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“Ha circunstincias na vida em que a
dignidade humana pode exigir grandes
sacrificios, isto & heroismo. Ninguém tem
autoridade moral para exigir do outro um
comportamento heréico. Cada um de nés tem essa
obrigacio, ndo porque outros lhe pecam ou
censurem se ndo fizer, mas porque as proprias
coisas the pedem, pede-o, sobretudo a dignidade
humana. A historia de todas as culturas esta cheia
de gestos exemplares deste tipo, fora do normal
estatistico. Mas estas escolhas podem surgir na
vida de todos os homens, em circunstancias

normais”.
; uan Luis Lorda
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RESUMO

SOUSA. Patricia Ferreira Cunha. Identifica¢io molecular e inducdo de télia
no patossistema Phakopsora pachyrhizi-Soja. Lavras: UFLA. 2005, 34p.
Dissertacio — Mestrado em Fitopatologia).'

A soja [Glycine max (L.) Merrill] hoje cultivada ¢ muito diferente de seus
ancestrais, que eram plantas rasteiras, originadas do leste Asidtico. Com a
extensdo das dreas de cultivo dessa leguminosa, a ferrugem da soja tornou-se um
sério problema a cultura. Essa doenga ¢ causada por duas espécies: Phakopsora
pachyrhizi, a “Asidtica” e P. meibomiae, a “Americana”. P pachyrhizi €
conhecida por reduzir drasticamente os rendimentos de produgdo e sua rdpida
expansio estd causando perdas severas no campo, fazendo deste patégeno foliar
o mais destrutivo dentre os que infectam a soja, com impacto na producao de
soja no Brasil e no mundo. Devido a falta de informagdes precisas sobre as
espécies causadoras de ferrugem da soja no Brasil e no estado de Minas Gerais,
este trabalho teve como objetivo caracterizar urediniésporos de ferrugem da
soja, em folhas coletadas nas regiGes produtoras no estado de Minas Gerais por
métodos moleculares e também estudar a indugdo de télia por este pat6geno em
diferentes temperaturas. A caracterizagdo molecular feita por meio de PCR com
os “primers” especificos Ppm1/Ppa2 para P. pachyrhizi e Ppm!/Pme2 para P.
meibomiae, mostrou que todas as 86 amostras coletadas no estado de Minas
Gerais foram da espécie P. pachyrhizi. Para a indugdo de télia foram usadas trés
diferentes camaras de crescimento vegetal com temperaturas: de 10°C, 15°C e
20°C e duas cultivares de soja, Pintado e Uirapuru. As plantas foram inoculadas
aos 30 dias ap6s plantio e, apds sete dias foram colocadas na camara de
crescimento vegetal com as temperaturas citadas. As leituras tiveram inicio apos
15 dias da transferéncia das plantas para cada cimara. As observacoes foram
feitas em microscopio estereoscopio a cada cinco dias e, para qualquer lesao
suspeita, eram feitos cortes em micrétomo de mesa e analisados em microscopio
de luz. Aos 25 dias apés o inicio das leituras houve, o aparecimento de télia na
cimara de crescimento a 15°C na cultivar Uirapuru, e aos 30 dias na cultivar
Pintado, respectivamente, confirmada com cortes finos do material fresco e
observa¢io ao microscopio de luz com aumento de 400x e microscopio
eletronico de varredura. Observaram-se dois tipos de télias, tendo as
arredondadas a elipticas com espessura média de 77um e comprimento de
35,25um, e camada apical de 1,42um, predominaram na cultivar Uirapuru e as
alongadas com espessura média de 127,33um e comprimento de 41,33um, e

' Comité de Orientacdo: Hildrio Anténio de Castro — UFLA (Orientador): Eduardo Alves
— UFLA (Co-orientador).



camada apical de 1,9um predominado na cultivar Pintado. O formato dos
teliésporos também variou entre as cultivares, havendo predomindncia do
formato mais clavado na cultivar Pintado, com medidas de 6,97um de largura e
14,91pm de comprimento e um formato mais arredondado no cultivar Uirapuru

com 7,02um x 10,02um de comprimento.



ABSTRACT

SOUSA, Patricia Ferreira Cunha. Molecular identification and telia induction
in the patosystem Phakopsora pachyrhiz Soybean. 2005. 54p. Dissertation
(Master in Phytopathology - Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil)'

The soybean [Glycine max (L.) Merrill] crops currently cultivated present
significant differences its ancestrals, originated in Asian east region. With the
extension of cultivating areas of that leguminous the soybean rust became a
serious problem to the farmers. That disease is caused by two species:
Phakopsora pachyrhizi, the “Asian” and to P. meibomiae, the “American”. P.
pachyrhizi is known by reducing the production drastically and its fast
expansion has been causing severe losses in the field, meaning that such
pathogen is one of the most destructive to soybean with impact in the soybean
production in Brazil and in the world. Due to the lack of information on the
species causing soybean rust in Brazil and Minas Gerais State, this work had as
objective to characterize soybean rust uredospores, in leaves collected in
producing areas in the State of Minas Gerais by molecular methods also to study
the induction of the telia by this pathogen on different temperatures. The
molecular characterization done through PCR with the specific primers
Ppmi/Ppa2 for P. pachyrhizi and Ppmi1/Pme2 for P. meibomiae, showed that all
the 86 samples collected in the State of Minas Gerais were of the species P.
pachyrhizi. For the induction of the télia 3 differents growth chambers with
temperatures of 10°C, 15°C and 20°C and two cultivate of soybean, Pintado and
Uirapuru were used. The plants were inoculated 30 days after sown and after 7
days of the inoculation they were placed in the growth chamber with the
mentioned temperatures. The evaluations had beginning after 15 days
transference for each camera, the observations were made in microscope
stereoscope every five days, and for any lesion suspects it was made cuts in table
microtome, and analyzed in light microscope. At 25 days after started the
readings was observed telias in leaves from growth chamber with 15°C in the
cultivar Uirapuru, and to the 30 days in cultivar Pintado, respectively. It was
confirmed with fine cuts of the fresh material and observation to the light
microscope with increase of 400x and scanning electron microscope two types
of telia were observed, one round-elliptical with width of 77 pm and length of
35.25 pm and apical layer of 1.42 um, on cultivar Uirapuru, the other type
measuring 127.33 pm of width and 41.33 pm length with apical layer of 1.9 um

I Guidance Committee: Hildrio Antdnio de Castro — UFLA (Major Professor); Eduardo
Alves — UFLA (Co-adviser).
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of the cultivar Pintado. The shape of the teliospore also varied among the
cultivars, in the cultivar Pintado clave shape spores were more frequent
measuring 6.97 pm of width and 14.91 pm of length. In the cultivar Uirapuru
teliospores were rounder with size 7.02 um x 10.02 um of length.
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CAPITULO 1

ASPECTOS GERAIS DA FERRUGEM DA SOJA



1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil, na safra 2003/04, foi o segundo produtor mundial de soja
sendo responsdvel por 25% das 200 milhdes de toneladas produzidas. Minas
Gerais ocupa a 7° posigiio entre os estados produtores, sendo o Tridngulo e o
Noroeste mineiros as regides com maiores producdes. Porém, a cultura vem se
expandindo por todas as regides do estado. Da safra 2002/03 para a safra
2003/04, a 4rea plantada em Minas Gerais aumentou de 810 para 861 mil
hectares e a produgfio cresceu de 2,3 para 2,4 milhdes de toneladas (Agrianual,
2004). Com o expressivo aumento da drea plantada, as doengas de distintas
origens biéticas e abidticas tornaram-se um sério entrave a produgdo. Assim,
dentre as doengas de final de ciclo que afetam a soja, a ferrugem vem se
destacando nos ultimos anos no pais, devido ao seu alto potencial em causar
danos a cultura (Andrade & Araripe-Andrade, 2002).

Estima-se que mais de 70% da édrea de soja do Brasil tenham sido
atingidés pela ferrugem na safra 2003/04, resultando em perdas de 4,6 milhSes
de toneladas, equivalente a US$ 1,22 bilhdo. Nesta safra houve expressiva
quantidade de indculo nas dreas devido 2 alta severidade da doenga na safra
anterior, com presenga continua de inéculo no ar. Os primeiros relatos da doenga
em Minas Gerais na safra 2003/04 foram em Conceicao das Alagoas e Planura,
no inicio de dezembro de 2003 (Yorinori & Lazzarotto, 2004).

A ferrugem da soja € um problema para os agricultores desde o inicio do
século XX. O fungo foi disseminado do Japao para Austrilia, fndia, China,
Africa, Caribe, Porto Rico, Havai e América do Sul (Bromfield, 1984). Em
paises onde a ferrugem da soja € problema estabelecido, as perdas variam de
10% a 80%. A intensidade das perdas depende da suscetibilidade da variedade

utilizada, estddio de crescimento no qual a ferrugem foi estabelecida e condigGes



climaticas durante a estagio de crescimento da cultura (Yang et al., 1991). Esta
doenca ¢ causada por duas espécies do género Phakopsora: a primeira P.
meibomiae (Arthur) Arthur, causadora da ferrugem “Americana”, por sef nativa
do continente americano, ocorre em leguminosas silvestres e cultivadas, desde
Porto Rico até o sul do estado do Parana. E um fimgo restrito a dreas de clima
mais ameno e raramente causa danos econdmicos. Ja a segunda, P. pachyrhizi
Sydow & Sydow, causadora da ferrugem “Asiitica” ou “Australiana”, mais
agressiva, esti presente na maioria dos paises que cultivam a soja e, a partir da
safra de 2000/01, vem causando danos também no Brasil. P. pachyrhizi e P.
meibomiae, causam sintomas idénticos nos estidios iniciais da infeccdo, sendo
muito dificil a separagdo pela sintomatologia em condigdes de campo e pela
morfologia dos uredinidsporos. Por isso, a identificacio correta e ripida das
espécies que ocorrem em cada regifo toma-se um fator importante para o
estabelecimento de um programa de controle adequado.

Assim, uma das formas de identificacio mais precisa das ferrugens é por
meio do estudo da morfologia da télia e dos teliésporos. Porém, no caso da
ferrugem da soja, a ocorréncia de télia no campo é rara. Ela somente seria
possivel em temperaturas inferiores a 25°C, pois nenhum trabalho de indugdo
realizado até hoje relatou a produgdo de télia em temperaturas superiores, sendo
temperaturas acima desta mais comums na maioria das regides produtoras de soja
1o Brasil (Dufresne et al., 1987).

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivos identificar por meio de
anilise de PCR, a espécie ou as espécies de ferrugem da soja preseate nos
campos de produgdo no estado de Minas Gerais, testar a eficicia da técnica na
distingio das espécies causadoras de ferrugem da soja e determinar a
temperatura e o periodo em cimaras climatizadas necessarios para a formacdo
de télia nas cultivares de soja Uirapuru e Pintado.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da soja
A soja vem ocupando posicio de destaque na expansdo da agricultura
ocidental (Miyasaka & Medina, 1981), com a produgio mundial concentrada
apenas em trés paises: EUA, Brasil e Argentina, que respondem por 80% da
producdo e 90% da comercializagio mundial (Arantes & Souza, 1993). Apesar
dos intimeros problemas com o clima, pragas e doengas, o crescimento segue
com novas éreas de cultivo a cada dia em todos os continentes.

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é conhecida pelo homem hd mais de

5.000 anos, porém, somente foi domesticada a partir do século XI a.C., no Norte
da China. O seu centro de origem, de acordo com Vavilov (1951), esti
localizado entre as regides Central e Oeste da China, evoluindo da espécie
Glycine soja por acimulo de caracteristicas quantitativas e qualitativas
resultantes de mutagSes genéticas (Hymowitz, 1970). Desde ent3o, permanecen
no Oriente pelos dois milénios seguintes, fato atribuido a agricultura e economia
chinesa serem muito fechadas. A cultura foi difimdida com o crescimento do
comércio e seu cultivo entio se desenvolven em direcio ao Sul da China,
‘Coréia, Japio e Sudeste da Asia (Miyasaka & Medina, 1981). Sua disperssio pelo
“ocidente iniciou-se pela Europa, local onde o cientista alemdo Englebert
Kaempher, em 1712 vindo do Japdo, trouxe as primeiras sementes. Naquele
continente, a soja foi cultivada na Austria, Polénia, Suica, Holanda, Inglaterra,

Franga e Italia (Piper & Morse, 1923). .

Na América do Norte, o primeiro relato scbre o cultivo de soja foi em

1804, no estado americano da Pensilvania, como forrageira, depois foi
introduzida no estado de Massachusetts. Até 1916, os Estados Unidos ainda
eram importadores de soja da Manchiiria, porém, em 1931 a produgio norte-



americana ja era de 400 mil toneladas e, a partir de 1941, a érea de producdo
para grios superou o cultivo como forrageira (Probust & Judd, 1973).

No Brasil, a soja foi introduzida em 1882, na Bahia, por Gustavo Dutra.
Os imigrantes japoneses trouxera-na soja para Sao Paulo 1908 ¢ um
professor gaiicho, Craig, introduziu-a oficialmente em 1914 no Rio Grande do
Sul (Embrapa, 1974). A partic de 1946, tiveram inicio os trabalhos de
melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares, o que propiciou, a
partir de 1970, a expansdo de novas fronteiras agricolas para o cultivo da soja
nos estados de: Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia,
Maranbso, Piaui, Tocantins, Para, Ronddnia e Roraima. Na Argentina, a cultura
da soja teve inicio em 1957, com variedades norte-americanas. No Paraguai, foi
em 1946, com a introducio de linhagens do Uruguai (Porter, 1947).

A cultura da soja foi recentemente explorada, porém, sua difusio por
Minas Gerais ¢ antiga. De acordo com Hurmicutt (1930), a soja ja era estudada e
pesquisada em Lavras-MG, antes de 1930. A divulgagio da cultura da soja foi
intensificada a partir de 1940; mesmo assim, até 1970 a produgdo era baixa, em
tomo de 70 a 500 toneladas por ano.

A expansdo da soja em Minas Gerais inicicu-se na regisio do Tridngulo
Mineiro, nas cidades de Capindpolis em 1966 e Uberaba, em 1967. Assim, a
partir de 1972, a soja se expandiu para as regites do Alto Paranaiba e Noroeste.
Atalmente, estima-se que 62% da area agricola no Tridngulo Mineiro, 25% no
Noroeste e 13% no Alto Paranaiba sejam cultivadas com soja (IBGE, 2004).

22 Ferrugem da soja
2.2.1 Histérico e distribuigiio geogrifica

O primeiro relato da ferrugem da soja foi no Japdo, em 1902. Em 1934,
o patdgeno foi encontrado em virios outros paises asidticos e depois mais ao sul,
como na Australia (Bromfield & Hartwig, 1980). Na india, a ferrugem da soja



foi relatada em 1951, entretanto ja havia sido relatada em outras espécies de
leguminosae (Sharma & Mehta, 1996). Houve virios relatos da ferrugem da soja
na Africa Equatorial (Javaid & Ashraf, 1978), mas o primeiro relato confirmado
de P. pachyrhizi no continente Africano foi em 1996, nos paises do Quénia,
Ruanda e Uganda. Desde entdo, o patogeno foi disseminado no sul com
ocorréncias na Zambia e Zimbabue, em 1998, Mocambique, em 2000 e Africa
do Sul, em 2001 (Levy et al., 2002). A doenga foi observada também no Havai,
em 1994, em soja cultivada nas ilhas de Oahu, Kakaha, Kauai e Hilo (Killgore &
Heu, 1994).

Na América do Sul, o primeiro relato desta doen¢a foi no Brasil em
1979, descrita por Deslandes, infectando soja e outras leguminosas (Lab lab
purpureus, Phaseolus lunatus e Glycine wightii) Lavras-Minas Gerais.
Porém, a primeira epidemia de P. pachyrhizi ocorreu somente em fevereiro de
2001 no Paraguai. A doenga foi encontrada em 2001, em plantas de soja, nas
areas limitrofes entre Brasil e Paraguai. Em 2002, a ferrugem da soja foi
difindida ao longo do Paraguai e algumas areas do Brasil, com relatos de
severos danos da doenga em alguns campos em ambos os paises (Morel &
Yorinori, 2002). Neste mesmo ano, o patégeno também foi encontrado numa
area ao norte da Argentina (Rossi, 2003). Durante a safra de 2003, o patégeno
foi detectado na maioria das regiGes produtoras de soja do Brasil com perdas de
3,4 milkGes de toneladas (Yorinori & Lazzarotto, 2004). No Paraguai, as perdas
de produgdo foram menores devido as condigdes secas, enquanto na Argentina a
doenga niio foi disseminada as principais areas de produgiio. Os Estados Unidos
eram, até a safra 2003/04, o tmico pais produtor no mundo onde a ferrugem da
soja ndo havia sido detectada (Morel & Yorinori, 2002), porém, nesta safra
2004/05, a ferrugem foi relatada no Estado de Louisiana (APHIS, 2004).



2.2.2 Sintomatologia

O sintoma mais comum de ferrugem da soja sdo pistulas variando de
cor cinza-verde a bronzeado, marrom-escuro, marrom-avermelhado. As pustulas
tendem a ser de forma angular,porseremretidaspelasnervumsesﬁomais
evidentes na superficie abaxial das folhas (Yormori, 1982).

Iniciafmente, as pistulas sfo pequenas, principaimente na superficie
abaxial das folhas (Yorinori, 1982). Nesta fase, a ferrugem da soja poderia ser
confindida com doengas de origem bacteriana, mas, quando as pistulas
ferruginosas amadurecem, comegam a produzir grande nimero de esporos
pulverulentos n3o observados em bacterioses (Sinclair & Backman, 1989).

As pistulas de ferrugem sio mais comuns no lado inferior das folhas,
mas também podem desenvolver em peciolos, vagens e talos. As folhas podem
amarelar, cair prematuramente e, devido & redugdo na area fotossintética nas
plantas, pode ocorrer reducio no mimero de vagens ¢ peso das sementes
(Bromfield, 1984).

Os sintomas mais comuns da ferrugem “Asidtica” sdo pistulas de
coloragdo palha (tipo TAN) a marrom-escura ou marrom-avermelhada (tipo RB)
e manchas com urédias que liberam os uredinidsporos (Andrade & Araripe-
Andrade, 2002).

2.2.3 Etiologia

A ferrugem da soja tem como agentes etiologicos duas espécies do
género Phakopsora, P. pachyrkizi e P. meibomiae, pertencentes ao Filo
Basidiomycota, Ordem Uredinales ¢ Familia Phakopsoraceae. Sobrevivem
durante o invemno sob condi¢des desfavordveis em hospedeiros altemativos,
podendo persistir nestes hospedeiros ao longo do ano, tomando-se importantes
fontes de indenlo primario (Hartman et al., 1992).



O género Phakopsora infeta mais de 95 espécies de plantas de mais de
42 géneros (Bromfield, 1984), sendo, além da soja, outras espécies do género
Glycine (Ono et al., 1992; Rytter et al., 1984; Vakili, 1979). Burdon & Marshall
(1981) e Burdon & Speer (1984) incluiram na lista muitos legumes selvagens e
comestiveis, dentre eles Cajanus cajan, Crolaria sp., Desmodium sp., Lablab
purpureum, Glycine urigi;ﬁi, Phaseolus lunatus, P. vulgari e Vigna unguiculata,
que podem ser usados para estudos de infecgdo e ciclo do patdgeno, de acordo
com Ono et al. (1992). Ambas as espécies de ferrugem da soja possuem enorme
gama de hospedeiros, sendo o Kudzu (Pueraria lobata) leguminosa difindida
amplamente nos Estados Unidos, o qual poderia servir como fonte de inéculo ou
hospedeiro secundario para P. pachyrhizi no sul daquele pais. No Brasil, nesta
safra 2004/05, a ferrugem “Asiitica” da soja foi identificada no Kudzu, no
municipio de Palmeira, PR (Embrapa, 2004).

O alcance da gama de hospedeiros das duas espécies causadoras da
ferrugem da soja ¢ incomum entre patdgenos de ferrugem, pois a maioria das
espécies de ferrugem possui gama de hospedeiros restrita a algumas espécies de
plantas. O grande niimero de espécies de hospedeiros aumenta a probabilidade
deste patdgeno sobreviver durante o inverno no sul dos Estados Unidos, como
também na América Central e do Sul (Joann et al., 1984). No Brasil ainda ndo se’

conhece 2 gama de hospedeiro deste fungo.

2.2.4 Epidemiologia

As espécies de Phakopsora infectam mais de 90 espécies de plantas da
familia leguminosae. Os estadios uredinal e telial ocorrem soja e outras
espécies de leguminosas (Marchetti et al., 1975). Assim, de acordo com Kitani
& Inoue (1960), citados por Marchetti et al. (1975), os uredinidsporos de P.
pachyrhizi germinam entre temperaturas de 8°C a 32°C, com o 6timo de 25°C, 3
horas apés incubag3o, aumentando entre 6 ¢ 12 horas (McLean & Byth, 1981).



A penetragio ocorre apés 6 horas a 24°C, porém, estes autores utilizando a
temperatura observaram que entre, 3 e 6 horas, nio ocorren penetragio,
mas, entre 6 e 48 horas, a percentagem de penetragdo aumentou, sendo maxima
apos 35 horas. .

A disseminagio do fungo ocorre por meio da fase uredinal, a qual
determina a fase de epidemia no campo. Os urediniésporos podem sobreviver
numa ampla fiixa de temperatura, conforme demonstrado no experimento
realizado por Kochman (1979), no qual amostras de urediniésporos secos foram
expostas em oito temperaturas diferentes por 8 horas, com posterior teste de
germinagdo em agar-agua. Este autor concluiu-se que a melhor temperatura para
sua sobrevivéncia foi 21°C, por 4 a 16 horas, ocorrendo dristica redu¢do na
germinacio quando expostos a temperaturas entre 28°C e 42°C.

Os fatores mais importantes que favorecem a ifecgio sdo temperaturas
de 15°C a 28°C, umidade relativa de 75% a 80%, com precipitagdo e periodos
Iongos de umidade da folha. A umidade é essencial, por isso ha a exigéncia da
presenca de 4gua na fase liquida para germinacdo e desenvolvimento dos
urediniésporos. A a névoa com orvalho proporciona essas condigdes satisfatorias
para infecgdo (Kochman, 1979).

Ao contrario da maioria dos fimgos causadores de ferrugens que
penetram por aberturas naturais, como estdmatos, os uredinidsporos da ferrugem
da soja podem penetrar também diretamente pela cuticula da folha, epiderme e,
principalmente, nas jungdes entre as células (Zambenedetti, 2005), aumentando,
assim, a rapidez da infecgdio. O periodo latente é de aproximadamente 9 a 10
dias (Koch et al., 1983).

2.3 Identificacio molecular
A detecgio de patdgenos fimgicos biotroficos e especificos, como a
ferragem, por meétodos convencionais, inclui a identificacdo por meio de



microscopio e teste de inoculagio em diferentes espécies hospedeiras ou
cultivares. Este processo é trabalhoso e demorado e além disso, depende de
padrOes subjetivos para caracteristicas morfologicas de fungos. A reagio de
polimerase em cadeia (PCR) foi desenvolvida no inicio dos anos 80 do século
passado (Henson & French 1993; Martin et al, 2000). Baseados nesta técnica
foram desenvolvidos “primers” especificos e altamente sensiveis para a detecgio
e diagnose das espécies do género Phakopsora (Frederick et al, 2002). Este
método revela a presenga de sucessGes de DNA na amostra e, assim, detectam e
diferenciam as espécies de fingos. Em adigdo, para a detecgiio de patdgenos
fungicos, a partir de marcadores moleculares como polimorfismo de DNA ao
acaso (RAPD) e polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricio
(RFLP), foram desenvolvidos fingerprinting (impressio digital) de DNA para
monitorar a estrutura genética de populagdes dos patogenos fiingicos.

O DNA ribossomal apresenta um cluster génico dividido nos genes 18S,
5.8S e 28S, separados pelas regides ITS1 e ITS2, as quais sio transcritas dando
origem ao RNA ribossomico (RNAr). O cluster génico que codifica para RNAr
existe em centenas de cdpias no genoma fiingico. Este cluster génico apresenta
grandes contrastes, regides conservadas e outras altamente variaveis, mostrando-
se eficiente para estudos da filogenia, bem como a detecgiio molecular de fimgos
(Lee & Taylor, 1992; Matsumoto et al., 1999). A regifio 18S é mais conservada
e, por isso, utilizada para a comparagdo de organismos distantemente
relacionados. A regido 28S é mais varidvel, adequada para comparagio de
diferentes géneros e espécies; ja a regido 5,88, entre as regides ITS 1 e 2, é a que
mais evolui, por isso é apropriada para diferenciar espécies relacionadas
(Fungaro, 2000) (Figura 1).
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FIGURA 1. Estrutura do cluster génico que codifica RNA ribossomico. Fonte:
Fungaro (2000)

Devido ao “primer” ITS universal projetado por White et al. (1990),
sucessoes ITS de uma ampla variedade de fungos encontram-se disponiveis num
banco de dados. O alinhamento das sucessdes ITS promove informagdes com
respeito a variagdo de sucessdo interespecificas e “primers” especificos que
puderam ser projetados adequadamente. Os “primers” ribossomais derivados da
regido ITS foram extensivamente usados em PCR para a detec¢do de patogenos
fangicos, incluindo Phytophthora infestans (Tooley et al., 1997; Jyan, 2002), P.
lateralis (Winton & Hanson, 2001), Ustilago esculenta (Chen & Tzeng, 1999) e
a diferenciacao dos agentes da ferrugem da soja P. pachyrhizi € P. meibomiae
(Frederick et al., 2002).

2.4 Formacio de télia

As espécies causadoras de ferrugem da soja podem ser diferenciadas
pela morfologia da télia e teliésporos. Assim, segundo Ono et al. (1992), a
caracterizacio morfolégica por meio da télia produzida pelas espécies € feita
pelas seguintes caracteristicas: télia com | a 4, raramente cinco, camadas de
teliésporos com parede cor de canela a castanho-claro, espessura de 1,5a2,0

um, mas com células da camada apical com até 6 pum nos esporos superiores;




esporos anamorfos (uredinidsporos) com 16 a 31 por 12 a 24 um, poros
germinativos de 6 a 8, as vezes 10, dispersos na zona equatorial e as vezes
abaixo desta, é referente a P. meibomiae. Télia com 2 a 7 camadas de esporos,
parede cor palida, marrom-amarelada a descolorada, aproximadamente 1um de
espessura, levemente espessada (-3 um)apiwlmﬁenosesporoémperiom;
esporos anamorfos (uredinidsporos) com 18 a 34 por 15 a 24 um, poros
germinativos de 4 a 6, as vezes 10, mais ou menos dispersos na zona equatorial,
indicam a espécie P. pachyrhizi.

Na maioria das ferrugens da ordem Uredinales, as télias s3o produzidas
em resposta as condigies ambientais desfavoriveis para a continuagdo
vegetativa dos fungos (Crane & Hiratsuka, 2000). Mendgen (1984), citado por
Crane e Hiratsuka (2000), relata que a parede espessa dos teliGsporos permite a
sobrevivéncia do fungo em condigdes adversas. Desse ntodo, o estidio telial das
ferrugens € o critério mais importante usado na taxonomia (Cummis, 1978,
citado por Yeh et al,, 1982). A maioria das descrigdes de P. pachyrhizi leva em
oonside;aﬁoomédiomedinaLpoiséostédiomaiscomnmnosseus
hospedeiros, sendo um critério muito similar entre as espécies. Isto ocasionou
confus3o na taxonomia com mais de doze sinonimias. Somente Sydow & Sydow
(1914) e Arthur (1917) descreveram as télias e os teliésporos de P. pachyrhizi e
P. meibomiae, respectivamente. O primeiro relato da formacgio de telidsporos
em ferrugens foi feito por Waters (1928) e, em P. pachyrhizi, por Hsu e Wu
(1968), citados por Yeh et al. (1982), em scja incubada a 15°C, 36 dias apés
moculagio.

Assim, Yeh et al. (1981), estudando o efeito da temperatura na formacao
dos teliosporos, observaram a formagio de télia 25 dias apos a moculagiio em
trés diferentes cultivares e 28 dias apds a inoculagio na PI-230971 e TK-5. As
plantas foram mantidas por 20 dias em cimara de crescimento a 22°C. Folhas
destacadas de plantas crescidas em camara de crescimento por 10 dias apés a
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inoculagio foram incubadas por 14 dias a 10°C e 15°C. Nas folhas inoculadas no
momento da incubagdo ndo houve sintomas a 10°C e as urédias apareceram aos
45 dias apés a inoculagio a 20 e 25°C. Entretanto, télias foram observadas aos
38 dias apés inoculagdo a 15°C e aos 20 dias apds a inoculagdo a 20°C.

A ocorréacia de télia no campo somente seria possivel em temperaturas
inferiores a 25°C, pois neshum trabalho de inducdo realizado até hoje relatou a
produqiodetéﬁaemmnperahuas.mpeﬁom,fatomaiscommnnamaioﬁadas
regides produtoras de soja no Brasil (Dufresne et al., 1987).

Saksirirat & Hoppe (1991) relataram que a producdo de télia por P.
pachyrhizi pode ser induzida pela regulagio da temperatura, baseados no
experimento de Poolpol & Pupipat (1985) na Tailandia, os quais obtiveram
sucesso na indugdo de télia em soja e 23 outras espécies de leguminosas 2
temperatura de 17°C noturna e variagio de 20°C a 22°C diuma.

A télia constitui uma forma de resisténcia das ferrugens. Martinelli et al.
(1995) comentam esta caracteristica para a ferrugem da folha da aveia, os quais
Por meio de indugdo precoce da télia, restringin quantitativamente a evolugdo
dessa ferrugem mo campo, devido ao retardamento do desenvolvimento da
doenga, conseqiiéncia da fase de sobrevivéncia atribuida a télia, fato ainda nio
relatado no Brasil. Entretanto, para P. pachyrhizi, esta forma de sobrevivéncia
parece ndo ter importiincia para a infecg3o primaria como constatado por Tan
Yulun et al. (2001), na China. Porém, pode ser util para a geracio de
vaﬁabﬂi:hdenopatégmo,devidoéooorréndadarepmduﬁoseméda,oqueé
de extrema importincia para os programas de melhoramento genético. Martmelli
et al. (1995) relatam a importincia da fase de télia na geragdo de novas ragas de
Puccinia coronata £. sp. avenae e outras ferrugens
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RESUMO

SOUSA, Patricia Ferreira Cunha. Identificacio molecular de Phakopsora
pachyrhizi agente causal da ferrugem da soja no estado de Minas Gerais In:
Identificacdo molecular e indugdo de télia no patossistema Phakopsora
pachyrhizi-Soja. Lavras: UFLA, 2005, p.20-33 (Dissertagdo — Mestrado em
Fitopatologia). '

A ferrugem “Asidtica” da soja, causada por P. pachyrhizi, tem sido responsavel
por grandes perdas na producdo brasileira de soja nas ultimas safras. Um
diagnéstico preciso da distribuicdo da doenca € a identificacio das espécies
prevalecentes nas regides produtoras no Brasil, tornaram-se necessarios para
orientar o planejamento das medidas de controle. A caracterizacdo molecular
baseada em PCR tem se mostrado uma ferramenta til para atender a essa
necessidade. Neste estudo, foi realizada a coleta de 86 amostras de folhas
infectadas com urediniésporos de Phakopsora nas principais regioes produtoras
de soja do estado de Minas Gerais (Triangulo, Alto Paranaiba, Noroeste,
Sudoeste e Sul), envolvendo 22 municipios. A extragdo de DNA foi feita pelo
método de CTAB. Para a reagdo da polimerase em cadeia, foram utilizados
conjuntos de “primers” especificos para cada espécie, sendo o ‘“‘primer”
Ppmi/Ppa2 especifico para P. pachyrhizi e Ppm1/Pme2 especifico para P.
meibomiae. A reacio de PCR foi conduzida seguindo as seguintes condigdes de
ciclos: 94°C por 3 minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto,
72°C por | minuto e 30 segundos, seguida pela extensao da fita de 72°C por 7
minutos. A revelacio em géis de agarose 1,5% mostrou que as 86 amostras
pertenciam a espécie P. pachyrhizi, agente etiolégico da ferrugem “Asidtica”, ou
seja, houve o aparecimento de bandas especificas apenas com 0 uso do conjunto
“primer” Ppml1/Ppa2 com tamanho aproximado de 141 pares de bases. De
acordo com esses resultados, pode-se concluir que a espécie do género
Phakopsora presente em 100% das dreas analisadas no estado de Minas Gerais
era P. pachyrhizi. Estas informagdes sdo importantes para orientar futuros
programas de melhoramento visando resisténcia ao agente da ferrugem da soja
no estado de Minas Gerais.

' Comité de Orientacio: Hildrio Antdnio de Castro — UFLA (Orientador): Eduardo Alves
— UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

SOUSA, Patricia Ferreira Cunha Molecular identification of Phakopsora
pachyrhizi causal agent of soybean rust in the state of Minas Gerais'. In:
Molecular identification and telia induction in the patosystem Phakopsora
pachyrhizi-Soybean. 2005, p.20-33. Dissertation (Master in Phytopathology -
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.'

The soybean rust “Asian”, caused by P. pachyrhizi has been responsible for
great losses in the Brazilian production of soybean in the last years. The
distribution of the disease and identification of the prevalent species in the
producing areas in Brazil became necessary to guide the planning control
measures. The molecular characterization based on PCR has been showing as
useful tool to satisfy that need. In this study 86 samples of leaves infected by
Phakopsora from the main areas producing soybean in the State of Minas Gerais
(Tridngulo, Alto Paranaiba, Noroeste, Sudoeste and Sul) were used. The
extraction of DNA was made by the method of CTAB. For the polimerase chain
reaction, specific primers were used for each species, been primer Ppm1/Ppa2
specific for P. pachyrhizi and Ppm1/Pme2 specific for P. meibomiae. In the
amplification 30 cycles of 94°C by 3 minutes for desnaturation; 94°C for one
minute, 55°C for one minute, 72°C for one minute and 30 seconds, and 72°C for
7 minutes for extension. The processing was made in gels of agarose 1.5% and it
showed that the 86 samples belonged to the species P. pachyrhizi, agent causal
of the “Asian” rust, in other words, there was the production of bands specific
from the group primer Ppml/Ppa2 with approximate size of 141 pairs of bases.
These results show that the species Phakopsora present in 100% of the areas
analyzed in the State of Minas Gerais was P. pachyrhizi. This information is
important to guide futures breeding programs for resistance to the agent of
soybean rust in the State of Minas Gerais.

! Guidance Committee: Hildrio Antdnio de Castro — UFLA (Major Professor); Eduardo
Alves - UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

A ferrugem da soja ¢ causada por duas espécies do género Phakopsora,
P. pachyrhizi, coohecida no oriente desde 1914 (Rytter et al,, 1984), que ¢ mais
agressiva, causando perdas de 5% a 80% nas safras atuais (Kawuki et al., 2003)
e P. meibomige, menos agressiva, originiria do hemisfério ocidental,
principalmente América do Sul e Caribe. Sdo espécies que ocorrem juntas no
campo, wjossmmassiosuneﬂ:amw,porém,asperdasausadassﬁodisﬁntas.

A anslise de PCR (Mullis, 1987) revolucionou a biologia molecular ¢ os
diagnésticos. Assim, técnicas de PCR, baseadas em DNA, tomaram-se 2
ferramenta preferida e ripida para a identificacio de fitopatégenos. Existe
grande mimero de “primers” de PCR classico para identificacio de fitopat6genos
importantmemuitosmaisaindaestatiodisponiveisnumﬁmlmpréﬁmo.
Ensaios de PCR oferecem muitas vantagens sobre o isolamento tradicional e
métodos imunolégicos, nos quais as mais importantes sdo especificidade e
rapidez.

Especificidade de PCR depende da singularidade das sucessbes
selecionadas para os “primers” e sondas. As melhorias em tecnologias de
sequenciamento estio fazendo a sele¢do de “primers” para PCR de rotina
seguros (Schaad &, Frederick, 2002).

Durante a tltima década, grande nimero de ensaios de PCR, inclusive
PCR real-time, diferenciou espécies fingicas. Alguns destes ensaios permitiram
a diferenciagdo entre espécies muito proximas, de dificil separagdo com base em
caracteristicas morfolégicas ou gama de hospedeiros (Schaad et al., 2003).

Desse modo, um diagnéstico preciso da ferrugem da soja aliado a priticas
demejo,wmommadepmdmoseépmmdeapﬁea@io,evitaﬁamas
perdasnownpo,canoocormanhﬁnsGemisnamﬁadezomm.
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evitariam as perdas no campo, como ocorreu em Minas Gerais na safra de
2003/04.

A diagnose de campo ¢é confusa, pois os sintomas iniciais da doenca
podem ser confimdidos com outros sintomas causados por outros agemtes, como
pustula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. glycines) e mancha parda
(Septoria glycines), por isso a necessidade de um diagnostico rapido e preciso
tomou-se evidemte. Assim, técnicas moleculares tém se mostrado bastante
eficientes para atender a estas mecessidades. O uso dessas técnicas tomou
possivel a distingdio genética entre espécies semelhantes morfolégica e
geneticamente, sendo utilizada principalmente para patdgenos biotroficos como
ferrugens e oidios (Mcdonald, 1997).

Dessa maneira, Gardes & Brnuns (1993) testaram a especificidade de
“primers” ITS para identificagio de Basidiomicetos e Ascomicetos. Os
resultados foram interessantes, pois o “primer” ITS4-B quando pareado com o
“primer” universal ITS1 ou com o “primer” especifico para fungos ITS1-F
amplhficaram eficientemente 0 DNA de todos os Basidiomicetos, separando-os
do DNA dos Ascomicetos. Os concluiram que esses “primers” podem ser usados
para a detecgiio de tecidos infectados com fimgos do filo Basidiomycota, como
as ferrugens, permitindo assim o estudo de sua distribuigdo territorial.

Deste modo, a descrigiio de “primers™ especificos para as espécies P.
meibomiae e P. pachyrhizi (Frederick et al, 2002) permitiu a identificacdo
precisa de cada espécie por PCR. Amostras infectadas por ambas as espécies
foram diagnosticadas no Brasil por Piuga et al.(2003).

Assim, peste estudo sio descritos os resultados da utilizagio de
“primers”™ especificos com alta sensibilidade na caracterizagio das espécies de
Phakopsora, agente da ferrugem da soja presente nas principais regides
produtoras do estado de Minas Gerais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das amostras

As amostras de folhas infectadas com os urediniosporos do agente
etiolégico da ferrugem da soja foram coletadas nas principais regides produtoras
de soja do estado de Minas Gerais, compreendendo as macrorregides Sul,
Sudeste, Sudoeste, Tridngulo, Alto Paranaiba e Noroeste (Tabela 1), num total
de 22 municipios. Todas as amostras de folhas contendo pistulas foram
coletadas e levadas para o Laboratorio de Microscopia Eletronica (LME) da
Universidade Federal de Lavras, onde os urediniésporos foram retirados com um
pincel n° 6 em agua destilada, colocados ém tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
e conservados em nitrogénio liquido a -196°C e no freezer a -20°C.

TABELA 1. Relag3o dos locais e cultivares de soja de onde se obteve amostras
no Estado de Minas Gerais. Lavras-MG, 2005.

N° Cidade Cultivar
l1a3 Casa-de-vegetacio DFP/UFLA BRS-215
4e6 Lavras Embrapa-48

5 Lavras Pintado

7 Lavras M-SOY 109
8all Nova Ponte Garantia
12a15 Santa Juliana Nobreza

16 Capitolio M-SOY 8001

17 Capitolio Conquista

18232 Delfinépolis Conquista
33a36 Passos Conquista

37 Sdo Gotardo Vencedora

38 Patos de Minas Conquista

39 Congquista Garantia
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“TABELA 1, Cont.”

40e42 Conquista Robusta
41 Conquista Conquista
43 a 46 Romaria Robusta
47 a 49 Sacramento Nobreza
50a51 Sao Jodo Batista do Gléria Conquista
52 Jguatama Congquista
53 Sio Joao Del Rei M-SOY 8400
54 Séo Jodo Del Rei Robusta
55a58 . Lagamar Conquista
59a62 Agua Comprida Nobreza
63 e 67 Conceigdo das Alagoas Conquista
68 e 69 Rio Paranaiba Garantia
70 Rio Paranaiba - Robusta
71 Rio Paranaiba Conquista
72a74 Presidente Olegério Robusta
75a78 Irai de Minas Robusta
79 Uberaba Conquista
80¢ 84 Uberaba Sublime
.81e82 Uberaba Confianga
83 Uberaba Garantia
85 Uberaba Robusta
86 Paracatu Conquista
2.2 Extracdio do DNA

No Laboratério de Biotecnologia da Embrapa-Soja em Londrina, PR,
aproximadamente 10mg de urediniésporos foram colocados em tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. Adicionaram-se, em cada tubo, 500pL de tamp@o de
extragio CTAB (NaCl 5M, Tris-HCI IM pH 80, EDTA 0,5M, B-
mercaptoetanol, CTAB 5%, 4gua destilada). Maceraram-se bem os esporos com
pistilo, logo apés estes foram incubados a 65°C por 60 minutos e posteriormente
resfriados e centrifugados por 10 minutos a 2940 g.

Em seguida, o sobrenadante foi resgatado para novo tubo, ao qual
adicionou-se volume igual de cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1), agitou-se por

suaves inversdes durante 5 minutos, depois centrifugou-se por 15 minutos a
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2040g e repetiu-se os dois ultimos passos. O sobrenadante foi transferido para
novo microtubo e 0 DNA precipitado pela adicio de 2/3 de isopropanol gelado
(-20°C). Misturou-se por inversdes até que os acidos nucléicos se tomassem
visiveis e depois incubon-se overnight 2 4°C e, apds, centrifugou-se a 6610g por
10 minutos. Postetiormmte,osobrmadantefoidswtadoeopelletdeDNA
bvadocomSOOuLdaetanol?O%eseooanmﬁaWT,msuspmdidoem
400 pL de tampio TE (10 mL Tris-HCI pH 8,0; 1 mL EDTA pH 8,0) mais
RNAse (40pL/mg) e incubado em estnfa a 37°C por 30 minutos. O DNA foi

quantificado e qualificado utilizando-se amplificagdes por PCR. |

2.3 Reaciio de PCR
Os “primers” especificos Ppm1/Ppa2 (5-GCAGAATTCAGTGAA
TCATCAAG-37/5-GCAACACTCAAAATCCAACAAT-3") para P. pachyrhizi
e Ppml/Pme2 (5-GCAGAATTCAGTGAATCATCAAG-3"/5-GCACTCAAA-
ATCCAACATGC-3") para P. meibomige foram sintetizados pela Invitrogen
Life Tecnologies®, Sdo Paulo, SP, segundo padrSes desenhados par Frederick et
al. (2002). A reagio de polimerase em cadeia foi conduzida em termociclador
(Gene AMP PCR System 9700; Applied Biosystems®) com 30ng de DNA
gendmico. A reagio de PCR foi realizada em volume total de 25pL contendo
100mM Tris-HCE 500mM KCi (pH 8.3); 50mM MgClL; dATP, dGTP, dCTP,
dTTP&adamnnaounoa:ﬁaﬁodéZ,SmM;cada“pﬁmer”namﬁode
10uM; e 1U (0,2uL) da Taq DNA polimerase. A desnaturagdo foi realizada a
94°C ﬁor 3 minutos; para amplificagio foram realizados 30 ciclos a 94°C por um
minuto, a 55°C por um minuto, a 72°C por um minuto e 30 segundos e, para
anelamento e extensdo da fita, a 72°C por 7 minutos.
Foi adicionada ao gel de agarose 1,5% agua como controle negativo e
isolados puros de P. pachyrhizi e P. meibomiae para cada reagdo com os
“primers” especificos, tampio TBE (Tris-borato-EDTA) com brometo de etidio.
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Em seguida, foi realizada a corrida eletroforética em. cuba horizontal a 120V por
aproximadamente 3 horas.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 86 amostras coletadas e analisadas pela PCR com o uso dos
“primers” especificos Ppal/Ppml e Pme2/Ppml, pertenciam a espécie
Phakopsora pachyrhizi, ageste etiolégico da ferrugem “Asidtica” Estes
resultados demonstram que a espécie predominante nos principais campos de
produqiodesojadowtadodeMinasGemisnasaﬁaZO%leoideR
pacigrhizi.Esﬁ&spécieécmsidemdamisagxmsiva,oquejusﬁﬁwosahos
prejuizos verificados na tltima safra no estado.

Utilizandose o “primer” especifico para a detecgdo da espécie P.
pachyrhizi Ppal/Ppm1, ocofreu o aparecimento de bandas. O produto da reagdo
foi uma banda equivalente a 141 pares de base (Figura 1), e nio houve
apamchnﬁodebmdaspamamgiocomo“pﬁmer”?meﬂ?pmlpmgk
meibomiae, exceto no controle (dados nio mostrados em figura).

De acordo com Deslandes (1979), a ferrugem da “Asiatica” da soja foi
detectada pela primeira vez em Lavras-MG, infectando soja e outras
leguminosas. O trabalho de Akamatsu et al. (2004) confirmou por meio de
técnicas moleculares, que amostras coletadas no estado de Minas Gerais, em
1979, eram de P. pachyrhizi e apenas algumas amostras apresentavam as duas
ospéci&s.Osautorsuﬁﬁmrampa:aidmﬁﬁwﬁoamosﬁasherboﬁmdas
entre 1979 e 1983 do estado de Minas Gerais, sendo a extragio do DNA
gm&nicopelométodonABeaidmﬁﬁcaﬁomoleaﬂara&avésde‘bﬁmers”
especificos para as duas espécies a partir de regides codificantes (18S, 5.35 e
28S) separadas por duas regides tramscritas, porém, descartadas durante o
processo (ITS1 e ITS2). Tais fatos confirmam os resultados deste trabalho.
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FIGURA 1. Gel de agarose da reagdo da polimerase em cadeia (PCR),
utilizando-se o “primer” Ppml/Ppa2, especifico para
Phakopsora pachyrhizi, amostras 1-28 (A), amostras 20-57(B) e
amostras 58-86 (C). Lavras, MG, 2005.



4 CONCLUSOES

O “primer” Ppml/Ppa2 foi eficaz na identificacio da espécie de
fenugemdasojapmmtemsamoﬁasdefolhasinfectadasdosdiﬁem
municipios do Estado de Minas Gerais.

Phakopsora pachyrhizi, agente etiolégico da ferrugem “Asiitica”, foi a

espéciepmaneemtodasasamosuascolaadasnomdodthasGemisna
safra 2003/04.
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CAPITULO 3

INDUCAO DA FORMACAO DE TELIA POR Phakopsora pachyrhizi EM
SOJA, UTILIZANDO-SE DIFERENTES TEMPERATURAS
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RESUMO

SOUSA, Patricia Ferreira Cunha. Indugio da formacfio de télia por
Phakopsora pachyrhizi em soja utilizando-se diferentes temperaturas. In:
Identificagio molecular e indugdo de télia no patossistema Phakopsora
pachyrhizi-Soja. Lavras: UFLA, 2005, p.34-52 (Dissertagao - Mestrado em
Fitopatologia). '

A ferrugem da soja é uma doenga que, nas dltimas trés safras, tem causado
grandes perdas aos produtores no Brasil e em Minas Gerais devido a sua alta
capacidade de causar danos. Esta doenga € causada por duas espécies do género
Phakopsora, P. meibomiae € P. pachyrhizi. O método mais seguro para a
separagdo das duas é baseado nas caracteristicas morfolégicas dos teliésporos. O
experimento teve como objetivo determinar a influéncia da temperatura na
formagdo de télia em plantas de soja. Os trabalhos foram realizados em casa de
vegetagio e em cimeras de crescimento vegetal do DFP/UFLA com
temperaturas de 10°C, 15°C e 20°C e as cultivares Uirapuru e Pintado, nos meses
de fevereiro a abril de 2004. As plantas foram inoculadas 30 dias apds a
semeadura, no estddio V3. Ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas da
doenca aos 7 dias, os vasos foram transportados para as respectivas cAmaras de
crescimento vegetal. As observagdes tiveram inicio 15 dias ap6s a transferéncia
das plantas para cada cAmara. As leituras foram feitas em lupa a cada cinco dias
e, no caso de lesdo suspeita, eram preparados cortes histolégicos no microtomo e
analisados em microscépio de luz. Lesdes tipicas de télias foram observadas em
plantas crescendo a 15°C na cultivar Uirapuru no 25° dia ap6s a transferéncia das
plantas e na cultivar Pintado no 30° dia, confirmado com cortes finos do material
fresco e observagio em microscépio de luz com aumento 400x e microscopio
eletrdnico de varredura. Quanto ao tamanho e formato observaram-se dois tipos
de télias: as arredondadas a elipticas com espessura média de 77um,
comprimento de 35,25um e camada apical de 1,42um, predominante na cultivar
Uirapuru e a alongada com espessura média de 127,33pum, comprimento de
41,33um e camada apical de 1,9um predominante na cultivar Pintado. O
formato dos teliésporos também variou entre as cultivares, no qual houve uma
predominincia do formato clavado na cultivar Pintado com medidas de 6,97um
de largura e 14,91um de comprimento ¢ um formato arredondado na cultivar
Uirapuru com 7,02um x 10,02jum de comprimento.

! Comité de Orientagao: Hildrio Antdnio de Castro — UFLA (Orientador); Eduardo Alves
- UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

SOUSA, Patricia Ferreira Cunha Telia induction by Phakopsora pachyrhiz in
soybean using different temperatures. In: Molecular identification and telia
induction in the patosystem Phakopsora pachyrhizi-Soybean. 2005, p.34-54.
Dissertation (Master in Phytopathology - Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil).'

The soybean rust is a disease that has caused great losses to soybean crops in the
State of Minas Gerais and in other States in Brazil in the last three years, due to
its capacity to cause damage in that crop. This disease is caused by two species
of the genus Phakopsora, P. meibomiae and P. pachyrhizi. The safest method
the separation the two is based on morphologic characteristics of the teliospores.
The experiment aimed to determines the influence of temperature in the telia
formation in leaves of soybean plants. The works were carried out in glasshouse
and growth chamber at DFP/UFLA with temperatures of 10, 15 and 20°C, and
two cultivars Uirapuru and Pintado, on summer to fall (from February to April)
of 2004. The plants were inoculated 30 days after planting, in stage V3, after
development of the first symptoms of the disease at 7th day; the pots were
placed in the respective growth. Observations were started 15 days after
transference to plants to each growth chamber. The evaluations were made in
stereomicroscope every five days, and in case of suspect lesion, histological
sections in microtome were prepared and analyzed in light microscope. Typical
lesions of telia were observed in plants growing under 15°C in cultivar Uirapuru
at the 25th day and in plants of the cultivar Pintado at the 30th day, confirmed of
the was got though fine sections of the fresh material and observation in light
microscope with resolution of 400x and scanning electron microscope. In
relation to the size and shape, two types of telia were observed, one round-
elliptical with width of 77 pm and length of 35.25 um and apical layer of 1.42
um, on cultivar Uirapuru, the other type measuring 127.33 pum of width and
41.33 um length with apical layer of 1.9 um of the cultivar Pintado. The shape
of the teliospore also varied among the cultivars, in the cultivar Pintado clave
shape spores were more frequent measuring 6.97 um of width and 14.91 um of
length. In the cultivar Uirapuru teliospores were rounder with size 7.02 um x

10.02 um of length.

! Guidance Commitee: Hildrio Antonio de Castro — UFLA (Major Professor); Eduardo
Alves — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

A ferrugem “Asistica” da soja, causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi, é uma doenga endémica no hemisfério orieatal (Tan Yu-Jum et al,,
1983). No hemisfério ocidental, esta doenca tem causado perdas desde 1994, no
Hawaii (Killgore & Heu, 1994), 2001 no Brasil e Paraguai (Morel & Yorinori,
2002), apesar do primeiro relato da doenga feito por Deslandes em 1979 o qual
encontrou P. pachyrhizi em soja (Glycine max), soja perene (Glycine wigthii) e
outras leguminosas no mumicipio de Lavras, Minas Gerais, em 2003 na Africa
(Kawuki et al., 2003) e em 2004 nos Estados Unidos (APHIS, 2004).

Phakopsora pachyrhizi produz urédia e télia em folhas de soja e outras
leguminosas (Yeh et al, 1981). As télias sdo de cor marrom-escuro, dispersas,
agregadas e irregulares, com teliésporos curtos, clavados, com duas a scte
camadas (Tan Yu-Jum et al., 1983). A morfologia das télias e teliésporos sdo
usadas para a classificagiio dessa ferrugem (Ono et al., 1992). A germinagéo de
teliésporos é necessaria para a determinagdo do ciclo de vida (Koch & Hoppe,
1987; Saksirirat & Hoppe, 1991).

A ocorréncia de télia e teliosporos foi relatada em 6 dos 87 hospedeiros
de P. pachyrhizi (Keogh, 1976). Entretanto, nas regides tropicais, a auséncia da
formacio de télia dificulta o uso desta caracteristica na classificacdo deste fimgo
(Bromfield, 1984).

A produgio de télia em ferrugens é induzida pela regulagdo da
temperatura (Saksirirat & Hoppe, 1991). Desse modo, Dufresne et al. (1987)
compararam a formacdo de télia em diferentes temperaturas ¢ observaram
aparecimento de télia a 15°C e baixa intensidade de luz. Os mesmos autores
observaram que o nimero de dias para a formagio de télia dependia da
agressividade do isolado e de sua interagdio com o ambiente e 0 hospedeiro.
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Assim, diante do exposto, este trabalho teve como objetivo determinar a
temperatura ideal e periodo em camaras climatizadas necessério para a formacio
de télia por Phakopsora pachyrhizi em duvas cultivares de soja (‘Uirapuru’ e
‘Pintado’).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Plantas testadas

O experimento foi conduzido em casa de vegetacio do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras-MG (DFP-UFLA), com
temperatura variando de 25°C a 30°C e umidade relativa de 80% a 95%. Foram
utilizadas duas cultivares de soja: ‘Uirapuru e Pintado’. As sementes foram
plantadas em vasos com trés litros de terra, sendo trés plantas por vaso, num
total de cinco vasos para cada temperatura e cultivar. Foram mantidas por 37
dias, até o aparecimento dos primeiros sintomas.

2.2 Preparagio e manutengiio do inoculo

Foi utilizado um isolado de P. pachyrhizi fomecido pelo CNPSO -
EMBRAPA, multiplicado ¢ mantido em casa de vegetagio do DFP-UFLA em
plantas de soja das cultivares Uirapuru ¢ Pintado, de acordo com a metodologia
descrita por Yeh et al. (1981) e Dufresne et al. (1987). Na inoculagdo das plantas
para a mamutencio do inéculo, urediniésporos foram coletados de folhas com
urédias, utilizando-se pincel n° 6 em agua destilada adicionando-se, em seguida,
uma gota de Tween 20 (vol/vol) para melhor homogeneizagdo do indculo.

2.3 Inocalagio e incubagiio

Plantas com dois pares de folhas trifoliados completamente expandidos
foram inoculadas com suspens3o de 2 x 10° urediniésporos por mL proveniente
das plantas mantedoras de indculo, aproximadamente 30 dias apés o plantio, no
estidio V3. Os urediniésporos foram pulverizados na face abaxial e adaxial das
folhas,niosmdonecsséﬁommé-lasanémamﬁmidadevidoépmqade
irrigagio por aspersdo na casa de vegetagdo, a qual mantinha a umidade relativa
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_ do ar entre 80% e 95%. Em seguida, as plantas foram mantidas em casa de
vegeta¢io por mais sete dias, até o aparecimento dos primeiros simtomas da
doenca. Entdo, os vasos foram levados para trés cimaras de crescimento do
DFP/UFLA com 10°C, 15°C e 20°C de temperatura e umidade relativa na faixa
de 65 a 92% para a inducio da formacdo de télias. Apds 15 dias da transferéncia
das plantas para as cimaras climatizadas, iniciaram-se as leituras, realizadas a
cada cinco dias, nas quais avaliou-se a presenca de télia em cada planta pela
observagio em estereomicroscopio com aumento de 100x e cortes histologicos
das folhas feitos 2 mio ou em micrétomo manual para a preparagio de liminas
semipermanentes e observagio em microscopio de luz com aumento de 400x.
Para um melhor detalhamento das estruturas observadas em microscdpio de luz
e para medigio das caracteristicas das télias e dos telidsporos amostras, foram
também preparadas para a microscopia eletrGnica de varredura (MEV).

2.4 Preparagiio das amostras para MEV

Foram coletadas cinco folhas de cada amostra. Apos a constatagdio da
pr&smqadellfédiasetélias,asfoﬂ:asfommlevadasparaolaboratéﬁode
Microscopia Eletronica e Anilise Ultra-Estrutural da UFLA (LME) onde se
proceden a preparagdo para MEV. Depois de coletadas, quadrados da folha com
0,5 cm de largura foram cortados e imersos em solugdo fixativa (Kamovisk's
modificado), pH 7,2 por um periodo de 24 horas. Em seguida, estes foram
transferidos para liquido crio-protetor (glicerol 30%) por 30 minutos e cortados
transversalmente em nitrogénio liquido. As secgbes obtidas foram transferidas
para solugio de tetrdxido de 6smio 1% em agua por 1 hora e, subseqiientemente,
desidratadas em uma série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100% por trés
vezes) e depois levadas para o aparelho de ponto critico. Os espécimes obtidos
foram montados em suportes de aluminio stubs, com a ajuda de fita de carbono
de dupla face colocada sobre pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro e



observados em microscopio eletrdnico de varredura LEO EVO 40XVP ®.
Foram geradas ¢ registradas digitalmente, a2 aumentos variveis, diversas
imaga:sparawdaamosua,nasomdigasden'abalhodeZOKvedisﬁnciade
mbalhodel4umce®u—sembémamdiéodastéﬁasedosteﬁéspomse
da espessura das células da camada apical dos teliésporos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 25 dias ap0s a transferéncia das plantas para a cdmara climatizada a
15°C houve o aparecimento de lesdes tipicas de télia na cultivar Uirapuru e aos
30 dias na cultivar Pintado, confirmadas por cortes finos do material fresco e
observacdes em estereomicroscopio (Figura 1), microscopio de luz com aumento

400x (Figura 2) e microscopio de varredura (Figura 3).

FIGURA 1. Observacoes em estereomicroscopio aos 30 dias apds a
transferéncia da plantas para as cimeras climatizadas cv. Pintado
(A e C) e cv. Uirapuru (B e D), 25 dias apds transferéncia. (Seta
em A indica urédia; cabecas de seta em A — D indicam télias).
Lavras, MG, 2005.



FIGURA 2. Observagdes de cortes transversais de folhas de soja em
microscopio de luz aos 25 dias apos a transferéncia da plantas
para as cameras climatizadas cv. Uirapuru (A e B) e 30 dias apés
transferéncia cv. Pintado (C e D). Setas em A e C mostram télias
e B e D mostram de urédias. Lavras, MG, 2005.
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Teliésporos de P. pachyrhizi foram relatados ocorrendo naturalmente
em muitas localidades em diferentes hospedeiros, como em 2004 em soja na
Argentina (Carmona et al.,, 2004) e no Japdo (Kitani & Inoue, 1960, citados por
Marchetti et al, (1975), em Lab lab purpureus e Canavalia villosa em Porto
Rico (Vakili, 1981). Entretanto, estas regides apresentam temperaturas amenas
que propiciam condigdes para a produgio das télias. Nas regides produtoras de
soja do Brasil dificilmente se tém temperaturas menores de 20°C por longo
periodo no campo no periodo de cultivo da cultura.

Waters (1928) foi o primeiro a montar métodos experimentais para a
formagio de teliésporos em ferrugens. Dentre as varias necessidades para o
estudo da formagdo do estddio telial, ele cita que o estado de resisténcia estd
ligado diretamente ds condigdes climaticas de umidade, temperatura e resisténcia
do hospedeiro. Os fatores intrinsecos ao fimgo agem dependentemente as
influéncias climéticas, ou seja, a habilidade do fungo de parasitar dependera de
sua reacio as condices ambientais desfavoriveis para a continuagdo de seu
desenvolvimento vegetativo e a producio, em segnida, de estruturas de
sobrevivéncia,

Kitani & Inoue (1960), citados por Marchetti et al. (1975), foram os
primeiros a empregar a técnica de Waters (1928), na indugdo de telidsporos de
P. pachyrhizi pela manipulag3o da temperatura. Foram testadas temperaturas de
120°C, 15°C, 10°C e 5°C. Nenhuma télia foi formada 2 20°C, somente dentro de
10, 14 e 20 dias apés a incubagdio houve o aparecimento de télia nas
temperaturas de 15°C, 10°C e 5°C, respectivamente.

Yeh et al. (1981) estudaram a indugdio da formagdo de telidsporos em
soja e em mais nove hospedeiros, em temperatura maxima de 24°C e minima de
15°C. Trinta e cinco dias apds incubagdo, houve o aparecimento de télia e
teliosporos em Glycine wightii, G. canescens e G. javanica e 30 dias apos
incubagdo em G. max e Phaseolus erosus e entre 50 e 60 dias em Cajanus cajan,



P. lunatus, P. vulgaris, R minima e Vigna unguiculata. Assim, confirmou-se
que temperaturas baixas, entre 15°C e 20°C, induzem & formacdo de téhia. Em
emeﬁmanosfeitospelosamom,mmmaépom,emmmpo,oomteinpm
acima de 25°C, ndo foi observado o aparecimento de télia. Neste trabalho
podem-se confirmar os resultados acima citados, mostrando que a temperatura
de 15°C favorece a formacdo de télia. Este tipo de estudo ainda ndo havia sido
realizado no Brasil.

Dufvesne et al, (1987) concluiram que houve a influéncia da temperatura
e da intensidade de Iluz na produgdo de télia, bem como dos fatores genéticos da
cultivar e do fingo, no qual o isolado de P. pachyrhizi de Taiwan, mais
agressivo, prodnziu télia mais rapidamente, enquanto que o isolado de P.
pachyrhizi de Porto Rico, sob as mesmas condigdes, produziu mais lentamente.

Tan-Yuun et al. (2001a) estudaram a formagdo de teliésporos de P.
pachyrhizi usando quatro cultivares de. soja no campo e em cimaras de
crescimento. Estes autores verificaram o aparecimento de télia nos dois
ambientes avaliados, nos quais os fatores que influenciaram o aparecimento das
télias foram o gendtipo da cultivar, a temperatura, a umidade relativa e a
intensidade de luz, sendo os fatores genétipo da cultivar e a temperatura os mais
importantes e determinantes para a formagio de télia. As condi¢Bes basicas
requeridas para a formacio de teliésporos foram temperaturas médias diumas
acima de 20°C, com minima diaria de 16°C, no qual mais télias foram
encontradas em plantas expostas a maiores flutuages ‘de temperatura. Neste
estudo verificou-se que as cultivares podem se comportar de forma diferents
quanto ao tempo para a produgiio das télias, confirmando o encontrado por
Dufresne et al.1987) e Tan-Yulun et al. (2001a).

Tan-Yulun et al. (2001a) também demonstraram que teliésporos de
menor tamanho foram formados mais cedo em genétipos suscetiveis,
comparados com gendtipos resistentes, no qual o tamanho da télia foi
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inversamente relacionado com sen numero. Confirmando os resultados
apresentados neste estudo, os autores encontraram maior pumero de télias
formado entre 13°C e 15°C e 200 lux, sob condi¢des artificiais (cAmara de
crescimento), se comparadas com as condi¢Ges naturais (campo).

O papel dos telidosporos no ciclo de infecg@o de P. pachyrhizi nio é
ainda bem esclarecido. Desse modo, Tan-YuJun et al. (2001b) realizaram alguns
experimentos na tentativa de provar o fator sobrevivéncia admitido com a
fingdo bioldgica dos telidsporos em diversos ciclos de infecgdo. Assim, os
autores observaram que teliosporos formados sob condigbes naturais foram
incapazes de germinar e nio causaram ferrugem da soja na cultura subsegiiente
de soja no campo. Eles entfio concluiram que P. pachyrhizi, na China, é capaz de
produzir telidsporos sob condicbes naturais, porém, ndo constituem fonte de
infeccdo primaria para plantas de soja.

As principais diferencas entre as duas espécies de ferrugem ja citadas
estio no formato da télia e dos telidsporos (Carvatho Jr. & Figueiredo et al.,
2000). Quanto ao tamanho e formato das télias, pode-se inferir sobre dois tipos
(Tabela. 1), aquelas mais arredondadas com espessura média de 77um, altura de
35,25um e camada apical de 1,42um, que predominaram nas folhas da cultivar
Uirapuru apés 25 dias da transferéncia das plantas para a cdmara climatizada de
15°C (Figura 3E e 3F) e as mais alongadas com espessura média de 127,33um,
altura de 41,33um e camada apical de 1,9um que predominaram na cultivar
Pintado apés 30 dias (Figura 3B e 3D). O nimero médio de camadas de
teliosporos variou de trés ma cultivar Uirapuru e cinco na cultivar Pintado
(Tabela 1). O formato dos telidsporos também varicu entre os cultivares, com
predominincia do formato mais clavado na cultivar Pintado com medidas de
6,97um de largura e 14,91um de altura e formato mais arredondado na cultivar
Uirapuru com 7,02um de largura e 10,02um de altura (Tabela 2).



FIGURA 3. Eletromicrografias de varredura (A-B) - Folhas do cv. Uirapuru aos 25

dias apés a transferéncia da plantas para as camaras climatizadas (A)
Corte transversal de uma urédia; (B) Corte transversal de uma télia em
formato alongado; (C-D) - Folhas da cv. Pintado aos 30 dias apés
transferéncia Corte transversal de uma urédia; (D) Corte transversal de
uma télia em formato alongado; (E) Formato de t€lia arredondado da
cv. Uirapuru, aos 25 dias ap6s transferéncia e (F) Formato de télia mais
arredondado da cv. Pintado aos 30 dias apds transferéncia para a
camera climatizada de 15°C. Seta indica tipo de teliGsporos
arredondado e cabega de seta tipo clavado. As folhas foram cortadas em
nitrogénio liquido. Lavras, MG, 2005.
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Estes resultados confirmam a identidade do fungo como P. pachyrhizi,
segundo os caracteres da camada apical e do nimero de camadas de teliosporos
adotados por Carvalho & Figueiredo et al. (2000) e reforcam os dados de PCR
feito para este isolado e apresestado mo capitulo 2, para confirmac¢io da
identidade do fimgo. Além disso, os resultados trouxeram informacGes
importantes sobre a variagio do formato dos teliésporos e do tamanho e formato
das télias em fungio do hospedeiro, que n3o sdo destacados em trabathos

anteriores.
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TABELA 1. Média das dimensdes das télia em folkas infectadas com ferrugem da
soja nas cultivares Pintado e Uirapuru, mantidas a 15°C. Lavras-MG,

2005.
Medida (pm) cv. Pintado’ cv. Uirapurv’®
Largura 127,33 77
Altura 4133 35,25
Camada apical 1,9 1,425
N° camadas 5 3

TAos 30 dias apds a transferéncia para a cimera climatizada.
2A0s 25 dias apds a transferéncia para a cimera climatizada

TABELA 2. Média das dimensdes dos teliésporos em folhas infectadas com
ferrugemdasojanascultivamPi:naderirapum,manﬁdasa
15°C. Lavras-MG, 2005.

Medida (pm) cv. Pintado' cv. Uirapure’
Largura 6,87 7.02
Altura 14,91 10,02

TAos 30 dias ap6s a transferéncia para a cimera climatizada.
2A0s 25 dias apbs a transferéncia para a cimera climatizada
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4 CONCLUSQES

A temperatura que promoveu maior produgdo de télia e telidsporos foi a
de 15°C.

Observou-se a presenga de dois formatos de telidsporos, um clavado que
predominou na cultivar Uirapuru e outro arredondado que predominou na

Verificou-se também variagio no tamanho e formato das télias pas
cultivares.



5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APHIS-Factsheet Louisiana Soybean  Rust  Detection.  Disponivel
em:<http://www.aphis.usda.gov/Ipa/pubs/fcsheet_faq notice/faq_phalasoyb
eanrust.pdf> Acesso em 20 nov. 2004.

BROMFIELD, K. R. Soybean rust. St. Paul, MN: American Phytopathological
Society, 1984. (Monograph, . 11)

CARMONA, M.; GALLY, M.; LOPEZ, S. E. Roya Asiatica de la soja:
patometria de epidemias en Argentina y caracterizacion morfologica de
Phakopsora pachyrhizi (Uredosporas y teleutosporas). Fitopatologia
Brasileira, Brasilia, v. 29, p. 279, ago. 2004. Suplemento. Resumo.

CARVALHO J. A. A ; FIGUEIREDO, M. B. A. A verdadeira identidade da
ferrugem da soja no Brasil. Summa Phytopathologica, Sio Paulo, v. 26, 1. 1, p.
197-200, jan_/mar. 2000.

DUFRESNE, L. A ; BEAN, G. A.; BONDE, M. R.; GOTH, R. W. Effects of
temperature and light intensity on telia development by Puerto Rico and Taiwan
isolates of Phakopsora pachyrhizi, the soybean rust fungi. Plant Disease, St.
Paul, v. 71, n. 7, p. 629-631, July 1987.

KAWUKL R_ S.; ADIPALA, E.; TUKAMUHABWA, P. Yield Loss Associated
with Soya Bean Rust (Phakopsora pachyrhizi Syd.) in Uganda. Journal of
Phytopathelogy, Hamburgh, v. 151, n. 1, p. 7-12, 2003.

KEOGH, R. C. The host range and distribution of Phakopsora pachyrhizi in
New South Wales. Australian Plant Pathology Society Newsletter, Victonia,
v.5,n. 1, p. 51-52, 1976.

KILLGORE, E.; HEU, R. First report of soybean rust in Hawaii. Plant Disease,
St. Paul, v. 78, n. 12, p. 1216, Dec. 1994.

KOCH, E.; HOPPE, E. E. Germination of the Teliospores of Phakopsora
pachyrhizi. Soybean Rust Newsletter, Taiper, v. 8, p. 34, 1987.

MARCHETTI, M. A ; UECKER, F. A,; BROMFIELD, K. R. Uredinal

Development of Phakopsora pachyrhizi in Soybeans. Phytopathology, St. Paul,
v. 65, n. 7, p. 822-823, July 1975.

51



MOREL, W.; YORINORY], J. T. Situacién de la roja de la soja en el
Paraguay. Capitin Miranda, Paraguay: Ministerio de Agricultura y Granaderia,
Centro Regional de Investigacion Agricola, 2002. (Boletin de Divulgacién, n.
44).

ONO, Y.; BURITICA, P.; HENNEN, J. F. Delimitation of Phakopsora,
Physopella and Cerotelium and their species on Leguminosae. Mycological
Research, New York, v. 96, n. 10, p_ 825-850, Oct. 1992.

SAKSIRIRAT, W.; HOPPE, H. H. Teliospore germination of soybean rust

fungus (Phakopsora pachyrhizi). Journal of Phytopathology, Hamburg, v. 132,
n. 4, p. 339-342, 1991.

TAN YU-JUM, YU ZI-LIN, LIU JIA-LIN. Studies on the epidemic regulation
and control of soybean rust caused by Phakopsora pachyrhizi Sydow.
soybean research in China and the United States International Soybean.
Urbana, Hlinois, USA, 1983. (Intsoy Series Number, 25).

TAN-YUJUN; FEI-FUHUA; SHAN-ZHIHUI, ZHOU-LECONG; SHEN-
MIGZHEN,; LI-SONG; TAN-YJ; FEI-FH; SHAN-ZH; ZHOU-LC; SHEN-MZ
& LI-S. Study on teliospore formation of Phakopsora pachyrhizi Sydow.
Chinese Journal of Qil Crop Sciences, Taipei, v. 23, n. 1, p. 57-59, 2001.

TAN-YUJUN; FEI-FUHUA; SHAN-ZHIHUIL; ZHOU-LECONG; SHEN-
MIGZHEN; LI-SONG; TAN-YJ; FEI-FH;, SHAN-ZH; ZHOU-LC; SHEN-MZ
& LI-S. The role of teliospore of soybean rust pathogen (Phakopsora pachyrhizi
Sydow) in the infection cycle. Chinese Journal of Qil Crop Sciences, Taipei,
v.23,n. 1, p. 49-51, 2001.

VAKILI, N. G. Distribution of Phakopsora pachyrhizi on Lab lab purpureus m
Puerto Rico. Plant Disease Reporter, St. Paul, v. 65, n. 10, p. 817-819, 1981.

WATERS, C. W. The Coatrol of Teliospore and Urediniospore Formation By
Experimental Methods. Phytopathology, St. Paul, v. 18,n. 2, p. 157-213, 1928.

YEH, C. C,; TSCHANZ, A. T.; SINCLAIR, J. B. Induced teliospore formation

by Phakopsora pachyrhizi on soybeans and other hosts. Phytopathology, St.
Paul, v. 71, n. 10, p. 1111-1112, Oct. 1981.

52



CONSIDERACOES FINAIS

Devido a alta agressividade da ferrugem “Asiatica”, causada pela
espécie Phakopsora pachyrhizi, houve grandes perdas na produgio de soja na
safra passada 2003/04 em todas as regides produtoras do pais, inclusive Minas
Gerais. Mesmo com a expansio da cultura no estado, a produgdo esperada nio
superou as expectativas devido a grande intensidade da doenca.

Assim a correta identificagio do agente causal da ferrugem é de extrema
importancia para o manejo adequado dessa enfermidade. Dessa maneira, por
meio deste trabalho, pode-se confirmar a presenca de P. pachyrhizi em 100%
das areas coletadas no Estado.

Todas as 86 amostras coletadas, as quais foram analisadas pela reagdo da
polimerase em cadeia (PCR) com o uso de “primers” especificos para cada
espécie causadora da ferrugem da soja eram pertencentes a espécie Phakopsora
pachyrhizi, agente etiologico da ferrugem “Asiatica”. No “primer” especifico
para a detecgdo da espécie P. pachyrhizi Ppal/Ppml, ocorreu o aparecimento de
bandas, cujo produto da reagio foi revelado por 141 pares de base, nao
ocorrendo a aparecimento de banda com o uso do “primer” especifico para P.
meibomiae, Pme2/Ppml.

Esses resultados de PCR sdo confirmados pelas caracteristicas
morfologicas como sendo a espécie P. pachyrhizi. Caracteristicas estas que sao
evidenciadas principalmente pela camada apical de até 3 pm de largura e 3-5
camadas de telidsporos.

Desse modo, o estudo das caracteristicas morfologicas da téhia e
teliésporos obtidos com a indugdo desta fase em P. pachyrhizi reforgou os
resultados obtidos pela identificagdo molecular.
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Assim, a utiizagio de metodologias ripidas e seguras para a
identificacio da ferrugem com o uso de técnicas moleculares, juntamente com
estudos das caracteristicas morfologicas, é de extrema importancia.

Assim, estudos futuros com outras técnicas moleculares e o estudo da
biologia das prmcipais fases do ciclo da ferrugem da soja sdo de grande
telev&nciapamacmﬁnuiaaded&stap&squisa.

D&ssemodo,espera—sequewtetraﬁaﬂzosejaopﬁmeiropassopmque
novas investigacGes sobre essa doenga continuem.



