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RESUMO

A ferrugem asiatica da soja causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi é a principal
doenca da sojicultura no Brasil. Esse patdgeno se caracteriza por apresentar uma ampla
gama de hospedeiros. O objetivo desse trabalho foi avaliar as reacdes de 10 acessos de
plantas leguminosas apo6s inoculacdo de P. pachyrhizi. Espécies de crotaléria
(Crotalaria spectabilis, C. juncea e C. ochroleuca), calopogonio (Calopogonium
mucunoides), pueraria (Pueraria phaseoloides) e soja perene (Neonotonia wightii)
foram desafiadas com o isolado monopostular PPUFV02 de P. pachyrhizi efetuando-se
as avaliacbes fenotipicas e microscopicas das reacBes observadas. Os acessos de
calopogbnio (CAL-0041 e CAL-0042) e soja perene (SP-0052) foram uniformemente
suscetiveis, enquanto os acessos de C. juncea (CJ-0071) e de C. spectabilis (CS e CE-
0062) foram imunes. Ja os acessos de C. ochroleuca (CO-1, CO-2 e CO-0081) foram
altamente resistentes, com a presenca de pontos necréticos nos tecidos inoculados.
Observou-se variabilidade de reacdo entre plantas do acesso de pueréria (PU-0132) com
a identificacdo de plantas resistentes e suscetiveis dentro do acesso avaliado. A
avaliacdo fenotipica foi confirmada pelas analises microscépicas. Nas plantas imunes
observou-se a germinacdo dos esporos e auséncia de crescimento micelial nos tecidos
vegetais, enquanto que nas suscetiveis observou-se germinacao, crescimento de micélio
e formacdo de estruturas reprodutivas (urédias). Esses resultados demonstram que
plantas de calopogbnio e soja perene podem ser fontes de indculo de P. pachyrhizi no
campo. A existéncia de plantas resistentes e suscetiveis dentro do acesso de pueréria
estudado permitira a realizacdo de estudos genéticos visando determinar a base genética
da resisténcia do acesso PU-0132 ao isolado PPUFV02.

Palavras-chave: Leguminosas; Phakopsora pachyrhizi; Resisténcia, Microscopia.



1. INTRODUCAO

1.1. Aculturadasoja

A soja cultivada (Glycine max (L.) Merrill) € uma leguminosa pertencente a
familia Fabaceae tendo seu centro de origem na costa leste da Asia. As espécies
silvestres de soja sdo plantas rasteiras encontradas principalmente ao longo do rio
Yangtse da China, que vem sendo submetida a um processo de domesticacdo e
melhoramento (EMBRAPA SOJA, 2017).

A soja foi levada para os jardins botanicos europeus no final do século XV, mas
somente no inicio do século XX é que o grao despertou o interesse das industrias devido
ao seu alto teor de Gleo e proteinas (EMBRAPA SOJA, 2017). Possivelmente, devido as
condicBes climéticas adversas, paises como Russia, Inglaterra e Alemanha inicialmente
ndo obtiveram sucesso no cultivo (EMBRAPA SOJA, 2017). O cultivo em escala
comercial iniciou-se nos Estados Unidos nos primérdios do século XX, mas foi em
1921 que a cadeia produtiva da soja se consolidou com a criacdo da American Soybean
Association (ASA) (APROSOJA BRASIL, 2017).

Dados historicos apontam para 1882 como a chegada da soja no Brasil, apds a
instalacdo de ensaios experimentais no estado da Bahia. Porém data de 1901 o marco
principal da cultura em ambito nacional devido ao inicio dos cultivos na Estacdo
Agrondmica de Campinas e a distribuicdo de sementes para 0s produtores paulistas
(BONATO & BONATO, 1987).

Em 1914 a cultura finalmente chega ao Rio Grande do Sul, onde se adaptou
devido as semelhancas das variaveis climaticas locais em relacdo as regiGes produtoras
dos Estados Unidos (BEZERRA et al., 2015; APROSOJA BRASIL, 2017). A
introducdo da soja na agricultura brasileira como cultura de verdo em opcdo ao trigo,
que até entdo era a principal cultura no sul do Brasil, foi de grande importancia para a
expansao do setor de criacdo de aves e suinos. A utilizacdo da soja para producdo de
farelo foi tdo importante que no ano de 1966 a produgdo nacional chegou a
aproximadamente 500 mil toneladas (EMBRAPA, 2017).

Decorrente do aumento das industrias e da demanda internacional de gréos,
aliado ao desenvolvimento de novas variedades adaptadas aos diferentes climas das

regibes brasileiras, a sojicultura obteve um grande crescimento a partir da década de 70.



Desta forma, devido a incorporagdo de regides como a centro-oeste, a soja tornou-se
uma das culturas mais importantes para o agronegdcio brasileiro (APROSOJA
BRASIL, 2017).

1.2. Importancia econémica

Atualmente, os trés maiores produtores mundiais de soja sdo Estados Unidos,
Brasil e Argentina (EMBRAPA SOJA, 2017). O Brasil destaca-se como o segundo
maior produtor com uma area plantada prevista para a safra 2016/2017 de 33,9 milhdes
de hectares (ha) atingindo uma produtividade de 3.338 kg/ha e producgéo de 113 milhdes
de toneladas. Dentre os estado produtores destaca-se 0 Mato Grosso, com uma producéo
de 30,5 milhdes de toneladas, seguido por Parana e Rio Grande do Sul (CONAB, 2017).

A cadeia produtiva da soja é de extrema importancia do ponto de vista socio-
econdmico nacional, visto que em 2011 gerou em torno de 1,5 milhdo de empregos em
17 estados do pais, além de ter movimentado cerca de 24 bilhdes de ddlares devido a
exportacdo de graos, farelo e 6leo (ABIOVE, 2017).

Como em todas as espécies cultivadas, fatores bidticos e abioticos podem
prejudicar o desempenho das plantas em condigdes de campo reduzindo sua capacidade
produtiva. Dentre os fatores bidticos que acometem a cultura da soja destacam-se as
doencas que, de forma geral, ocasionam perdas médias que variam de 15 a 20% da
producio (TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE SOJA, 2014).

1.3. Doencas da soja

No Brasil, aproximadamente 40 doencas ocorrem nas lavouras de soja, sendo
essas causadas por fungos, bactérias, nematoides ou virus (TECNOLOGIAS DE
PRODUCAO DE SOJA, 2014). E valido ressaltar que esse nimero tende a receber um
acréscimo devido a opcéo pela monocultura em alguns polos produtores, constante risco
da introdugdo de novos patdgenos no pais e expansao das areas produtoras (MATSUO
etal., 2015).

As principais doencas que acometem a cultura da soja sdo: ferrugem asiatica,
oidio, mofo-branco, podriddo-de-carvao, podriddo radicular de Phytophthora, mancha-
alvo, mela, cancro-da-haste, além das doencas provocadas por nematoides (MATSUO
etal., 2015).



Dentre as doencas foliares mais agressivas destaca-se a ferrugem asiatica da soja
(FAS) (SINCLAIR & HARTMAN, 1999). A FAS atua diretamente sobre a capacidade
produtiva dessa cultura, uma vez que reduz sua atividade fotossintética devido a
desfolha prematura decorrentes da destruicdo do tecido foliar (ANDRADE &
ANDRADE, 2002). Como resultado da acao de duas espécies do género Phakopsora, a
soja pode vir a desenvolver dois tipos de ferrugens: a americana causada por P.
meibomiae, ou a asidtica que tem como agente causal o fungo P. pachyrhizi
(CONSORCIO ANTIFERRUGEM, 2017).

1.4.  Ferrugem Asiatica da Soja (FAS)

Originaria da Asia, a FAS foi observada pela primeira vez no Paraguai em
mar¢o de 2001 e rapidamente se disseminou pela América do Sul. No Brasil seu
primeiro relato foi no estado do Paranid e atualmente se encontra amplamente
disseminada em todas as regifes produtoras de soja do pais (YORINORY &
LAZZAROTTO, 2004). Nos EUA, lider mundial na producdo de soja, a FAS s6 foi
descrita no ano de 2004 (SHNEIDER et al., 2005).

A espécie P. pachyrhizi é pertence ao filo Basidiomicetes, ordem Uredinales e
familia Phakopsoraceae. P. pachyrhizi € um fungo biotréfico que foi descrito com base
em sua fase telial. Caracteristicas morfoldgicas, juntamente com analises de DNA da
regido ITS e PCR em tempo real sdo os principais métodos de distin¢do entre 0s
patdégenos causadores da ferrugem asiatica e americana (FREDERICK et al., 2002;
TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE SOJA, 2014; CONSORCIO
ANTIFERRUGEM, 2017).

Amplamente disseminado pelas regides produtoras de soja do mundo, o agente
etiolégico da FAS é disperso pelo vento. Quando em condi¢cBes Otimas de
desenvolvimento, ou seja, periodos longos de molhamento foliar e temperaturas
variando de 18 a 26,5°C, as perdas podem chegar até 90% de produtividade em lavouras
comerciais (TECOLOGIAS DE PRODUCAO DE SOJA, 2014). O efeito da doenca é
tdo devastador que somente na safra 2013/14 foram gastos cerca de 2,2 bilhGes de
ddlares com defensivos para controle desse fungo (CONSORCIO ANTIFERRUGEM,
2017).



1.4.1. Sintomatologia

Os sintomas da FAS sdo caracterizados inicialmente pela presenca de pequenas
pontuacdes (1-2 mm de didmetro) de coloracdo verde-acinzentada e formacdo de
pequenas saliéncias na face abaxial das folhas. Com o passar do tempo, as urédias,
estruturas em forma de vulcdo com um pequeno orificio, surgem nas lesbes por onde
sdo liberados os ureddsporos (YORINORI et al., 2005). As lesbes adquirem formato
angular e podem ocorrer em toda as partes vegetativas da planta e em qualquer estadio
fenologico (HENNING et al., 2014). A doenca tem fluxo ascendente, ou seja, evolui das
porgdes baixeiras das plantas, onde se encontram as folhas mais velhas, em dire¢éo ao
seu apice (MATSUO et al., 2015).

Com o decorrer da doenca, 0s gendtipos de soja podem apresentar trés respostas
visuais a inoculacdo do fungo sendo elas: IR (imune response), ou seja, resposta imune;
lesbes RB (reddish-brown), tipicas de resisténcia parcial; ou lesdes TAN, que é
caracteristica de plantas suscetiveis ao patégeno (MILES et al., 2011; MATSUO et al.,
2015).

1.5. Estratégias de controle

A FAS exige uma série de medidas para que seu controle seja eficaz (SOARES
et al., 2004). Em busca de menores perdas em decorréncia da doenca tém sido
recomendado a ado¢do de medidas como: utilizacdo de cultivares precoces, semeadura
no inicio da época recomendada para cada regido e o constante monitoramento da
lavoura entre outras (BARROS et al., 2008; TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE
SOJA, 2014). A forma de controle mais utilizada é o controle quimico (SOARES et
al.,2004; BARROS et al., 2008). O controle quimico é realizado com pulverizacdes de
misturas dos fungicidas, principalmente, da classe dos triazois e estrobilurinas
(GODOQY et al., 2016). De acordo com Andrade e Andrade (2002), a utilizacdo de
fungicidas é eficiente desde que as aplica¢fes sejam realizadas no inicio da infeccéo.
Segundo Barros et al. (2008), o controle quimico da FAS ocasiona maior peso de
sementes, menor porcentagem de abortamento de vagens e aumento no ciclo da cultura.

Buscando reduzir as fontes de indculo de P. pachyrhizi e interromper seu ciclo,

ja que se trata de um fungo biotréfico, foi criado o vazio sanitario. Essa normativa



adotada em 11 estados brasileiros e o Distrito Federal determina um periodo de 60 a 90
dias sem soja no campo (EMBRAPA SOJA, 2017). Outra medida adotada por Goiés,
Mato Grosso, Parana e Tocantins foi a criacdo de um calendario de plantio tendo como
objetivo principal a reducdo do nimero de aplicac6es de fungicidas (EMBRAPA SOJA,
2017).

A utilizagdo de cultivares com resisténcia durdvel a P. pachyrhizi ¢ a alternativa
mais interessante e desejavel para o controle da FAS, tanto do ponto de vista econémico
como ambiental (Garcia et al.,, 2008). Atualmente a resisténcia especifica a P.
pachyrhizi é conhecida e oito locos foram mapeados recebendo a sigla Rpp (Resistance
to Phakopsora pachyrhizi) e sédo eles: Rppl (MCLEAN & BYTH, 1980), Rpp2
(BROMFIELD et al., 1980a), Rpp3 (BROMFIELD et al., 1980b; HARTWIG &
BROMFIELD, 1983), Rpp4 (HATWIG, 1986), Rpp5 (GARCIA et al., 2008), Rpp6 (LI
et al. 2012), Rpp1-b (KIM et al. 2012) e Rpp? (Hyuuga) (MONTEROS et al., 2006). E
valido ressaltar que ao longo dos anos relativo sucesso foi obtido na obtencdo de
cultivares resistentes a FAS, porém devido a variabilidade genética dos isolados de P.
pachyrhizi existentes esse se torna um grande desafio a ser superado (ROSA, 2016).

Atualmente sdo conhecidos 158 hospedeiros de P. pachyrhizi e os exatos limites
dessa gama de hospedeiros ainda é desconhecida (SLAMINKO et al., 2008). E possivel
que algumas dessas espécies hospedeiras sejam importantes fontes de resisténcia a
ferrugem asiatica em soja, como ja demonstrado para o feijado guandi (Cajanus cajan)
(Kawashima et al., 2016). Esses autores identificaram e clonaram o gene de resisténcia
CcRpp01 capaz de conferir resisténcia aos 77 isolados de P. pachyrhizi coletados em
diferentes regides produtoras do Brasil, a dois isolados americanos e 01 isolado
originario do Japdo. Esse gene foi capaz de conferir resisténcia a P. pachyrhizi quando
transferido para soja, corroborando a utilidade de outras espécies de leguminosas como
fontes de resisténcia para a ferrugem asiatica em soja. Essa possibilidade ¢é fortalecida
por observacBes de campo, onde ndo se observa a ocorréncia da ferrugem asiatica em
plantas de outras espécies de leguminosas localizadas proximo ao campos de soja
severamente atacados pelo patégeno.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo da resisténcia ao
fungo Phakopsora pachyrhizi em 10 acessos de seis espécies da familia Fabaceae,
visando identificar fenotipos contrastantes dentro ou entre 0s acessos analisados que
permitam a realizacdo de estudos genéticos visando determinar a base genética da

resisténcia e futuros estudos de clonagem de novos genes de resisténcia.



2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Material genético

Foram avaliados 10 acessos de plantas pertencentes a seis espécies da familia

Fabaceae quanto a resisténcia ao isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo de plantas submetidas a inocula¢do com o isolado PPUFV02.

ACesso Espécie Total de plantas
PU-0132 Pueraria phaseoloides 10
SP-0052 Neonotonia wightii 10

CAL-0041 Calopogonium mucunoides 10
CAL-0042 Calopogonium mucunoides 10

CJ-0071 Crotalaria juncea 10

CE-0062 Crotalaria spectabilis 10

CS Crotalaria spectabilis 10
CO-1 Crotalaria ochroleuca 10
CO-2 Crotalaria ochroleuca 10
C0O-0081 Crotalaria ochroleuca 10

2.2.  Inoculacdo e avaliacdo fenotipica da resisténcia

Vinte sementes de cada espécie foram semeadas em vasos de 1L contendo areia.
Apdbs a germinacado das sementes, 10 plantulas de cada espécie foram transplantadas em
vasos de 0,5 L contendo uma mistura de solo e substrato em uma propor¢do de 4:3
(v/v). Apos as folhas unifolioladas estarem completamente expandidas, as plantas foram
submetidas a inoculagdo com o isolado monopustular PPUFV02 a uma concentragdo de
5x10% ureddésporos/mL. Os ureddsporos foram coletados e utilizados frescos para a
preparacdo da suspensdo que continha agua destilada e Tween 20 (0,01%; v/v). A
inoculacéo foi realizada utilizando atomizador de ar direto e a suspensdo foi projetada
na face abaxial das folhas.

Ap0s a inoculacdo, as plantas foram mantidas por 12 h em cdmara de nevoeiro a
25 °C no escuro, sendo posteriormente transferidas para cdmara de crescimento a 25 °C
e avaliadas aos 7, 10 e 14 dias ap0s a inoculagdo (DAI). Para a avaliagdo fenotipica das
plantas foi utilizada uma escala diagramatica (Figura 1) com notas variando de 0 a 4 de
acordo com a severidade das les6es. Plantas que obtiveram notas inferiores ou iguais a 2

foram consideradas resistentes.
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Efetuou-se a avaliacdo em lupa estereoscopica (ZEISS Discovery V8) e em
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Figura 1. Escala diagramatica para avaliacdo da ferrugem asiatica.

2.3.  Analises de microscopia

microscopio de fluorescéncia Olympus BX53F. Para a realizacdo da analise fenotipica
empregando-se microscopia de fluorescéncia foram retirados de plantas selecionadas
trés discos de tecido foliar lesionados e sadios que foram processados utilizando-se o
procedimento descrito por Ayliffe et al. (2013). Os discos foram colocados em tubos
plasticos de 15 mL contendo 10 mL de KOH 1M e SILVET L-77 Ag, huma propor¢édo
de 9,998 mL.: 2 pL, respectivamente. Os tubos foram identificados e mantidos em estufa
a 37 °C. Apds 24 horas de incubacdo, a solucdo foi descartada e trocada por 12 mL de
Tris-HCI 50mM e os tubos mantidos em geladeira para conservagdo. Vinte e quatro
horas antes da realizacdo da microscopia, a solucéo de Tris-HCI 50mM foi substituida
por 800 pL de Tris-HCI 50mM + 200 pL de aglutinina de gérmen de trigo (WGA)
conjugada com o fluorocromo FITC; a aglutinina € uma lecitina que se liga
especificamente a quitina presente na parede celular das estruturas fungicas. Os tubos
foram protegidos da luz com o auxilio de papel aluminio e mantidos a temperatura

ambiente até a observacéo ao microscopio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de soja da variedade Conquista usadas como controle apresentaram
lesbes do tipo TAN e esporulacdo tipica de reacdo de suscetibilidade. Tais resultados
comprovam a viabilidade dos esporos utilizados na preparacéo da suspenséo e eficiéncia

da inoculag&o.



Os dois acessos de calopogénio (CAL-0041 e CAL-0042) foram suscetiveis ao
isolado monopustular PPUFV02 obtendo nota maxima na escala de avaliagdo aos 14
DAI, observou-se queda das folhas sintométicas em algumas das plantas inoculadas
(Tabela 2). Esses resultados indicam que essa espécie pode ser uma importante fonte de
indculo do patdgeno em condicBes de campo, corroborando os resultados de Slaminko
et al. (2008).

Dentre 0s acessos de crotaléria, 0s Unicos que apresentaram algum tipo de leséo
foliar, em decorréncia do isolado PPUFV02, foram os de C. ochroleuca. Mesmo com a
presenca dessas lesbes 0s acessos se enquadraram na categoria resistente, ou seja, nota
inferior a 2. As demais crotaldrias se mostraram imunes ao isolado ndo apresentando
nenhum tipo de alteragdo macroscopica (Tabela 3). Considerando o elevado nivel de
resisténcias dessas espécies, seria interessante avaliar um maior nUmero de acessos em
cada espécie para identificar plantas suscetiveis que pudessem ser cruzadas com as
plantas imunes visando a obtencdo de populacfes segregantes para determinar o
controle genético da resisténcia. Caso a resisténcia seja monogeénica, talvez seja possivel
mapear e clonar o gene de resisténcia e transferi-lo para a soja, da mesma forma que foi
feita para o gene CC-Rpp01 de Cajanus cajan por Kawashima et al. (2016).

As plantas de soja perene apresentaram reacdes de suscetibilidade ja na primeira
avaliacdo (7 DAI), porém com desuniformidade entre plantas (Tabela 3). Aos 14 DAI
todas apresentaram, de forma homogénea, elevado numero de lesGes no limbo foliar e
principio de esporulacdo, demonstrando a sua alta suscetibilidade ao isolado PPUFV02.
Esses resultados demonstram que essa espécie € uma importante fonte de in6culo
primario de P. pachyrhizi, uma vez que é frequentemente encontrada em beiras de
estradas e/ou como vegetacao de protecdo de barrancos.

Foram identificadas plantas resistentes e suscetiveis no acesso PU-0132 de
Pueréria (Tabela 3). Foram observadas plantas com reacdes em ambos 0s extremos, ou
seja, elevado numero de lesdes foliares conferindo a essas plantas a nota méaxima na
escala proposta e plantas imunes ao isolado recebendo por sua vez a nota zero. A
disponibilidade de plantas com reacfes diferentes permitira a obtencdo de populagdes
segregantes para estudo da heranca da resisténcia nessa espécie e estudos visando a
identificacdo do gene e sua clonagem, conforme anteriormente j& destacado para o caso

das crotalarias.



Tabela 2. Reacdo de diferentes acessos de espécies de leguminosas ao isolado

PPUFVO02.

Espécie

Gendtipo/planta

Avaliagéo final

Pueraria phaseoloides

PU-0132-1
PU-0132-2
PU-0132-3
PU-0132-4
PU-0132-5
PU-0132-6
PU-0132-7
PU-0132-8
PU-0132-9
PU-0132-10
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Calopogonium mucunoides

CAL-0041-1
CAL-0041-2
CAL-0041-3
CAL-0041-4
CAL-0041-5
CAL-0041-6
CAL-0041-7
CAL-0041-8
CAL-0041-9
CAL-0041-10

Crotalaria juncea

CJ-0071-1
CJ-0071-2
CJ-0071-3
CJ-0071-4
CJ-0071-5
CJ-0071-6
CJ-0071-7
CJ-0071-8
CJ-0071-9
CJ-0071-10

Crotalaria spectabilis

CS-1
CS-2
CS-3
CS-4
CS-5
CS-6
CS-7
CS-8
CS-9
CS-10

Crotalaria ochroleuca

CO-2-1
CO-2-2
CO-2-3
CO-2-4
CO-2-5
CO-2-6
CO-2-7
CO-2-8
CO-2-9
CO-2-10
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Tabela 2. Reacéo de diferentes acessos de espécies de leguminosas ao isolado
PPUFVO02. (Continuacéo)

Espécie Gendtipo/planta Avaliacao final

SP-0052-1 4
SP-0052-2
SP-0052-3
SP-0052-4
SP-0052-5
SP-0052-6
SP-0052-7
SP-0052-8
SP-0052-9
SP-0052-10

Neonotonia wightii

CAL-0042-1
CAL-0042-2
CAL-0042-3
CAL-0042-4
CAL-0042-5
CAL-0042-6
CAL-0042-7
CAL-0042-8
CAL-0042-9
CAL-0042-10

Calopogonium mucunoides

CE-0062-1
CE-0062-2
CE-0062-3
CE-0062-4
CE-0062-5
CE-0062-6
CE-0062-7
CE-0062-8
CE-0062-9
CE-0062-10

Crotalaria spectabilis

CO-1-1
CO-1-2
CO-1-3
CO-1-4
CO-1-5
CO-1-6
CO-1-7
CO-1-8
CO-1-9
CO-1-10

Crotalaria ochroleuca

CO-0081-1
CO-0081-2
CO-0081-3
CO-0081-4
CO-0081-5
C0O-0081-6
CO-0081-7
C0O-0081-8
C0O-0081-9
C0O-0081-10

Crotalaria ochroleuca

O O P OO0 0000 RrRrROOOPFrRrR oOoOPFr oOooOo oo ococoocoocoo|ldAbdpbdppbdppbdppbdppbdpbdbpbdbpbdpbdpbdpbdpbdpbddbddbd2pDbd>-D>
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As avaliagdes fenotipicas foram confirmadas pela analise em lupa estereoscopica
aos 16 DAI (Figura 02). Observou-se plena esporulacdo na soja (conquista) e em soja
perene. Nos acessos de calopogonio foi possivel a observacdo de urédias em inicio de
esporulacdo. Os demais acessos apresentavam apenas lesdes necréticas ou reacdo de
imunidade (Figura 2).

Figura 2. Reacbes de diferentes acessos de espécies de leguminosas ao isolado
PPUFVO02 aos 16 DAL (A) Crotalaria ochroleuca C0-2, (B) Crotalaria ochroleuca CO-
1, (C) Crotalaria ochroleuca C0-0081, (D) Crotalaria spectabilis CE-0062, (E)
Crotalaria juncea CJ-0071, (F) Crotalaria spectabilis CS, (G) Calopogonium
mucunoides CAL-0041, (H) Calopogonium mucunoides CAL-0042, (1) Pueraria
phaseoloides PU-0132-5, (J) Pueraria phaseoloides PU-0132-1, (K) Neonotonia
wightii SP-0052, (L) Glycine max.

Os resultados das avaliagdes foram também corroborados pelas anélises
microscopicas. O Corante WGA-FITC tem afinidade pela quitina, componente da
parede celular das diferentes estruturas do fungo, permitindo uma andlise detalhada do
processo de germinacédo, penetracdo, colonizacdo e esporulagéo (Figuras 3 e 4).

Os materiais de soja e soja perene foram altamente suscetiveis ao isolado
PPUFV02 tendo presenca nitida de sintomas e sinais nas avaliacBes visuais e com
auxilio de lupa. Quando observadas ao microscopio a suscetibilidade foi confirmada
com a presenca de crescimento micelial e urédias no tecido do hospedeiro em
avaliacdes aos 7 e 10 DAI. Quando inoculado em soja (conquista), o isolado foi mais
agressivo sendo visivel a presenca de urédias esporulantes aos 10 DAI (Figura 3K e
3L). Também foi observado para os acessos de calopogbnio a formacdo do tubo
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germinativo e crescimento micelial no tecido foliar aos 7 DAI (Figura 3C). Aos 10 DAI
observou-se tanto o crescimento micelial quanto a formacdo de urédias o que confirma a

suscetibilidade dos acessos de calopogonio ao isolado PPUFV02 (Figuras 3E, 3F e 3G).

Figura 3. Analise microscopica das reacdes dos gendtipos de leguminosas ao isolado
PPUFVO02 de P. pachyrhizi aos 7 e 10 DAI. (A) Crotalaria ochroleuca C0-0081 7 DAL,
(B) Crotalaria ochroleuca C0-0081 10 DAI, (C) Calopogonium mucunoides CAL-0041
7 DAI, (D) Calopogonium mucunoides CAL-0041 10 DAI, (E) Calopogonium
mucunoides CAL-0042 7 DAI, (F) Calopogonium mucunoides CAL-0042 10 DAI, (G)
Pueraria phaseoloides PU-0132-1 7 DAI, (H) Pueraria phaseoloides PU-0132-1 10
DAI, (1) Neonotonia wightii SP-0052 7 DAI, (J) Neonotonia wightii SP-0052 10 DA,
(K) Glycine max 7 DAL, (L) Glycine max 10 DAL.

A anélise microscépica das folhas inoculadas dos acessos de C. juncea e C.
spectabilis evidenciou a germinacdo dos esporos e auséncia de crescimento micelial
(Figura 4D, 4E e 4F), corroborando o fen6tipo macroscopico de imunidade observado
tanto aos sete quanto aos 10 DAI.

Nos trés acessos de C. ochroleuca observou-se a presenca de esporos
germinados e a penetracdo do patégeno no tecido vegetal, sendo o processo de
colonizagdo observado por meio do crescimento micelial aos 10 DAI. Esse resultado é
condizente com a observacdo de pontos necréticos indicativos de um crescimento

micelial limitado nos tecidos penetrados (Figuras4A, 4B e 4C).
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Figura 4. Analise microscopica das reacdes dos genotipos de leguminosas imunes ao
isolado PPUFV02 de P. pachyrhizi aos 7 e 10 DAI. (A) Crotalaria ochroleuca C0-2 7
DAI, (B) Crotalaria ochroleuca C0-2 10 DAI, (C) Crotalaria spectabilis CE-0062 7
DAI, (D) Crotalaria spectabilis CE-0062 10 DAI, (E) Crotalaria juncea CJ-0071 7
DAI, (F) Crotalaria juncea CJ-0071 10 DAI, (G) Pueraria phaseoloides PU-0132-5 7
DAI, (H) Pueraria phaseoloides PU-0132-5 10 DAI.

Em pueréria observou-se um aumento do numero de lesbes no tecido foliar ao
longo do tempo com notas 3 e 4 para os tempos de 7 e 10 DAI, respectivamente
(Figuras 3G e 3H). Ja na planta PU-0132-5, observou-se a presenca de esporos
germinados sem haver colonizacao do tecido foliar aos 7 e 10 DAI (Figura 4G e 4H).
Esses resultados confirmam que o fenétipo de imunidade observado néo ocorreu devido
ao escape durante a inoculacdo e enfatizam a existéncia de variabilidade genética para
resisténcia ao isolado PPUFV02 dentro do acesso PU-0132. Portanto, é possivel a
realizacdo de estudos adicionais visando o desenvolvimento de populacdes segregantes

para determinar a heranca da resisténcia do acesso PU-0132.
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4. CONCLUSOES

Os dois acessos CAL-0041 e CAL-0042 de Calopogonioeo acesso SP-0052 de
soja perene foram uniformemente suscetiveis ao isolado PPUFV02.

Os acessos CJ-0071 de Crotalaria juncea, CS e CE-0062 de Crotalaria
spectabilis foram imunes ao isolado PPUFV02.

Alto nivel de resisténcia ao isolado PPUFV02, com a ocorréncia de pontos
necrdticos, foi observada nos acessos CO-1, CO-2 e CO-0081 de Crotalaria
ochroleuca.

Plantas resistentes e suscetiveis ao isolado foram identificadas no acesso PU-
0132 de Pueraria phaseoloides, o que permitird o desenvolvimento de
populacdes segregantes para estudos da heranca da resisténcia.

As anéalises fenotipicas macroscopicas foram confirmadas pelas anélises
microscopicas, demonstrando também a eficiéncia da inoculacdo e avaliacdo
macroscopica.

Confirmou-se que a soja perene pode ser uma importante fonte de in6culo de P.
pachyrhizi no campo, dado a sua elevada suscetibilidade ao patégeno.

Pueraria phaseoloides também pode ser uma fonte de indculo de P. pachyrhizi
no campo, pois algumas plantas do acesso PU-0132 permitiram a esporulacéo do

patdgeno.
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