DISTRIBUICAO E IDENTIFICACAO DE Phakopsora pachyrhizi, AGENTE
CAUSAL DA FERRUGEM DA SOJA NO ESTADO DE MINAS GERAIS!

Identification and distribution of Phakopsora pachyrhizi causal agente of the Asian
rust in the Minas Gerais State

Patricia Ferreira Cunha Sousa?, Eduardo Alves®, Hilario Antonio de Castro®, Paulo Estevao de Souza®,
Alvaro Manuel Rodrigues de Almeida’, Silvana Regina Hochenbach?

RESUMO

A ferrugem da soja é causada por duas espécies. Phakopsora pachyrhizi e P. meibomiae. No Brasil, a doenga tem sido
responsavel por grandes perdas dessa leguminosa nas Ultimas safras. Um levantamento na distribui¢gio do patégeno e aidentificacdo
correta da espécie preval ecente nas regides produtoras no Brasil, tornou-se necessario para orientar o plangjamento 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 uredinidsporos de Phakopsora, nas principais regioes
produtoras de soja do Estado de Minas Gerais (Triangulo, Alto Paranaiba, Noroeste, Sudoeste e Sul), envolvendo 22 municipios. A
extracdo de DNA foi feita pelo método de CTAB. Para a reacéo da polimerase em cadeia (PCR) foram utilizados conjuntos de
“primers” especificos para cada espécie Phakopsora, sendo o par de “primers” Ppm1/Ppa2 especifico para P. pachyrhizi e Ppm1/
Pme2 para P. meibomiae. Os resultados evidenciam que todas as 86 amostras analisadas pertenciam a espécie P. pachyrhiz, agente
etiol 6gico daferrugem “asitica”, ou sgja, houve o aparecimento de bandas especificasapenascomousodo conjunto “primer” Ppml/
Ppa2 com tamanho aproximado de 141 pares de bases. De acordo com esses resultados, pode-se afirmar que a espécie do género
Phakopsora presente em 100% das areas analisadas no Estado de Minas Gerais eraP. pachyrhiz. Essas informagGes sdo importantes
para orientar futuros programas de mel horamento, visando resisténcia ao agente da ferrugem da soja no Estado.

Termos par a indexagédo: PCR, Phakopsora pachyrhiz, levantamento.

ABSTRACT

The soybean rust is caused by two species: Phakopsora pachyrhizi e P. meibomiae. In Brazil this diseases has been
responsible for great losses in the production of soybean in the last years. The distribution of the disease and identification of the
prevalent speciesin the producing areasin 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 leavesinfected 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 Pom1/Ppa2 specific for P. pachyrhizi and Pom1/Pme2 specific for P. meibomiae. The results showed that the 86
samples belonged to the species P. pachyrhiz, agent causal of the “Asian” rust. In other words, there was the production of bands
specific from the group primer Ppm1/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. pachyrhiz. Thisinformation isimportant to
guide futures breeding programs for resistance to the agent of soybean rust in the State.

Index terms: PCR, Phakopsora pachyrhiz, survey.

(Recebido em 22 de junho de 2005 e aprovado em 8 de maio de 2006)

INTRODUGCAO

A ferrugem da soja, nas Ultimas safras,
principal mente na de 2003/04, causou enormes perdas &
sojicultura nacional, gerando uma reducéo de 4,6 milhdes
de toneladas, o que corresponde ao valor de US$ 1.22
bilhdo de dolares de prejuizo (YORINORI &
LAZZAROTTO, 2004). Essa doenca é causada por duas
espécies Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P. Sydow) e
Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur. A primeira,

conhecida no oriente desde 1914 (RYTTER et al., 1984) éa
mais agressiva, causando perdas de 5% a 80% (KAWUKI
et a., 2003); a segunda originéria do hemisfério ocidental,
principalmente América do Sul e Caribe, € menos agressiva.
Como as duas espécies podem ocorrer simultaneamente
na mesma area, com sintomatologia semelhante, porém
causando perdas distintas, é de extrema importancia
diferenciar a espécie predominante. Na safra 2002/03, Piuga
et a. (2004) realizaram levantamento em diferentes regides
do Brasil, constatando a presenca simulténea das duas
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espécies em amostras das regides de Passo Fundo (RS) e
Ponta Grossa (PR). Em Minas Gerais, a doenca ocorreu na
safra 2003/04 desde os primeiros estadios vegetativos da
cultura, em meados de dezembro. No Estado, existe adivida
de qual espécie estd dominando os campos de producéo
de soja, além do que a diagnose de campo dessa doenca €
também dificultada, pois os sintomas iniciais podem ser
confundidos com sintomas de outras doencas, como
pustula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. glycines
(Nakano) Dye.) e mancha parda (Septoria glycines Hemmi)
(YORINORI, 2003), fazendo com que um diagndstico rapido
€ Preciso se torne necessario.

Técnicas moleculares tém se mostrado bastante
eficientes para atender a essas necessidades. Com 0 uso
dessas técnicas, tornou-se possivel a distingdo entre
espécies morfoldgica e geneticamente semelhantes
(MCDONALD, 1997). Dentre as técnicas, a PCR se destaca
devido a sua especificidade, a qual tem evoluido muito
nos Ultimos anos com o desenvolvimento de “primers”
pararotina (SCHAAD & FREDERICK, 2002). No caso da
ferrugem da soja, o desenvolvimento de “primers”
especificos para as espécies P. meibomiae e P. pachyrhiz
(FREDERICK et d., 2002) permitiu aidentificagfo precisa
de cada espécie.

Este trabalho teve como objetivo identificar, através
de andlise de PCR a presenca e a distribuicdo de P.
pachyrhizi e P. meibomiae nos campos de producéo de
soja no Estado de Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

Amostras de folhas com lesdes tipicas de ferrugem
foram coletadas nas principais regides produtoras de soja
do Estado de Minas Gerais, compreendendo as
macrorregifes sul, sudeste, sudoeste, tridngulo, alto
Paranaiba e noroeste (Tabela 1), num total de 22 municipios.
As amostras de folhas coletadas foram levadas para o
Laboratério de Microscopia Eletrénica (LME) da
Universidade Federa de Lavras, onde os uredinidsporos
foram retirados com um pincel n° 6 e colocados em tubos
de microcentrifuga de 1,5 mL, com agua destilada e
esterilizada, e conservados em nitrogénio liquido a-196°C
e no freezer a-20°C.

No Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Soja,
em Londrina, PR, aproximadamente 10 mg de
urediniosporos foram colocados em tubos de
microcentrifugade 1,5 mL. Foram adicionados, em cada
tubo, 500 pL de tampéo de extracdo CTAB (NaCl 5M, Tris-
HCI M pH 8,0, EDTA 0,5M, B -mercaptoetanol, CTAB 5%,

agua destilada). Os esporos foram macerados com pistilo
e 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,
onde foi adicionado volumeigual de cloroférmio: acool
isoamilico (24:1), com agitag8o suave por inversdes, durante
cinco minutos, e centrifugacdo por 15 minutos a 2940 g; 0s
dois Ultimos passos foram repetidos. O sobrenadante foi
transferido para novo microtubo e o DNA foi precipitado
pela adicdo de 2/3 de isopropanol gelado (-20°C). Os
microtubos foram agitados manualmente até que os &cidos
nucléicos se tornassem visiveis e depois incubados até o
dia seguinte a4°C, quando foi centrifugado a 6610 g, por
10 minutos. A seguir, o sobrenadante foi descartado e o
“pellet” de DNA lavado com 500 pL de etanol 70%, seco
em estufa a 37°C, ressuspendido em 400 mL de tampéo TE
(10 mL Tris-HCI pH 8,0; ImL EDTA pH 8,0) mais RNAse (40
pL/mg) e incubado em estufa a 37°C por 30 minutos. O
DNA foi quantificado e qualificado utilizando amplificagdes
por PCR.

Os “primers” especificos Ppm1/Ppa2 (5'-
GCAGAATTCAGTGAA TCATCAAG-3'/5"-
GCAACACTCAAAATCCAACAAT-3) paraP. pachyrhizi
e Ppom1/Pme2 (5-GCAGAATTCAGTGAATCATCAAG-3/
5-GCACTCAAA-ATCCAACATGC-3) paraP. meibomiae
foram sintetizados pela Invitrogen Life Thecnologies®,
segundo padrbes desenhados por Frederick et al. (2002).
As reagdes de PCR foram conduzidas em termociclador (Gene
AMP PCR System 9700; Applied Biosystems®) com 30 ng
de DNA gendmico. A reagdo de PCR foi realizada seguindo
0 protocolo de Frederick et al. (2002), com algumas
modificagBes nos tempos e nos nimeros de ciclos, devido
aos pré-testes, seguindo o protocolo inicial, ndo terem dado
bons resultados. Desse modo, um volume total de 25uL
contendo 100 mM Tris-HCI; 500 mM KCl, pH 8.3; 50 mM
MgCl.; dATP, dGTP, dCTP, dTTP cada um na concentragéo
de2,5mM; cada“primer” naconcentragdo de 10 uM; e 1U
(0,2L) da Tag DNA polimerase. A desnaturacdo foi realizada
a94°C, por trés minutos; para amplificacdo foram realizados
30 ciclos 94°C, por um minuto, 55°C por um minuto, 72°C por
um minuto e 30 segundos, e para anelamento e extensdo da
fitafoi feito sob 72°C, por sete minutos.

Como controle negativo foi utilizada amostra sem
DNA e como controles positivos amostras com DNA deP.
pachyrhiz eP. meibomiae fornecidos pelo Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Soja. As amostras foram
submetidas a eletroforese em cuba horizontal, por trés
horas a 120V. O gl a 1,5% de agarose foi corado com
brometo de etidio e revelado em luz ultra-violeta.
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TABEL A 1 - Relagdo das amostras de uredinidsporos de ferrugem coletados nas principais regides produtoras de soja

no Estado de Minas Gerais. Lavras, MG, 2005.

N° Cidade Cultivar
la3 Casa-de-vegetacdo 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 Capitdlio M-SOY 8001
17 Capitdlio Conquista
18a32 Delfinépolis Conquista
33a36 Passos Conquista
37 S80 Gotardo Vencedora
38 Patos de Minas Conquista
39 Conquista Garantia
40e42 Conquista Robusta
41 Conquista Conquista
43 a 46 Romaria Robusta
47 a49 Sacramento Nobreza
50a51 S80 Jodo Batistado Gldria Conquista
52 Iguatama Conquista
53 Sa0 Jodo Del Rel M-SOY 8400
54 S80 Jo&o Del Rei Robusta
55a58 Lagamar Conquista
59 a62 Agua Comprida Nobreza
63e67 Conceic¢éo das Alagoas Conquista
68 e 69 Rio Paranaiba Garantia
70 Rio Paranaiba Robusta
71 Rio Paranaiba Conquista
72a74 Presidente Olegario Robusta
75a78 Irali de Minas Robusta
79 Uberaba Conquista
80e84 Uberaba Sublime
81e82 Uberaba Confianca
83 Uberaba Garantia
85 Uberaba Robusta
86 Paracatu Conquista
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da eletroforese evidenciou que apenas
asamostras amplificadas com o “primer” especifico paraP.
pachyrhiz, agente etiol gico daferrugem “asi&tica”’, foram
visualizadas nos géis. Utilizando o par de “primer”
especifico para a deteccéo da espécie P. pachyrhiz Ppm1/
Ppal, ocorreu o aparecimento de bandas, cujo produto da
reacdo foi uma banda equivaente a 141 pares de base
(Figuras 1 e 2), e ndo houve aparecimento de bandas para
areacao como “primer” Ppm1/ Pme2 em 139 paresde base,
paraaP. meibomiae, exceto no controle (Figura 1).

Esses resultados demonstram que a espécie
predominante nos principais campos de producéo de soja do
Estado de Minas Gerais, na safra 2003/04, foi deP. pachyrhiz.
Essa espécie € considerada mais agressiva, o que explicaos
altos prejuizos verificados na Ultima safra no estado.

Ladder 100bp
Controle Pm

400 -

200 -

100 -

De acordo com Deslandes (1979), a ferrugem
“asiatica” da soja foi detectada pela primeira vez em
Lavras, MG infectando soja e outras leguminosas. O
trabalho de Akamatsu et al. (2004) confirmou, através
de técnicas moleculares que amostras coletadas no
Estado de Minas Gerias, em 1979, eram de P. pachyrhiz,
e apenas algumas amostras apresentavam as duas
espécies. Os autores utilizaram para essa identificacéo
amostras herborizadas entre 1979 e 1983 do Estado de
Minas Gerais, sendo aextracdo do DNA gendémico pelo
método CTAB e a identificacdo molecular através de
“primers” especificos para as duas espécies, a partir de
regides codificantes (18S, 5.8S e 28S) separadas por duas
regides transcritas, porém descartadas durante o
processo (ITS1 el TS2). Tal fato confirma os resultados
deste trabalho.

Controle Pp.

FIGURA 1- Gel de agarose dareagéo de polimerase em cadeia (PCR) mostrando as bandas do controle P. m. (Primer
Ppm1/Pme2 especifico paraPhakopsora meibomiae) em 139pb e do controle P.p. (Primer Ppm1/Ppa2 especifico para

Phakopsora pachyrhizi) em 141pb.
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FIGURA 2 — Gel de agarose da reacdo de polimerase em cadeia (PCR). Primer Ppm1/Ppa2 especifico para Phakopsora

pachyrhizi, amostras 1-28 (A), amostras 29-58 (B) e amostras 59-86 (C).
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CONCLUSOES

Conclui-se que: P. pachyrhiz, agente etiol6gico
daferrugem “asiética” foi a espécie presente em todas as
amostras, coletadas para este estudo, no Estado de Minas
Gerais na safra 2003/04, o que indica que essa espécie se
encontra amplamente distribuida no Estado, justificando
0s altos danos observados na cultura nesta safra.
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