em
seu genotipo.

As plantas F; de cada um destes cruzamentos foram
autofecundadas e multiplicadas em casa-de-vegetagcdo, a fim de produzir
populacdes de aproximadamente 100-200 plantas F,. As plantas F4 foram trilhadas

manualmente para minimizar a perda de sementes.

4.2.2 Experimento 2

Foram desenvolvidos cruzamentos entre as trés variedades
comerciais resistentes a fim de determinar se a resisténcia das variedades séo
controladas por genes de um mesmo loco ou se sao provenientes de locos
diferentes, totalizando trés cruzamentos.

As plantas F; de cada um destes cruzamentos foram
autofecundadas e multiplicadas em casa-de-vegetagcdo, a fim de produzir
populacdes de aproximadamente 100-200 plantas F,. As plantas F4 foram trilhadas

manualmente para minimizar a perda de sementes.
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4.3 ISOLADO E PREPARACAO DO INOCULO

O indculo foi obtido junto ao laboratorio de fitopatologia da Embrapa
Soja. O meio de cultura utilizado foi o V8. Os componentes do meio podem ser
vistos na tabela 1. Para a confecgdo desse meio ferve-se o suco V8 + carbonato de
calcio + 1000ml de agua, para a dissolucdo do carbonato, posteriormente
acrescenta-se os demais ingredientes e leva-se a autoclave por 15 minutos a 127
°C.

Com o meio autoclavado, transfere-se o meio liquido para placas-de-
petri contendo palitos de madeira e espera-se o meio endurecer. Posteriormente séo
transferidos nove discos de 0,5cm de didmetro, de uma cultura de P. sojae fazendo-
se assim a repicagem do patdgeno.

O isolado utilizado para a inoculagdo tem comportamento

semelhante a raga 3, sendo compativel com os genes Rps1d e Rps7.

Tabela 1 — Meio V-8 para manutencao e teste no palito de Phytophthora sojae

Produto Quantidade
Suco V-8 40 ml
Carbonato de célcio 0,69
Sacarose 109
Extrato de levedura 0,2g
Agar 2049
Agua destilada 1000 ml

4.4 CONDUGAO DA POPULACAO F2 DO EXPERIMENTO

Na populagao F,, foram avaliadas um total de 100 a 200 plantas, a
fim de se conhecer o padrao de segregacao de cada populagdo. As sementes de
cada populagao F, com os respectivos parentais envolvidos nos cruzamentos foram
semeados em vaso na casa-de-vegetagdo sob um delineamento inteiramente
casualizado. Os vasos utilizados eram do tamanho médio com capacidade para 4kg

e continham uma mistura de terra, areia e esterco em uma proporgao de 3:1:1.
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A populagao F; foi inoculada com o patdgeno (Figura 1) utilizando a
metodologia de Keeling (1982), adaptada por Yorinori (1996). As plantas serao
inoculadas no hipocdtilo, em estagio e desenvolvimento V4, através de palitos de

madeira contendo o micélio, 1 cm abaixo do cotilédone (Figura 2)

Figura 4 — inoculo de P. sojae semelhante ao utilizado no experimento.

As plantas foram avaliadas sete dias apdés a inoculacdo, sendo

determinado o tipo de reacdo para a doenca. Plantas que ndo apresentavam
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nenhum tipo de lesdo no hipocétilo, somente o calo de inser¢ao do palito, foram
classificadas como sadias (S) e consideradas resistentes. Individuos cujo hipocétilo
apresentava lesdo além do local de insercdo do palito ou coloragdo marrom no
hipocotilo, mas sem morte da planta, foram classificadas como infectadas (I). Plantas
que desenvolveram a doenga, levando a completa destruicao do hipocétilo e morte
da planta, foram classificadas como mortas (M). Tanto plantas infectadas quanto as

plantas mortas foram classificadas como suscetiveis pra fins de analise

Figura 6 —Reagdo das plantas apds inoculagdo com P. sojae. (A) Plantas
resistentes, (B) Plantas Infectadas e (C) Plantas mortas.
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4.5 ANALISES ESTATISTICAS

O teste do Qui-Quadrado (x?) foi aplicado para aceitar ou rejeitar os
padrées de segregacdo de plantas resistentes e suscetiveis esperadas para a
geragdo F, segundo os hipétese mendeliana. Primeiramente os dados foram
agrupados em classes ou grupos independentes. Para estabelecer o numero de
individuos esperado por classe, calculam-se as probabilidades de cada classe e
multiplica-se pelo tamanho da amostra. As frequéncias observadas foram obtidas
diretamente pela contagem dos dados da amostra (FERREIRA, 2005).

O Qui-quadrado foi calculado através da equacgao proposta por Karl

Pearson, segundo Ferreira (2005):

x> = Z(Observado — Esperado)?
Espesperado

O teste mede a probabilidade das diferencas encontradas nas
classes serem ao acaso.

Hipoteses a serem testadas:

Ho= As freqliéncias de segregacdo observadas nao diferem
estatisticamente das frequéncias esperadas;
Hi= As frequéncias de segregagcdo observadas diferem

estatisticamente das frequéncias esperadas.

Se o valor calculado para o teste de Qui-Quadrado for maior do que

o valor tabelado ao nivel de 5% de probabilidade ( P< 0,05), rejeita-se HO.
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HERANCA DA RESISTENCIA DA SOJA A PODRIDAO RADICULAR DE
FITOFTORA, EM VARIEDADES COMERCIAIS BRASILEIRAS

Resumo

A podridao radicular de fitéftora (PRF) € uma das doengas mais destrutivas da soja
podendo provocar perdas de até 100% no rendimento de graos. No Brasil, a doenga
tem ocorrido com maior frequéncia desde a safra 2005/06, principalmente na regido
sul. Existem variedades resistentes, mas pouco se conhece sobre a heranca da
resisténcia a doencga. O objetivo do estudo foi avaliar a heranga da resisténcia a
PRF, presentes nas¢ variedades comerciais resistentes BRS 260, BRS 262, BRS
246RR. As populagdes experimentais foram desenvolvidas a partir do cruzamento
das trés variedades entre si, e delas com a variedade suscetivel BRS 268. As
populacdes F, e os parentais utilizados nos cruzamentos, foram inoculados com o
patogeno. O teste do qui-quadrado (XZ) foi aplicado para se verificar a hipotese de
segregagao mendeliana para as populagdes F, segundo padrées mendelianos. Nas
trés variedades comerciais resistentes, existem quatro genes envolvidos na
determinacao da resisténcia, um na variedade BRS 260, outro na BRS 246RR e dois
na variedade BRS 262, todos apresentando dominancia completa em relagdo aos
alelos de suscetibilidade.

Palavras-chaves: Phytophthora sojae. Padréo de segregagéo. Glycine Max.

INTRODUCAO

A soja € o principal produto da agricultura brasileira, colocando o
Brasil em segundo lugar no cenario mundial em produgao e exportacdo de graos. A
producao de soja na safra 2010/2011 alcangara, segundo projecdes, a marca de 75
milhdes de toneladas em uma area de 24,2 milhdes de hectares, com produtividade
média de 3.106 Kg/ha (CONAB, 2011). Essa posigdo de destaque deve-se a alta
tecnologia aplicada a produgdo, e pela qualidade das variedades utilizadas,
desenvolvidas por diversas instituicbes de pesquisa.

A podridédo radicular de fitéftora (PRF), causada por Phytophthora
sojae Kaufm. & Gerd, € uma das doengas mais destrutivas da soja, causando morte
de plantas em diferentes estagios de desenvolvimento, apodrecimento de sementes,
morte de plantulas em pré e pds-emergéncia e em plantas adultas, apodrecimento
de raizes, especialmente em solos mal drenados, podendo levar a reducbes de
rendimento de grdos de até 100% em variedades altamente suscetiveis
(COSTAMILAN et al., 2007; SCHIMITTHENNER, 1999).
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Os primeiros sintomas foram observados em Indiana em 1948 e em
Ohio em 1951, no entanto o agente causal s6 foi identificado em Ohio e Carolina do
Norte em 1954. Desde aquela época, a podridao de fitéftora tem sido relatada em
diversos paises do mundo. Nos Estados Unidos, tem sido a segunda doenga da soja
gue mais causa prejuizos. Entre 1996 e 1998, a perda média anual estimada foi de
mais de 1,2 milhdes de toneladas. No Brasil, a doenca foi identificada pela primeira
vez no Rio Grande do Sul, na safra 1994/95. As primeiras perdas significativas no
Brasil foram observadas na safra 2005/06, em varias lavouras do Rio Grande do Sul
e do Parana, em locais de solo compactado. (COSTAMILAN et al.,, 2007,
COSTAMILAN et al., 2010).

Ha varias décadas, uma série de genes Rps tem sido amplamente
utilizados em soja para protegdo contra esse patdégeno. Até hoje, 14 alelos de
resisténcia dominantes foram identificados e mapeados em oito locos, com uma
série alélica em dois destes locos, sendo eles: Rps1a, Rpsi1b, Rpsic, Rpsid e
Rps1k, Rps2, Rps3a, Rps3b, Rps3c, Rps4, Rps5, Rps6, Rps7 e Rps8 (BURNHAM et
al., 2003; DORRANCE & ABNEY, 2004). Ja foi observado que apenas um gene de
resisténcia é suficiente para conferir uma reacao de hipersensibilidade apds infecgao
do patégeno (SCHMITTHENNER, 1985). No entanto, como em muitos sistemas
patdgeno-hospedeiro, em que um unico gene é amplamente utilizado, a adaptagao
do patégeno em relagdo ao hospedeiro pode levar a quebra da resisténcia (ABNEY
et al.,, 1997; BURNHAM, et al., 2003). Com isso faz-se necessaria a identificacdo de
novos genes de resisténcia para novas ragas que venham a surgir (DORRANCE &
SCHMITTHENNER, 2000).

Até 2009, 55 racas de P. sojae foram identificadas com base nas
reagdes apos a inoculagao de linhagens de soja com diferentes conjuntos de genes
Rps. No Brasil, os isolados descritos na década de 90 pertenciam a raca 1. Em
2009, 21 isolados obtidos no RS, PR, MG e MS, foram 100% incompativeis (n&o
causaram a doenga) aos genes Rpsla, Rpslc, Rpslk, e 100% compativeis aos
genes RPS1d e Rps7 (COSTAMILAN et al., 2010). Monitorar a composigao racial e
dindmica da populacdo do patogeno € um componente chave para o
desenvolvimento de variedades adaptadas, ja que novas ragas de P. sojae podem
aparecer com o langamento de variedades resistentes (ZHANG et al., 2010).

A resisténcia genética é o principal método de controle da doenga, ja

que o controle quimico nao é eficiente (COSTAMILAN et al., 2010). Dentre os genes



38

que conferem a resisténcia a P. sojae, o gene Rps1k € o mais amplamente utilizado
em variedades comerciais, no entanto, ja foram identificadas ragcas de P. sojae que
provocam a infeccdo em variedades com Rps1k, em isolados de Indiana e lowa
(DARRACE & SCHMITTHENNER, 2000). O ultimo gene descrito, que confere
resisténcia a P. sojae, foi o gene Rps8, identificado na Pl 399073 de origem sul-
coreana (BURNHAM et al, 2003)

No Brasil, existem variedades comerciais resistentes, muitas delas
desenvolvidas para outros propésitos. Nao existem trabalhos sobre a heranca da
resisténcia dessas variedades a PRF. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a
heranca da resisténcia a PRF presente nas variedades comerciais de soja BRS
246RR, BRS 260 e BRS 262.

MATERIAL E METODOS

Os gendtipos que constituiram este estudo foram as variedades
resistentes BRS 246RR, BRS 260 e BRS 262, resistentes a Phytophthora sojae, e a
variedade BRS 268, suscetivel. Foram realizados cruzamentos entre as variedades
resistentes (RxR), e entre as variedades resistentes e a variedade BRS 268 (RxS).
As plantas F1 de cada um destes cruzamentos foram autofecundadas e multiplicadas
em casa-de-vegetagao, a fim de produzir populagdes de aproximadamente 100-200
plantas F,. As plantas F4 foram trilhadas manualmente para minimizar a perda de
sementes.

A preparagao do inéculo foi realizada no laboratério de fitopatologia
da Embrapa Soja. O meio de cultura utilizado foi o V-8 (40 ml de Suco V-8, 0,6g de
Carbonato de caélcio, 1g de sacarose, 0,2g de extrato de levedura, 20g de Agar e
1000 ml de agua destilada), apés a mistura dos componentes, o meio foi
autoclavado por 15 minutos a 127 °C em seguida transferido para Placas de Petri de
tamanho médio contendo os palitos de madeira. Apds o endurecimento do meio foi
inserido em cada placa nove discos de 0,5cm de didmetro contento o patégeno. O
periodo de desenvolvimento do inéculo nas placas foi de 10 dias.

As sementes de cada populagdo F2, junto com os parentais
envolvidos em cada cruzamento, foram semeadas em vasos de 4 kg, em casa-de-
vegetacao, sob delineamento inteiramente casualizado. As plantas foram inoculadas

no hipocotilo sete dias apds a semeadura, em estagio de desenvolvimento V1,
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através de palitos de madeira contendo o micélio, 1 cm abaixo do cotilédone. Cada
populagdo F, foi inoculada com o patégeno utilizando a metodologia de Keeling
(1982), adaptada por Yorinori (1996). A variedade BRS 268 foi avaliada em todos os
experimentos independente de ser parental em algum cruzamento ja que, por ser
suscetivel a PRF, foi utilizada como padrao de suscetibilidade, para avaliar a eficacia
da inoculagéo.

As plantas foram avaliadas sete dias apds a inoculagdo, sendo
determinado o tipo de reacdo para a doenca. Plantas que ndo apresentavam
nenhum tipo de lesdo no hipocdtilo, somente o calo de insercdo do palito, foram
classificadas como sadias (S) e consideradas resistentes. Individuos cujo hipocétilo
apresentava lesdo além do local de insercdo do palito ou coloragdo marrom no
hipocotilo, mas sem morte da planta, foram classificadas como infectadas (I). Plantas
que desenvolveram a doencga, levando a completa destruicdo do hipocdtilo e morte
da planta, foram classificadas como mortas(M). Tanto plantas infectadas quanto as

plantas mortas foram classificadas como suscetiveis pra fins de analise. O teste do
Qui-Quadrado (Xz) foi aplicado para aceitar ou rejeitar os padroes de segregacgao de

plantas resistentes e suscetiveis esperadas para a geragao F, segundo os padrbes

mendelianos.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise dos Parentais e Padrao Suscetivel

Em condicbes ideais, espera-se que nenhuma planta das variedades
resistentes desenvolva a doenca e que nenhuma planta da variedade BRS 268

apresente-se sadia. Os dados referentes a essas variedades estdo na tabela 2.

Tabela 2 — Numero de plantas sadias, infectadas e mortas apdés inoculagdo com P.
sojae sobre o padrdo suscetivel BRS 268 e sobre as Variedades
resistentes

Variedade Sadias Yo S Infectadas | Mortas Yol Total
BRS 268 39 0,21 128 23 0,79 190
BERS 260 22 1,00 o o 0,00 22
BRS 262 49 0,98 A o 0,02 50

BRS 246RR 42 0,86 o 2 0,14 49

* %S: porcentagem de plantas sadias, %IM: porcentagem de plantas infectadas mais mortas
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A variedade suscetivel BRS 268 apresentou no experimento 21% de
plantas sadias e, consequentemente, a eficiéncia da inoculagdo (% de plantas
mortas e infectadas) foi de 79%. Esse resultado esta dentro da normalidade
encontrada em estudos envolvendo P. sojae devido a dificuldade de se trabalhar
com esse patoégeno. Isso indica que o método utilizado para inoculagéo nao € o ideal
para trabalhos qualitativos, no entanto € o que apresenta resultados mais
representativos, segundo avaliagées desenvolvidas na Embrapa Soja.

A variedade BRS 268 apresentou um grande numero de plantas
classificadas como infectadas. Uma das dificuldades encontradas nos experimentos
€ a classificacdo das plantas infectadas. Plantas infectadas sao aquelas que, no
momento da avaliagdo, apresentam sintomas da doenga, mas n&o apresentam
destruicdo total do hipocdtilo, sendo assim a planta continua viva. Existe uma
dificuldade em classificar essas plantas, pois algumas podem sobreviver mesmo
com a infeccdo de P. sojae. Sendo assim as plantas infectadas serao classificadas
como suscetiveis ja que o patdégeno conseguiu se estabelecer mesmo nao a levando
a morte.

Com exceg¢ao da variedade BRS 260, as variedades resistentes
apresentaram algumas plantas mortas e/ou infectadas quando inoculadas com P.
sojae. A variedades BRS 262 n&o apresentou individuos mortos, mas apresentou um
individuo infectado. Para essas duas variedades, o percentual de plantas sadias
esteve proximo do ideal (100% e 98%, respectivamente) esperado para variedades
resistentes.

A variedade BRS 246RR apresentou individuos mortos e infectados
apoés a inoculacéo, apresentando um percentual de plantas sadias de 86%, o que
indica que o gene de resisténcia presente nessa variedade nao foi tdo estavel
quanto aqueles presentes nas outras duas variedades. Mesmo com a presenca de
plantas mortas e infectadas a variedade BRS 246RR pode ser considerada uma

variedade resistente devido a grande frequéncia de individuos sadios (86%).
Cruzamentos do tipo “Resistente x Suscetivel (RxS)”
Para determinar o numero de genes presentes em cada uma das

variedades utilizadas no estudo, a populacdo F, de cada cruzamento entre uma

variedade resistente e a variedade BRS 268 foi analisada seguindo os mesmos
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padrées dos parentais descritos acima. Os resultados estdo representados na tabela
3.

Tabela 3 — Numero de plantas sadias, infectadas e mortas apés inoculagédo com P.
sojae sobre os cruzamentos entre variedades resistentes com a
variedade suscetivel BRS 268

Cruzamento Sadias | %S |Infectadas |Mortas| %IM | Total
BRS 246RR x BRS 268 81 0,81 8 11 0,19 | 100
BRS 260 x BRS268 106 0,71 33 11 0,29 | 150
BRS 262 x BRS 268 109 0,92 6 4 0,08 | 119

* %S: porcentagem de plantas sadias, %IM: porcentagem de plantas infectadas mais mortas

Todos os cruzamentos envolvendo as trés variedades apresentaram
resultados semelhantes, com um maior niumero de plantas sadias em relacéo a
plantas mortas e infectadas, isso indica que provavelmente a resisténcia tenha
origem em genes que apresentam dominancia completa e/ou maior niumero de
genes envolvidos na resisténcia.

Os numeros observados de plantas resistentes e suscetiveis na
populagao F», os numeros esperados segundo o modelo de segregacédo mendeliano,

os valores de x? e suas probabilidades estao resumidos na tabela 4.

Tabela 4 — Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (F,) e
esperadas (F¢) de acordo com o padrao de segregagao proposto para a
geracgéo F;, apds a inoculagdo com P. sojae e teste do qui-quadrado para
cada cruzamento RxS.

Cruzamento Resistente Suscetivel IE P Padréao d,'.g

Fo Fe Fo Fe segregacao

BRS 246RR x BRS 268 81 75 19 25 192 | 017 03:.01
BRS 260 x BRS 268 106 | 1125 | 44 375 | 150 | 022 03:.01

BRS 262 x BRS 268 109 [(11156| 10 744 | 094 | 0,33 1901

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade

Para realizacdo do teste de qui-quadrado, as classes infectadas e
mortas foram agrupadas e classificadas como suscetiveis, assim assumimos que

todas as plantas que desenvolvem a doenga sao suscetiveis.
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Os dados obtidos foram testados para diferentes padrdoes de
segregacao e o que melhor se enquadrou nos resultados observados foi assumido
como o correto, levando em consideracdo os cruzamentos entre as trés variedades,
os cruzamentos RxS e o desempenho dos parentais no experimento.

Os cruzamentos BRS 246RR x BRS 268 e BRS 260 x BRS268
apresentaram um valor de qui-quadrado nao significativo quando testados para o
padrdo de segregacado de trés resistentes para cada planta suscetivel (03R:01S),
indicando a presenca de um gene dominante conferindo a resisténcia a P. sojae
nesses dois cruzamentos.

Analisando a genealogia desses dois cruzamentos, € possivel
observar que ambos apresentam a variedade BRS 133 como um dos ancestrais. A
variedade BRS 133 é suscetivel a P. sojae, por isso a provavel origem da resisténcia
a P. sojae seja proveniente do outro parental.

A variedade BRS 246RR, foi originada do cruzamento Embrapa 61 x
(BRS 133° x E96-246). As variedades BRS 66, BRS 133, Embrapa 61 s&o
consideradas variedades irmas, pois o mesmo cruzamento (FT Abyara x BR83-147)
deu origem as trés variedades. No entanto somente as variedades BRS 66 e
Embrapa 61 sao resistentes a P. sojae, com isso podemos afirmar que um dos
parentais utilizados no desenvolvimento apresenta resisténcia a P. sojae, mas essa
resisténcia foi herdada somente por alguns de seus descendentes. A diferenca na
resisténcia entre essas variedades deve-se ao fato de que essas variedades nao
foram selecionadas para a resisténcia a P. sojae durante o desenvolvimento. Sendo
assim, a provavel heranga da resisténcia da variedade BRS 246RR seja a variedade
Embrapa 61, pois essa é descrita como resistente a PRF.

A variedade BRS 260, foi obtida do cruzamento BRS 133 x CD 201,
como se sabe que a variedade BRS 133 n&o apresenta resisténcia a P. sojae, a
provavel origem da resisténcia € a variedade CD 201. A variedade CD 201, foi
desenvolvida do cruzamento Ocepar 4 Iguacu x Willians 20, através de estudos
realizados anteriormente na Embrapa Soja, sabe-se que a variedade Willians 20 nao
apresenta resisténcia a PRF. A variedade Ocepar 4 iguacu, foi desenvolvida do
cruzamento Davis x (Davis x Bragg), quando submetidos ao teste com P. sojae, a
variedade Bragg ndo apresentou resisténcia a PRF e a variedade Davis apresentou

uma resisténcia desuniforme com 30% de plantas sadias e 70% de plantas
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infectadas e mortas. Infere-se portanto que a resisténcia presente na variedade BRS
260 tem origem da variedade CD 201.

No caso da variedade BRS 260, sabe-se que a variedade CD 201 é
resistente a essa raca de fitoftora, enquanto no caso da BRS 246RR, a Embrapa 61
seria a fonte de resisténcia.

No cruzamento BRS 262 x BRS 268 o padrdao de segregacao
mendeliano de 03R:01S foi rejeitado (P= 0,00, valores ndo apresentados) indicando
gue mais de um gene deve estar envolvido na resisténcia da variedade BRS 262. O
padrdo de segregagao que melhor se enquadra nos dados observados é o de 15
resistentes para cada planta suscetivel (15R:01S), indicando que existe a
segregacao independente de dois genes de resisténcia dominantes. Através de
uma busca realizada no banco de dados do Germplasm Resources Information
Network's (GRIN), pode-se verificar que a variedade Sharkey, um dos parentais da
variedade BRS 262, apresenta os genes Rpsi1c e Rps3 em seu gendtipo, sendo
assim, essa € a provavel origem dos dois genes de resisténcia presentes nessa

variedade.

Cruzamentos do tipo “Resistente x Resistente (RxR)”

Nos cruzamentos do tipo “RxR” foi possivel verificar a independéncia
entre os genes de resisténcia, atestada pela presenga de individuos suscetiveis na
populacdo F, e, no caso de confirmar a segregacao, determinar se o padrao de
segregacao indicado nos cruzamentos “RxS” se aplica para os cruzamentos RxR.
Os dados da Tabela 5 representam a proporcdo de plantas sadias, infectadas e

mortas da populagéo F, apds a inoculagao com P. sojae.

Tabela 5 — Numero de plantas sadias, infectadas e mortas apds inoculagdo com P.
sojae sobre os Cruzamentos entre variedades resistentes.

Cruzamento Sadias | %S |Infectadas |Mortas| %IM | Total

BRS 246RR x BRS 260 136 0,93 11 0 0,07 147
BRS 246RR x BRS 260 139 0,96 5 0,04 145
BRS 246RR x BRS 262 140 0,97 0 5 0,03 145
BRS 260 x BRS 262 149 0,99 0 0,01 150

* %S: porcentagem de plantas sadias, % IM: porcentagem de plantas infectadas mais mortas
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Todos o0s cruzamentos foram submetidos ao mesmo critério de
inoculagdo e avaliagao dos experimentos anteriores. O cruzamento BRS 246RR x
BRS 260 foi avaliado duas vezes pela disponibilidade de sementes. Os dados

referentes ao teste do qui-quadrado podem ser vistos na tabela 6.

Tabela 6 — Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (F,) e
esperadas (F¢) de acordo com o padrao de segregagao proposto para a
geracdo F, apds a inoculacdo com P. sojae e teste do qui-quadrado (x?)
para cada cruzamento “RxS”.

Resistentes | Suscetiveis - Padrao de
Cruzamento 1L P .
Fo Fe Fo Fe segregacao
BRS 246RRxBRS 260 | 136 (13781 11 919 | 0,38 | 054 1901
BRS 246RRxBRS 260 | 139 (13594 & 906 | 110 | 0,29 1901
BRS 246RR xBRS 262 | 140 (14273 5 226 | 335 | 007 63.01

BRS 260 x BRS 262 149 14766 1 234 | 0,78 | 0,38 63.01

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade

Para o cruzamento BRS 246RR x BRS 260 foram identificados uma
grande quantidade de infectados na primeira avaliagdo, mas nenhum morto, no
entanto na segunda avaliagdo houve uma mudancga na distribuicdo dessas classes
com um maior numero de individuos mortos. O padrdo de segregagao de 15R:01S
nao foi rejeitado pelo teste de qui-quadrado (P<0,05), compativel com a presencga de
dois genes de resisténcia dominantes, segregando nesse cruzamento. Como houve
segregacao de dois genes, podemos concluir que a variedade BRS 246RR tém um
gene de resisténcia a P. sojae diferente da variedade BRS 260.

Os cruzamentos BRS 246RR x BRS 262 e BRS 260 x BRS 262
apresentaram um padrao e segregacao de 63 plantas resistentes para cada planta
suscetivel (63R:01S). Esse padrao de segregacgao indica a presenca de trés genes
de resisténcia segregando independentemente, sendo dois em uma variedade e um
em outra. Com base nos dados dos cruzamentos RxR, podemos concluir que os
genes pertencentes a variedade BRS 262 estdo em locos distintos em relagao aos
locos de cada uma das variedades BRS 246RR e BRS 260.
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CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos nos experimentos pode-se concluir que
para esse grupo de trés variedades, existem quatro genes Rps segregando
independentemente que podem ser explorados para desenvolvimento de novas
variedades resistentes a P. sojae, um em BRS 246RR, outro em BRS 260 e mais
dois na BRS 262.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para identificar quais sdo os genes presentes nessas variedades,
teste de alelismo entre as variedades e as fontes de resisténcia descritas devem ser
feitos, facilitando assim o uso racional desses genes para o controle genético da
doenca devido a caracteristica raca-especifica do patégeno.

Pode-se ressaltar que ndo existem maiores informagdes sobre a
ocorréncia e prevaléncia das racas de P. sojae nas diversas regides do Brasil.
Estudos nesse sentido devem ser feitos para o desenvolvimento de variedades
especificas para determinadas regioes.

Além das variedades apresentadas nesse trabalho a variedade
BRSMG 752S também foi avaliada para a resisténcia a P. sojae, no entanto os
resultados apresentados por essa variedade nao foram satisfatorios. A variedade
BRSMG 752S ¢é descrita como resistente a PRF, mas quando testada nao
apresentou uniformidade nos resultados. Em um primeiro teste, a variedade
mostrou-se resistente, sugerindo a segregacado de um gene dominante, com um alto
numero de plantas infectadas, o que ndo demostrava clareza nos dados. Quando
testado pela segunda vez, a variedade mostrou-se resistente, contudo a segregacgao
dos cruzamentos “RxS” e “RXR” sugeria a segregagdo de um gene recessivo.
Segundo Dorrance & Abney (2004), todos os genes de resisténcia sdo dominantes o
que exclui a possibilidade da resisténcia a PRF presente na variedade BRSMG 752S
ser originada de um gene recessivo. Novos testes serao feitos com essa variedade

para determinar a heranca da resisténcia.
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ANEXO A - Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (Fo) e
esperadas (Fe) de acordo com o padrdo de segregagao proposto para a
geracdo F, apés a inoculacdo com P. sojae e teste do qui-quadrado (x?)
para o cruzamento BRS 246RR x BRS 268.

Cruzamento Resistentes | Suscetiveis X2 P Proporcéo
Fo Fe Fo Fe
BRS 246RR x BRS 268 81 75,00 | 19 |25,00| 1,92 0,17 03:01
BRS 246RR x BRS 268 81 93,75 | 19 | 6,25 | 27,74 | 0,00 15:01
BRS 246RR x BRS 268 81 98,44 | 19 | 1,56 | 197,69 | 0,00 63:01

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade

ANEXO B—- Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (Fo) e
esperadas (Fe) de acordo com o padrédo de segregagao proposto para a
geracdo F, apds a inoculacdo com P. sojae e teste do qui-quadrado (x?)
para o cruzamento BRS 260 x BRS 268.
Cruzamento RFeOSISten:S SlliscetlvFe(les xz P Proporcéo
BRS 260 x BRS268 106 112,50 44 (37,50 1,50 0,22 03:01
BRS 260 x BRS268 106 |140,63| 44 | 9,38 | 136,41 | 0,00 15:01
BRS 260 x BRS268 106 |147,66| 44 | 2,34 | 752,12 | 0,00 63:01

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade

ANEXO C — Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (Fo) e
esperadas (Fe) de acordo com o padrao de segregacgao proposto para a
geracdo F, apés a inoculacdo com P. sojae e teste do qui-quadrado (x?)

para o cruzamento BRS 262 x BRS 268.

Cruzamento Resistentes | Suscetiveis xz p Proporcao
Fo Fe Fo Fe
BRS 262 x BRS 268 109 | 89,25 10 |29,75| 17,48 | 0,00 03:01
BRS 262 x BRS 268 109 |[111,56| 10 | 7,44 | 0,94 0,33 15:01
BRS 262 x BRS 268 109 (117,14 10 1,86 | 36,21 | 0,00 63:01

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade
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ANEXO D — Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (Fo) e
esperadas (Fe) de acordo com o padrdo de segregacao proposto para

a geragéo F, apds a inoculagdo com P. sojae e teste do qui-quadrado
(x°) para o cruzamento BRS 246RR x BRS 260.
Resistentes | Suscetiveis 2 ~
Cruzamento Fo Fe Fo Fo 4 P Proporcao
BRS 246RR xBRS 260 | 136 [110,25| 11 [36,75| 24,06 | 0,00 03:01
BRS 246RR xBRS 260 | 136 |137,81| 11 9,19 | 0,38 0,54 15:01
BRS 246RR x BRS 260 | 136 |144,70| 11 2,30 | 33,50 | 0,00 63:01

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade

ANEXO E — Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (Fo) e esperadas
(Fe) de acordo com o padrao de segregacao proposto para a geragao F»
apos a inoculagdo com P. sojae e teste do qui-quadrado ()(2) para o
cruzamento BRS 246RR x BRS 260.

Cruzamento RFe(:)S|stentFees ngcetlvlf'es xz P Proporcéo
BRS 246RR xBRS 260 | 139 |108,75 6 36,25| 33,66 | 0,00 03:01
BRS 246RR xBRS 260 | 139 |135,94 6 9,06 | 1,10 0,29 15:01
BRS 246RR xBRS 260 | 139 [142,73 6 2,27 | 6,25 0,01 63:01

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade

ANEXO F - Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (Fo) e
esperadas (Fe) de acordo com o padréao de segregacao proposto para a
geragao F, apds a inoculagdo com P. sojae e teste do qui-quadrado ()(2)
para o cruzamento BRS 246RR x BRS 262.

Cruzamento EiSISteT:t:S SléJoscetlvgles XZ P |Proporcéo
BRS 246RR x BRS 262 | 140 | 108,75 5 36,25 | 35,92 | 0,00 03:01
BRS 246RR x BRS 262 | 140 | 135,94 5 9,06 | 1,94 | 0,16 15:01
BRS 246RR x BRS 262 | 140 | 142,73 5 2,27 | 3,35 | 0,07 63:01

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade

ANEXO G- Numero de plantas resistentes e suscetiveis observadas (Fo) e
esperadas (Fe) de acordo com o padrdo de segregagao proposto para a
geracdo F, apds a inoculacdo com P. sojae e teste do qui-quadrado (x?)
para o cruzamento BRS 260 x BRS 262.
Cruzamento Es&stenlt:is SFuoscetl\I/:tzs XZ P Proporcao
BRS 260 x BRS 262 149 | 112,50 1 37,50 | 47,37 | 0,00 03:01
BRS 260 x BRS 262 149 | 140,63 1 9,38 | 7,98 | 0,00 15:01
BRS 260 x BRS 262 149 | 147,66 1 2,34 | 0,78 | 0,38 63:01

* Fo: Frequéncia observada; Fe: Frequéncia esperada; P: probabilidade




