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“Cabe ao homem compreender gque o solo
fértil onde tudo que se planta da, pode secar.

Que o chao que da frutos e flores pode dar
ervas daninhas.

Que a caga se dispersa e a terra da fartura
pode se transformar na terra da penuria e da
destruicéo.

O homem precisa entender que de sua boa
convivéncia com a natureza depende sua
subsisténcia e que a destruicdo da natureza é
sua proépria destruigcdo, pois a sua esséncia &
a natureza, a sua origem e o seu fim”

Elizabeth Jhin
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RESUMO

A pustula bacteriana causada por Xanthomonas citri pv. glycines é considerada uma
das mais sérias doencas bacterianas a nivel global na cultura da soja. Os objetivos do
estudo foram: testar diferentes condi¢Bes de inoculagéo, avaliar diferentes métodos
de inoculacdo artificial em casa-de-vegetacdo, determinar a agressividade e
variabilidade patogénica de isolados da bactéria, propor um protocolo de inoculagéo
artificial para X. citri pv. glycines visando o screening de gendtipos de soja, e
caracterizar cultivares comerciais de soja usando o protocolo proposto. Testaram-se
trés tempos de permanéncia em camara umida (12, 24 e 48 horas pré e pos-
inoculacao), trés estadios fenoldgicos para inoculagéo (V2, V3 e V4 correspondentes
a aproximadamente 15, 20 e 25 dias apos semeadura-DAS) e duas concentracdes de
inéculo (108 e 108 UFC mL™Y). Os métodos de inoculacédo avaliados foram: agulhas
multiplas, tesoura, pincel e aspersdo. Os genotipos avaliados foram NT12 2042 (S),
VMax (MS), BMX Poténcia (MR) e BRS 316 (R). Avaliaram-se a severidade, o tipo de
sintoma, o tempo de inoculacao e o volume de indculo necessario para cada método.
A agressividade de cinco isolados de X. citri pv. glycines foi avaliada nos genétipos
NT12 2042 (S), Peking (S), VMax (MS) e BRS 316 (R). Com os dados de severidade
de seis avaliacOes, calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenca. A
caracterizacao de resisténcia foi avaliada em 16 cultivares comerciais pelo método de
aspersao e pelo método do pincel. As condi¢des de inoculacdo mais adequadas foram
inoculacdo no estadio V3 (20 DAS), com concentracéo de indculo de 108 UFC mL* e
24 horas de camara Umida pré e pés inoculacédo. O método de asperséo foi o escolhido
como o mais adequado, rapido e pratico método para screening de genotipos de soja
em programas de melhoramento. Os testes de agressividade mostraram diferenca
significativa entre os isolados, sendo os isolados 333, GDM 01 e GDM 02 os mais
agressivos, enquanto os isolados 87-2 e GDM 03 foram os menos agressivos. Os
ensaios de caracterizagéo de cultivares mostraram diferengas nas reac¢des de alguns
cultivares quando inoculados com o método do pincel e com o0 método de asperséo,
0 que sugere que o método do pincel, superestima os sintomas da doenca, ndo sendo
o ideal para caracterizar cultivares para resisténcia a pustula bacteriana em
programas de melhoramento.

Palavras-chave: Glycine max; protocolo de inoculagéo; viruléncia; Xanthomonas
axonopodis pv; glycines.
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ABSTRACT

Bacterial pustule caused by Xanthomonas citri pv. glycines is considered one of the
most serious bacterial diseases globally in soybean -cultivation. The research
objectives were: to test different inoculation conditions, to evaluate different methods
of artificial inoculation in greenhouse, to determine the aggressiveness and pathogenic
variability of bacterial isolates collected in different locations, to propose an artificial
inoculation protocol of X. citri pv. glycines for screening soybean genotypes, and to
characterize commercial soybean cultivars using the proposed protocol. Three wet
chamber periods were tested (12, 24 and 48 hours before and after inoculation), three
inoculation phenological stages (V2, V3 and V4 corresponding to approximately 15, 20
and 25 days after sowing-DAS) and two inoculum concentrations (10® and 108
CFU/mL). The inoculation methods evaluated were: multiple needles, scissors, brush
and spray in NT12 2042 (S), VMax (MS), BMX Power (MR) and BRS 316 (R)
genotypes. Severity, symptom type, inoculation time and inoculum volume required for
each method were evaluated. The aggressiveness of five X. citri pv. glycines isolates
were evaluated in NT12 2042 (S), Peking (S), VMax (MS) and BRS 316 (R) genotypes.
With severity data from six evaluations, the area under the disease progress curve was
calculated. The resistance characterization was evaluated in 16 commercial cultivars
using spray method and brush method. The most suitable inoculation conditions were
inoculation at V3 stage (20 DAS), with inoculum concentration of 108 CFU/mL and 24
hours of wet chamber before and after inoculation. The spray method was chosen as
the most appropriate, quick and practical method for screening soybean genotypes in
breeding programs. The aggressiveness tests showed a significant difference between
isolates, 333, GDM 01 and GDM 02 isolates showed most aggressiveness, while 87-
2 and GDM 03 isolates were the least aggressive. The cultivar characterization tests
showed differences in some cultivars reactions when inoculated with the brush method
and with the spray method, which suggests that brush method overestimates the
symptoms of the disease, not being ideal for cultivars resistance characterization to
bacterial pustule in breeding programs.

Key words: Glycine max; inoculation protocol; virulence; Xanthomonas axonopodis
pv; glycines.
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1 INTRODUCAO

A postula bacteriana da soja, causada por Xanthomonas citri
pathovar (pv) glycines (Nakano 1919) Constantin et al. 2016 (sin. Xanthomonas
axonopodis pv. glycines), € considerada umas das principais doengas bacterianas
da cultura da soja. A doenga encontra-se disseminada por praticamente todas as
grandes regides produtoras de soja do Brasil, Estados Unidos, China e india,
podendo causar grandes perdas em cultivares suscetiveis.

O patégeno sobrevive nos restos culturais e € transmissivel por
sementes. Seu modo de infeccdo é através de aberturas naturais ou ferimentos,
provocando a hipertrofia das células. Os sintomas aparecem geralmente nas folhas,
formando manchas de coloragdo parda, arredondadas e nunca angulares. No centro
da lesdo, forma-se uma pustula com pequena elevagéo, o que d4 nome a doenga.

Devido & importancia da doenga, em termos de incidéncia e
severidade, busca-se cada vez mais, através do melhoramento genético, genotipos
de soja resistentes. A busca por fontes de resisténcia se faz necessaria, uma vez
que o cultivo de genotipos suscetiveis de soja em grandes areas pode resultar em
epidemias de pustula bacteriana.

Entre as exigéncias da Lei de Protecdo de Cultivares, para se obter
a protecdo de uma cultivar, € necessario a comprovacdo de caracteristicas de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) da mesma. Sendo assim,
para realizacdo dos ensaios de DHE que envolvem a caracterizagéo de resisténcia a
doengas, a escolha do método de inoculagéo do patégeno é de extrema importancia.
S0 necessérios métodos praticos, ageis, de baixo custo, com boa eficiéncia em
casa-de-vegetacao e que tenham correlagdo com o comportamento das cultivares
no campo com ocorréncia natural da doenga.

No caso da pustula bacteriana, tem-se verificado diferenca entre o
nivel de resisténcia descrita no registro da cultivar e o comportamento observado em
campo frente & pustula bacteriana. Tem se observado que o método de inoculacéo
de X. citri pv. glycines proposto para caracterizagdo de cultivares nos ensaios de
DHE é agressivo, caracterizando cultivares com niveis de resisténcia menores aos

observados em campo em condi¢des de ocorréncia natural da pustula bacteriana.
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Em programas de melhoramento, meétodos de screening em
ambiente controlado séo necessérios para identificar cultivares de soja resistentes a
pustula bacteriana. Com este objetivo, a severidade da doenga em cultivares de soja
com inoculacéo artificial em casa de vegetagdo deve-se correlacionar com a obtida
em campo sob condigbes de ocorréncia natural.

Com base no exposto, o estudo teve como objetivos: a) testar
diferentes condi¢des de inoculacdo (diferentes concentragfes de indculo, idades da
planta no momento da inoculagdo e periodos de permanéncia das plantas em
camara Umida); b) avaliar diferentes métodos de inoculagéo artificial em casa-de-
vegetagao; c) propor um protocolo de inoculagéo artificial de X. citri pv. glycines para
screening de gendtipos de soja; d) determinar a agressividade e variabilidade
patogénica de isolados da bactéria coletados em diferentes localidades; e e)
caracterizar cultivares comerciais de soja usando o protocolo proposto para

comparar com a reagao que consta no registro destas cultivares.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CULTURA DA SOJA
2.1.1 Origem

A soja cultivada (Glycine max (L.) Merrill) é originaria do leste
asiatico, conhecida como regido da Mancharia (HYMOWITZ, 1970). Chegou no
Brasil por volta de 1882, quando D’Utra fez o primeiro relato da soja no pais. No
entanto, as cultivares introduzidas ndo apresentaram boa adaptacdo (SEDIYAMA et
al., 2009).

Em 1908 a leguminosa foi introduzida em S&o Paulo e nesse Estado
demonstrou melhor desenvolvimento que na Bahia (SEDIYAMA et al., 2009).
Todavia, foi no Rio Grande do Sul que a soja se adaptou melhor as condicdes
climaticas, uma vez que estas eram similares as da regido de origem. Diversos
fatores contribuiram com a disperséo da cultura por todo o pais, como investimentos
em pesquisas de fertilidade do solo e implantagéo dos programas de melhoramento
genético (SEDIYAMA; SILVA; BOREM, 2015).
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Outros fatores tiveram sua importancia e contribuiram para a
expansdo da soja, sendo eles: o agquecimento do mercado internacional na década
de 1970 que avangou para o mercado interno; estabelecimento do parque industrial
de processamento de soja, maquinas agricolas e insumos; organizacdo de redes de
pesquisa nos setores publico e privado; baixo valor da terra devido & ampliacdo da
fronteira agricola; topografia plana dos solos do cerrado; desenvolvimento de
tecnologias para producdo em baixas latitudes e politcas governamentais
(SEDIYAMA,; SILVA; BOREM, 2015).

2.1.2 Importancia Econdémica

A cultura da soja vem ganhando cada vez mais importancia na
agricultura mundial. De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos — USDA — a area plantada no mundo em 2018 foi de 124,580 milhdes de
hectares com uma producéo de 336,699 milhdes de toneladas (USDA, 2018).

No Brasil, cerca de 36,949 milhdes de hectares sdo cultivados com
soja atualmente, com uma produgéo na safra 2019/2020 de 120.936,4 milhdes de
toneladas. Os maiores estados produtores brasileiros sdo Mato Grosso, Parana e
Goias, respectivamente (CONAB, 2020).

Para gerar maior potencial de produgéo, foram criados os primeiros
programas de melhoramento de soja por volta da década de 70. Inicialmente, o
objetivo do melhoramento era basicamente o rendimento de gréos, com foco em
caracteristicas como altura de plantas e ciclo dos cultivares. A partir de década de
1980, o aparecimento, principalmente de doengas, modificou este foco (SEDIYAMA;
SILVA; BOREM, 2015).

Estima-se que 15 a 20% das perdas ocorridas na cultura sejam
devido ao ataque de fitopatdgenos (HENNING et al., 2009). No Brasil, cerca de 46
doengas ja foram relatas na cultura, sendo causadas por fungos, bactérias,
nematoides e virus (EMBRAPA, 2011). No entanto, tais nimeros tendem a aumentar
devido a expanséo da soja para novas areas (SEDIYAMA; SILVA; BOREM, 2015).

S&o listadas como as principais doengas bacterianas na cultura da
soja o crestamento bacteriano (causado por Pseudomonas savastanoi pv. glycinea),
a pustula bacteriana (casada por Xanthomonas citri pv. glycines) e o fogo selvagem

(causado por Pseudomonas syringae pv. tabaci) (ITO, 2013)
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2.2 PUSTULA BACTERIANA
2.2.1 Importancia

A pustula bacteriana causada por causada por Xanthomonas citri pv.
glycines (Nakano 1919) Constantin et al. 2016 (sin. Xanthomonas axonopodis pv.
glycines), pode causar, em condi¢cdes de alta incidéncia e severidade, perdas na
produtividade de até 37%, sendo a maior parte atribuida & infeccdo cotiledonar
(SAIN; GOUR, 2013). De acordo com Ferreira et al. (1979) hé registros de perdas de
até 12% em lavouras nos Estados Unidos. Na india, ja foi relatada aproximadamente
40% de reducéo no rendimento da cultura por causa desta doenca (SHARMA; NAIR;
PAWAR, 1993) e na Tailandia € considerada uma das principais doencas
bacterianas da soja (KAEWNUM et al., 2005).

No Brasil, estudos de monitoramento feitos por Bonaldo, Riedo e
Lima (2009) em 16 municipios no Parana, mostraram a incidéncia da doenca em

15,01% dos locais analisados.

2.2.2 Etiologia e Sintomatologia

Xanthomonas citri pv. glycines pertence ao filo Proteobacteria,
classe Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae
(NCBI, 2019).

E uma bactéria gram-negativa, com célula na forma de bastonete
reto, de tamanho entre 0.4-0,6 x 0,8-2,0 um, moével por um Unico flagelo polar e
aerobica obrigatoria (BEDENDO; BELASQUE, 2018).

Os sintomas da pustula bacteriana da soja sé&o tipicos das folhas,
sendo caracterizados por manchas que possuem coloragdo parda, com formato
arredondado e nunca angulares. No centro da lesdo, observa-se uma pequena
elevagdo, chamada de pustula, que d4 nome a doenca (GODOQY et al., 2014). Essas
pustulas geralmente ocorrem na parte inferior da folha (JONES; FETT, 1987).

As lesbes formadas sé&o circundadas por um estreito halo amarelo,
que pode aumentar em lesdes mais velhas. Com a evolugcédo da doenga no limbo
foliar, as manchas aumentam de tamanho. Em ataques mais severos, o nimero de

lesbes aumenta, as quais coalescem e tornam a superficie da folha quase
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totalmente necrosada (FERREIRA; LEHAM; ALMEIDA, 1979). Em cultivares
suscetiveis, o grande numero de pustulas na superficie da folha confere aparéncia
aspera, a vista e ao tato (GODOY et al., 2014).

Os sintomas da pustula bacteriana sdo semelhantes aos observados
para o crestamento, o que pode gerar confusdo no momento de diagnose
(FERREIRA; LEHAM; ALMEIDA, 1979), principalmente em estadios mais avancados
e quando é realizada somente com base nos sintomas (GODOY et al., 2014).
Ambas as doencgas de origem bacteriana podem ser diferenciadas pela elevagéo no
centro da lesdo, caracteristica da pustula e ausente no crestamento. Outro fator de
diferenciacéo entre elas esta relacionado ao aspecto das lesdes necrdticas, as quais
tém contornos arredondados, ndo apresentam brilho e s&o pardas no caso da
pustula bacteriana, enquanto que as lesdes necréticas do crestamento bacteriano
apresentam contornos angulares, coloragdo pardo-escura a negra, com brilho na
face inferior (KIMATI et al., 1997).

Assim como outras bactérias fitopatogénicas, X. citri pv. glycines
disponibiliza nas células do hospedeiro efetores de proteinas, que ajudam na
colonizagéo e contribuem para o desenvolvimento da doengca (CARPENTER et al.,
2019).

2.2.3 Epidemiologia

O patégeno é transmissivel pelas sementes, ndo apresentando
diferenca visivel entre as sadias e as infectadas. A sobrevivéncia na semente pode
variar de 6 a 7 meses, o qual coincide com o periodo de processamento e
armazenamento. Além do inéculo inicial, as sementes constituem um importante
modo de disseminacgdo a longa distancia, podendo introduzir o patégeno em novas
areas onde ainda ndo estava presente (DANELLI; BIANCHIN, 2012). Os restos
infectados de cultura sé@o outra fonte de inéculo para as plantas jovens mantendo a
bactéria viavel na préopria area de cultivo. Estes dois processos ddo origem as
infeccdes priméarias (FERREIRA; LEHAM; ALMEIDA, 1979).

A bactéria infecta as plantas por meio de aberturas naturais ou

ferimentos. Apds a infeccdo, ocorre a multiplicacdo nas camaras subestomaticas e
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nos espacgos intercelulares do mesoéfilo (CHATNAPARAT; PRATHUANGWONG;
LINDOW, 2016) ocasionando hipertrofia das células do hospedeiro

Em relagdo as infeccdes secundarias, estas sdo favorecidas por
chuva e vento, sob condigbes de alta umidade e temperatura, transportando a
bactéria de plantas doentes para sadias (HENNING et al., 2014). As gotas de chuva
removem as células bacterianas da folha e as carregam para outras plantas a curtas
distancias (DANELLI; BIANCHIN, 2012).

2.2.4 Fatores De Viruléncia

A viruléncia de X. citri pv. glycines esta associada a diferentes
determinantes genéticos, incluindo genes de patogenicidade como hrp, hrc e hpa
que sao regulados por HrpG e HrpX. Esse agrupamento inclui genes que compdem
um sistema de secrecao de tipo Ill, essencial para a patogénese, inducdo de uma
reacdo hipersensivel (HR) em algumas espécies de plantas e responsavel por
secretar efetores como o avrXgl dentro da célula hospedeira (ATHINUWAT et al.,
2009)

Varios fatores de viruléncia de X. citri pv. glycines tém sido descritos,
incluindo as exoenzimas celulase, protease, endo-3-1,4-mannanase e pectatoliases,
além dos fatores de viruléncia secretados como &cido indol acético e citocinina
(CHATNAPARAT; PRATHUANGWONG,; LINDOW, 2016).

A viruléncia diferencial expressa por X. citri pv. glycines em
cultivares de soja é determinada pelo gene avrBs3 homdlogo ao avrXgl, gene de

aviruléncia gue confere resisténcia gene-a-gene (ATHINUWAT et al., 2009).

2.3 METODOS DE INOCULAGAO

O desenvolvimento eficiente de metodologias de inoculagdo consiste
numa importante etapa na selecdo de gendtipos superiores em programas de
melhoramento (SIVIERO et al., 2002).

Varios métodos sdo descritos para a inoculacdo de bactérias
fitopatogénicas, podendo-se citar a atomizagdo com pressao, infiltragcao, inoculagéao

com o0 uso de abrasivos, aspersdao com ou sem ferimentos, enxertia, entre outros
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(ROMEIRO, 2001). Na fitobacteriologia, estudos de etiologia, epidemiologia e
controle requerem métodos de inoculagdo eficientes, préaticos, de baixo custo e que
tenham reprodutibilidade em casa-de-vegetacdo e campo (HENZ; TAKATSU;
REIFSCHNEIDER, 1988).

Um bom método de inoculagéo deve levar em consideracdo alguns
critérios, como a boa discriminacdo entre genotipos resistentes e suscetiveis,
repetibilidade, rapidez e uniformidade nos resultados, além de facil execucao
(PASTOR-CORRALES; BEEBE; CORREA, 1981), provendo que a reagdo a infeccao
possa ser avaliada quantitativamente (ANDRUS, 1948).

Em trabalhos envolvendo a espécie Xanthomonas axonopodis,
Nociti et al., (2006), utilizaram o método de perfuracdo com agulhas com imerséo de
folhas na suspenséo de in6culo para a avaliagdo da agressividade de X. axonopodis
pv. aurantifolli em limeira. O método de agulhas multiplas para inoculacdo de X.
axonopodis pv. phaseoli foi utilizado por Torres (2001) em plantas de feijoeiro.
Também para inoculagdo de X. axonopodis pv. phaseoli, Andrade et al., (2017)
utilizou o método de inoculagcdo com tesoura, consistindo em dois cortes de 2 cm por
foliolo, feitos com tesoura previamente imersa em suspensao bacteriana.

Estudos abrangendo a plstula bacteriana da soja mostram
diferentes métodos de inoculag@o. Prathuangwong e Amnuakit (1987) utilizaram a
inoculagéo artificial por aspersdo em estudo de resisténcia e taxas de expressao da
pustula bacteriana em diferentes cultivares. Groth et al. (1983) inocularam a bactéria
por aspersdo na face abaxial das folhas até encharcamento. Khaeruni et al. (2018)
em estudo de inducdo de resisténcia, utilizaram o método de inoculagdo por
aspersdo em casa de vegetacdo. Soares e Arias (2016) sugerem o método de pincel
com cerdas cortadas para inocular X. citri pv. glycines para estudos em casa de
vegetacao e o método de pulverizagdo em experimentos de campo.

O Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no
ano de 2007, em publicacdo das instrugbes para execugdo dos ensaios de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade de cultivares de soja, propdem o
método de inoculagdo de X. citri pv. glycines com pincel para determinagdo da
reacao de cultivares a pustula bacteriana em ensaios de casa de vegetacdo (MAPA,
2007). O método de inoculag@o com pincel consiste no uso de um pincel com cerdas
cortadas embebido em suspens&o bacteriana na concentracédo de 10° UFC mL™,
aplicado na superficie abaxial da folha (SOARES; ARIAS, 2016).
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2.4 CONDICOES DE INOCULACAO

A determinacdo prévia das condicbes favoraveis para o
estabelecimento da doenca visando & infec¢do e colonizagdo é importante para o
estabelecimento de medidas de controle, que visam em Ultima andlise, desfavorecer
0 patdégeno em quaisquer fases do estabelecimento da doenca (AGRIOS, 2004).
Além disso, é uma forma que visa obter os sintomas da doenca artificialmente de
modo viavel para sua avaliacdo em estudos fitopatoldégicos que envolvem, por
exemplo, curva de progresso da doenga, caracterizagdo de resisténcia de cultivares,
avaliacao de area foliar afetada, entre outros.

Diferentes intensidades da doengca podem ser geradas com
diferentes temperaturas, distintas concentracdes de inoculo, diferentes duragdes de
periodo de molhamento foliar, variagdo da agressividade ou viruléncia de isolados e
nivel de resisténcia de cultivares (SUTTON, 1998; ZADOKS; SCHEIN, 1979).

2.4.1 Concentragéo de Indculo

Na &rea da fitopatologia ocorrem rotineiramente inimeros trabalhos
com inoculacéo artificial de bactérias, visando reproduzir os sintomas da doenca.
Nestes trabalhos com inoculagéo artificial é necessaria a determinacdo da melhor
concentracdo de indculo e, que leve a resultados reproduziveis (FERNANDES et al.,
1991). Muitos trabalhos j& foram desenvolvidos com a finalidade de determinar a
melhor concentragdo de in6culo em diversos outros patossistemas (CAMERA;
DEUNER; REIS, 2012; BORGES NETO; GORGATI; PITELLI, 2004; BORGES;
RESENDE; VON PINHO, 2001).

No estudo realizado por Silveira et al. (2003) avaliou-se a severidade
da mancha-aquosa em meloeiro sob diferentes condicdes de molhamento foliar e
concentracdo de in6culo (3,4x10" a 3,4x10” UFC mL™) de Acidovorax avenae subsp.
citrulli. Os resultados indicaram que com o incremento da concentracdo de in6culo
de A. avenae subsp. citrulli, o indice de doenga aumentou em 60% na concentrac&o

de 3,4x10” UFC mL™" em comparac&o com a menor concentracéo (3,4x10" UFC mL’

l).
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Ochola et al. (2014) estudaram os efeitos interativos entre
concentracdo de fertilizante e concentracdo de inéculo no desenvolvimento
subsequente da murcha de Xanthomonas campestris pv. musacearum em bananeira
pelo método de inoculacdo por inje¢do com seringa no peciolo das folhas.
Curiosamente, houve um efeito dominante altamente significativo da concentragéo
de inéculo na capacidade do fertilizante em reduzir o indice de severidade da
murcha e a mortalidade na bananeira. Ou seja, a carga bacteriana anulou o efeito do
fertilizante na reducéo da doenca em concentragdes de 10° a 10" UFC mL™. Essas
concentragdes desenvolveram o dobro de doenga em comparacdo com as
inoculages com concentragées de 10* UFC mL™.

Grande parte dos trabalhos que envolvem a inoculagéo artificial da
bactéria fitopatogénica X. citri pv. glycines em casa de vegetacdo utilizam uma
concentracdo da suspensdo bacteriana de aproximadamente 10° UFC mL*
(PRATHUANGWONG; KHANDEJ, 1998; ATHINUWAT et al., 2009; ATHINUWAT et
al., 2018). No entanto, outras concentragdes também séo utilizadas, por exemplo 10°
UFC mL™ (SAIN, 2010) e 10*° UFC mL* (KHAERUNI et al., 2018).

2.4.2 Estadio Fenoldgico

Trabalhos mostram que a resposta de plantas hospedeiras aos
patégenos geralmente depende do estégio de desenvolvimento do hospedeiro
(KENDRICK JR, 1948; SHARABANI et al., 2013)

No caso da resisténcia da batata a Phytophthora infestans,
pesquisas sugerem que plantas no comeco do florescimento s&o mais resistentes do
que plantas mais jovens ou mais velhas em relacdo a esse estadio (CARNEGIE;
COLHOUN, 1982).

Na soja, foi relatado que a severidade da ferrugem asiatica aumenta
no final da estacdo de crescimento a medida que as plantas amadurecem. Young et
al. (2011) relataram que as plantas de soja nos estadios de crescimento R4 e R5 no
norte da Flérida eram mais suscetiveis a ferrugem do que as plantas mais jovens.

Um estudo realizado por Neves et al. (2014) avaliou o
estabelecimento e desenvolvimento da queima bacteriana causada por X.

axonopodis em eucalipto em diferentes idades da folha, temperaturas e duragdes de
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umidade. Os autores sugerem que a idade das folhas no momento da inoculagéo
afetou significativamente a colonizagdo e o desenvolvimento de sintomas causados
pela bactéria. Aos 20 dias apos inoculagdo, as folhas mais velhas apresentaram
maior porcentagem de area foliar com lesdes e colonizacdo bacteriana. A
severidade média nas folhas mais velhas foi de 17%, enquanto a média nas folhas

novas e intermediérias foi de 0,2 e 1,7%, respectivamente.
2.4.3 Camara Umida

As bactérias causadoras de doencas em plantas, diferentemente dos
fungos, ndo possuem estruturas que permitam a penetragcdo ativa nos tecidos
vegetais do hospedeiro. Conseqientemente, fitobactérias n&o possuem a
capacidade de exercer forca mecénica ou fisica para vencer barreiras como a da
parede celular e a pressdo de turgor da planta, e, por consequéncia penetrar em
células epidérmicas intactas (GOODMAN, 1986). Diante disso, a grande maioria das
bactérias causadoras de doencgas foliares penetra na planta apenas por ferimentos
e/ou aberturas naturais como os estématos e hidatdédios. Quando a umidade relativa
do ar esta baixa, os estdbmatos se fecham para evitar a transpiracdo e assim, a
perda de 4gua (REIS; OLIVARES, 2006), impedindo desta forma, que as bactérias
adentrem no tecido vegetal. Desta maneira, reafirma-se a importancia de utilizagéo
de camara umida pré e pos inoculagdo em estudos que envolvem a inoculacdo
artificial de bactérias nas folhas de plantas. Este artificio proporciona maior umidade
e molhamento foliar e conseqlientemente otimiza a penetracdo do patégeno nos
tecidos vegetais pelas aberturas naturais e o desenvolvimento inicial da infecgéo.

Silveira et al. (2004) analisaram o efeito de varios fatores na
severidade da mancha-aquosa (Acidovorax avenae subsp. citrull) em frutos de
meldo do tipo Amarelo, como temperatura (15, 20, 25, 30, 35 e 40 °C), umidade (0 e
6 horas em camara Gmida) e concentragdo de inéculo (3,4x10" até 3,4x10" UFC mL
1, utilizando o método de inoculagéo de seringa, injetando a suspensédo abaixo da
superficie da casca. Os resultados em relagdo a umidade mostraram maiores
didmetros de lesdes externas nos frutos mantidos em camara umida durante 6 horas
tendo valores de 19,5 mm, e para plantas sem camara Umida, os valores de
didmetro foram de 15,3 mm. Os autores concluiram que as epidemias da mancha-

aquosa do meldo sdo mais influenciadas por diferencas na temperatura, uma vez
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que a presenca da umidade néo é essencial para o inicio da infeccdo, embora possa
favorecer a maior severidade da doenga.

Para inoculagéo de X. citri pv. glycines em soja, Sain e Gour (2013)
em seu trabalho envolvendo a caracterizagdo patolégica e fisico-bioquimica da
bactéria, mantiveram as plantas em camara Umida 24 horas antes da inoculacdo
para permitir a abertura dos estdmatos e criar alta umidade intercelular nos tecidos
ao redor das aberturas naturais. Apds a inoculagéo, as plantas foram mantidas em
camara Umida por 48 h. Khaeruni et al. (2018) em estudo de indugéo de resisténcia
a X. citri pv. glycines por rizobactérias, utilizaram camara Umida somente apos a

inoculagéo, deixando as plantas por 24 horas sob condi¢des de alta umidade.

2.5 RESISTENCIA DE CULTIVARES

Dependendo do local e das condigdes climaticas, as perdas
econbmicas devido a pulstula bacteriana podem-se tornar devastadoras
(LAVIOLETTE et al., 1970). Devido a isso, a incorporagcdo de resisténcia em
cultivares torna-se um dos métodos de controle mais eficientes.

Hartwig e Lehman (1951) e Feaster (1951) inicialmente constataram
que a resisténcia de soja a X. citri pv. glycines pode ser conferida por apenas um
gene recessivo, denominado rxp, identificado com base no cruzamento do genotipo
CNS (resistente) com genotipos suscetiveis. Posteriormente, Manjaya e Pawar
(1999), cruzando a cultivar P-4-2 (resistente) com a cultivar Monetta (suscetivel),
relataram a presenca de genes recessivos duplicados, observando o padrédo de
segregacdo de 15 plantas suscetiveis para uma resistente. Os autores relataram a
presenca de dois genes de resisténcia recessivos que conferem alto nivel de
resisténcia a pustula bacteriana.

O fenodtipo de resisténcia a pustula bacteriana é resultado do
reconhecimento dos genes de aviruléncia (avr) da bactéria pelo hospedeiro, com
simultanea expressdo do gene R, sendo freqlientemente associado a uma resposta
de hipersensibilidade (ATHINUWAT et al.,, 2018). Cultivares resistentes devido a
presenca do gene rxp apresentam menor intensidade de sintomas com maior
concentracao de in6culo, classificando essa resisténcia como parcial, uma vez que o

gene rxp ndo restringe o crescimento total do patégeno (KIM et al., 2011).
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No entanto, segundo Wrather et al. (2006), o uso do gene rxp néao
tem sido eficiente em reduzir perdas devido a doenga na produtividade da soja. Han
et al. (2007), em estudo comparando o crescimento bacteriano de X. citri pv.
glycines nas cultivares Pl 96188, CNS (resistente) e a Jinjoo (suscetivel),
descreveram diferentes reacdes de resisténcia frente a doenca expressa na cultivar
P1 96188, pois a mesma apresentou resposta atipica para todas as racas testadas. A
cultivar apresentou sintomas de necrose sem halos cloroticos na parte
correspondente aos sintomas necroticos da outra face das folhas, o contedado de
clorofila nas folhas permaneceu inalterado até 12 dias apo6s a infeccdo e ainda
tinham cloroplastos intactos em comparagdo com as da cultivar suscetivel. Os
autores propuseram que 0 novo sintoma necrético em P196188 constituia um tipo de
resposta resistente diferente de uma resposta hipersensivel tipica nos genotipos
resistentes. Kim e colaboradores (2011) descrevem que a caracteristica de
resisténcia expressa na cultivar Pl 96188 é condicionada por um novo gene ainda
nao descrito, com possibilidade de uma nova fonte de resisténcia.

No Brasil, grande parte das cultivares comerciais apresentam
resisténcia a pustula bacteriana (LANNA FILHO, 2015), sendo este o Unico controle
efetivo em areas com presenca do patégeno (VIOLATTI; TEBALDI, 2016). Porém,
Soares e Arias (2016) em levantamento de linhagens de soja com resisténcia a
doengas observaram o decréscimo do numero de cultivares resistentes a pustula
bacteriana a partir de 2011. Um dos fatores levado em consideragéo é que devido a
durabilidade e a simplicidade do uso do gene rxp ndo tem havido buscas de outras
fontes de resisténcia para a doenca (VERNETTI; VERNETTI JUNIOR, 2009).
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3 ARTIGO

METODOS DE INOCULACAO PARA SELECAO DE CULTIVARES RESISTENTES
A PUSTULA BACTERIANA DA SOJA E AVALIACAO DA AGRESSIVIDADE DE
ISOLADOS DE Xanthomonas citri pv. glycines

3.1 RESumMoO

A pustula bacteriana causada por Xanthomonas citri pv. glycines é considerada uma
das mais sérias doencas bacterianas a nivel global na cultura da soja. Os objetivos
do estudo foram: testar diferentes condigbes de inoculagéo, avaliar diferentes
métodos de inoculagéo artificial em casa-de-vegetacdo, determinar a agressividade
e variabilidade patogénica de isolados da bactéria coletados em diferentes
localidades e caracterizar cultivares comerciais de soja utilizando o protocolo
proposto. Testaram-se trés tempos de permanéncia das plantas em camara Umida
(12, 24 e 48 horas pré e pds-inoculagdo), trés estadios fenoldgicos para inoculacdo
(V2, V3 e V4, correspondentes a aproximadamente 15, 20 e 25 dias apéds
semeadura - DAS) e duas concentragdes de inéculo (10° e 10° UFC mL™). Os
métodos de inoculacdo avaliados foram: agulhas multiplas, tesoura, pincel e
aspersdo, nos genotipos NT12 2042 (S), VMax (MS), BMX Poténcia (MR) e BRS 316
(R). Avaliaram-se a severidade, o tipo de sintoma, o tempo de inoculagdo e o volume
de in6culo necessario para cada método. A agressividade de cinco isolados de X.
citri pv. glycines foi avaliada nos gendtipos NT12 2042 (S), Peking (S), VMax (MS) e
BRS 316 (R). Com os dados de severidade de seis avaliagcdes, calculou-se a area
abaixo da curva de progresso da doenga. A caracterizagdo de resisténcia foi
avaliada em 16 cultivares comerciais pelo método de aspersédo e pelo método do
pincel. As condi¢des de inoculagdo mais adequadas foram inoculag&o no estadio V3
(20 DAS), com concentracéo de inéculo de 10® UFC mL™ e 24 horas de camara
Umida pré e poés inoculagdo. O método de aspersdo foi o escolhido como o mais
adequado, rapido e préatico para screening de gendtipos de soja em programas de
melhoramento. Os testes de agressividade mostraram diferencas significativas entre
os isolados, sendo os isolados 333, GDM 01 e GDM 02 o0s mais agressivos,
enquanto os isolados 87-2 e GDM 03 foram 0os menos agressivos. Os ensaios de
caracterizagdo de cultivares mostraram diferencas nas reagdes de algumas
cultivares quando inoculados com o método do pincel e com método de asperséo, o
que sugere que o método do pincel superestima os sintomas da doenga, ndo sendo
0 ideal para caracterizar cultivares para resisténcia a pustula bacteriana em
programas de melhoramento.

Palavras-chave: Glycine max, protocolo de inoculagéo, viruléncia, Xanthomonas
axonopodis pv. glycines.
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3.2 ABSTRACT

Bacterial pustule caused by Xanthomonas citri pv. glycines is considered one of the
most serious bacterial diseases globally in soybean cultivation. The objectives of this
study were: to test different inoculation conditions, to evaluate different methods of
artificial inoculation in greenhouse, to determine the aggressiveness and pathogenic
variability of bacterial isolates collected in different locations and to characterize
commercial soybean cultivars using the proposed protocol. Three wet chamber
periods were tested (12, 24 and 48 hours before and after inoculation), three
inoculation phenological stages (V2, V3 and V4, corresponding to approximately 15,
20 and 25 days after sowing - DAS) and two inoculum concentrations (10° and 10°
CFU mL™). The inoculation methods evaluated were: multiple needles, scissors,
brush and spray on the NT12 2042 (S), VMax (MS), BMX Power (MR) and BRS 316
(R) genotypes. Severity, symptom type, inoculation time and inoculum volume
required for each method were evaluated. The aggressiveness of five X. citri pv.
glycines isolates were evaluated on the NT12 2042 (S), Peking (S), VMax (MS) and
BRS 316 (R) genotypes. With severity data from six evaluations, the area under the
disease progress curve was calculated. The resistance was evaluated in 16
commercial soybean cultivars using spray method and brush method. The most
suitable inoculation conditions were inoculation at V3 stage (20 DAS), with inoculum
concentration of 108 CFU mL™ and 24 hours of wet chamber, before and after
inoculation. The spray method was chosen as the most appropriate, quick and
practical method for screening soybean genotypes in breeding programs. The
aggressiveness tests showed a significant difference among the isolates. The 333,
GDM 01 and GDM 02 isolates showed the highest aggressiveness, while 87-2 and
GDM 03 isolates were the least aggressive. The cultivar evaluation tests showed
differences among the cultivars when inoculated with the brush method and with the
spray method, which suggests that the brush method overestimated the symptoms of
the disease, not being ideal for evaluation of cultivars resistance to bacterial pustule
in breeding programs.

Key words: Glycine max. Inoculation protocol. Virulence. Xanthomonas axonopodis

pv. glycines.



26

3.3 INTRODUCAO

Na safra de 2019/2020, o Brasil tornou-se o maior produtor de soja
(Glycine max L. Merrill) do mundo, ultrapassando os Estados Unidos, com uma
producdo de 120,9 milhdes de toneladas, recorde histérico e que significou um
acréscimo de 5,1% em relacdo a safra anterior (CONAB, 2020).

Dentre as doencas que afetam sua produtividade, a pustula
bacteriana, cujo agente causal é Xanthomonas citri pv. glycines (Nakano 1919)
Constantin et al. 2016 (sin. Xanthomonas axonopodis pv. glycines), é considerada
uma das mais importantes doencas bacterianas da cultura (CHATNAPARAT;
PRATHUANGWONG; LINDOW, 2016). No Brasil, estudos de monitoramento feitos
por Bonaldo, Riedo e Lima (2009) em 16 municipios no Parand mostraram a
incidéncia da doenca em 15,01% dos locais analisados.

Seus sintomas sao expressos tipicamente nas folhas, iniciando-se
por pequenas manchas de coloragéo verde-amarelada com o centro elevado de cor
amarelo-palha, as quais se tornam necroticas em pouco tempo (HENNING et al.,
2014). As pustulas formadas geralmente ocorrem na parte inferior da folha (JONES;
FETT, 1987).

Atualmente, a utilizacdo de cultivares resistentes € a principal forma
de controle da doenca. A resisténcia a pulstula bacteriana é controlada pelo gene rxp
presente na maioria das cultivares comerciais de soja (HARTWIG; LEHMAN, 1951;
VAN et al., 2008). Entretanto, redu¢bes na produtividade devido & ocorréncia da
doenca continuam sendo relatadas (SAIN; GOUR, 2013; WRATHER; KOENNING,
2006). No Brasil, grande parte das cultivares comerciais apresentam resisténcia a
pustula bacteriana (LANNA FILHO, 2015), embora, Soares e Arias (2016), em
levantamento de linhagens de soja com resisténcia a doengas, observaram o
decréscimo do numero de cultivares resistentes & pustula bacteriana a partir de
2011.

Apesar da importancia da doenga na cultura da soja, ndo existem
estudos da variabilidade genética da bactéria no Brasil e a hipbtese de haver mais
de uma raca do patdbgeno ndo deve ser descartada e carece de investigacdo
(LANNA FILHO, 2015). Em estudo realizado por Athinuwat et al. (2009) na Tailandia,
trés racas fisioldgicas da bactéria foram encontradas baseadas na diferenca de

patogenicidade expressa em cultivares inoculadas com diferentes isolados. Desta
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maneira, se faz necesséria a busca de novas fontes de resisténcia a doenca, uma
vez que o cultivo de gendtipos de soja suscetiveis em grandes areas pode resultar
em epidemias de pustula bacteriana.

O desenvolvimento eficiente de metodologias de inoculagéo consiste
numa importante etapa na selecdo de gendtipos resistentes em programas de
melhoramento (SIVIERO et al., 2002). Na fitobacteriologia, estudos de etiologia,
epidemiologia e controle requerem métodos de inoculac@o eficientes, praticos, de
baixo custo e que tenham reprodutibilidade em casa-de-vegetagéo e campo (HENZ;
TAKATSU; REIFSCHNEIDER, 1988), além de permitir uma avaliagdo quantitativa da
doenca (ANDRUS, 1948).

Embora comprovada a eficiéncia de varios métodos de inoculagédo
utilizados para bactérias fitopatogénicas, séo relatadas diferengas entre os niveis de
expressdo de doenca em decorréncia do método utilizado, o que pode levar a
diferencas na caracterizacdo de genétipos (EDDIN et al., 2005; PENAZOVA et al.,
2018). Maji e Nath (2015) compararam diferentes métodos de inoculagéo foliar da
bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris em plantas de repolho, testando
seis diferentes métodos: pulverizagdo com atomizador manual, abrasdo com disco
de corte, agulhas mdltiplas, infiltracdo por seringa, inoculagdo diretamente nos
hidatédios e cortes com tesoura. Os autores obtiveram resultados que indicaram
diferenca significativa entre os métodos avaliados, sendo que o método por abrasédo
com disco de corte resultou em maiores niveis de progresséo da leséo.

Silva et al. (2009) compararam dois métodos de inoculacdo de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, com tesoura e agulhas multiplas em plantas
de feijdo. Através dos resultados obtidos concluiram que ambos séo eficientes na
expressdo da doenca, porém o método de agulhas mdltiplas mostrou-se o mais
pratico durante a inoculagéo.

Em estudo sobre a eficiéncia de métodos de inoculacdo artificiais
para expressao de mancha bacteriana causada por Xanthomonas malvacearum em
algodado, Weindling et al. (1948) testou dois métodos de inoculagdo: (1) usando
escova de dentes umedecida com suspensao bacteriana, tocando a folha em varios
pontos e (2) pulverizacdo da suspenséo sobre a folha. Os autores concluiram que a
infeccdo na planta decorrente do método de inoculagdo por aspersdo era
semelhante a ocorréncia natural da doenca e que este método foi 0 mais apropriado

para o estudo da epidemiologia do patossistema.



28

Além do método de inoculagéo, fatores que afetam esse processo
como concentracdo de indculo, estadio de desenvolvimento da planta no momento
da inoculag&o, periodos de molhamento foliar e permanéncia em camara Umida
podem gerar diferentes intensidades da doengca. A determinagdo prévia das
condi¢cbes favoraveis para o estabelecimento da doenga visando a infeccdo e
colonizag&o é importante para o estabelecimento de medidas de controle (AGRIOS,
2004). Além disso, € uma maneira que visa obter os sintomas da doenca
artificialmente de modo viavel para sua avaliagdo em estudos fitopatoldgicos.

No Brasil, entre as exigéncias da legislagdo para se obter a protegao
de cultivares, é necessaria a comprovacdo de caracteristicas de distinguibilidade,
homogeneidade e estabilidade (DHE) para a cultivar. Dentre essas caracteristicas
esti a caracterizacdo de resisténcia a doengas. O Ministério de Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), em publicagdo das instru¢des para execugdo dos ensaios
de DHE de cultivares de soja, propde o método de inocula¢do de X. citri pv. glycines
com pincel para determinar a reagéo de cultivares a pustula bacteriana em ensaios
de casa de vegetagédo (MAPA, 2007).

No caso da pustula bacteriana, tem-se verificado diferenca entre o
nivel de resisténcia descrita no registro da cultivar e o comportamento observado em
campo frente a pustula bacteriana, sendo, em alguns casos, menor a severidade
observada no campo do que a descrita no registro. Isto sugere que o método de
inoculagdo de X. citri pv. glycines proposto para caracterizagdo de cultivares nos
ensaios de DHE seja muito agressivo, caracterizando cultivares com niveis de
resisténcia menores aos observados em campo em condigdes de ocorréncia natural
da pustula bacteriana.

Em programas de melhoramento, métodos de screening em
ambiente controlado sdo necessérios para identificar cultivares de soja resistentes a
pustula bacteriana. Com este objetivo, a severidade da doenga em cultivares de soja
com inoculagédo artificial em casa-de-vegetagcdo deve-se correlacionar com a
observada em campo em condi¢gbes de ocorréncia natural da doencga. Para isso, a
escolha do método de inoculagdo do patdgeno € de extrema importancia, sendo
necessarios métodos praticos, ageis, de baixo custo e que tenham correlagdo entre
a reacao em casa-de-vegetagdo com o comportamento das cultivares no campo sob

incidéncia natural da doenca.
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De acordo com o apresentado, o estudo teve como objetivos: a)
testar diferentes condi¢cdes de inoculacdo (diferentes concentragbes de indculo,
idades da planta no momento da inoculacéo e periodos de permanéncia das plantas
em camara Umida); b) avaliar diferentes métodos de inoculacéo artificial em casa-de-
vegetacao; c) determinar a agressividade e variabilidade patogénica de isolados da
bactéria coletados em diferentes localidades e d) caracterizar cultivares comerciais
de soja usando o método proposto para comparar com a reacdo que consta no

registro destas cultivares e comparar também com o método do pincel.

3.4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na empresa GDM Seeds, localizada na cidade
de Cambé, PR.

3.4.1 Patogeno e Material Vegetal

Os isolados de X. citri pv. glycines utilizados foram o 333 (J. Rodrigues Neto,
1981/Glycine max - NCPPB 3659, Brasil) proveniente da cole¢do de Culturas de
Fitobactérias IBSBF do Instituto Biologico de S&o Paulo. Isolados pertencentes a
colecdo da GDM Seeds, sendo estes obtidos da coleta de plantas suscetiveis (NT
12 2042) em campo com sintomas de pustula bacteriana nas cidades de Palotina-
PR, Bela vista-PR e Dourados-MS, na safra de 2017/2018, e o isolado 87-2 (STALL,
R. 1994/EUA) cedido pelo Laboratério de Bacteriologia e Diagnose em
Fitossanidade do IDR — Parand. (Tabela 1).

Tabela 1 — Cddigo, local e data de coleta e origem dos isolados Xanthomonas citri
pv. glycines utilizados neste estudo.

Cdédigo Local de coleta Data Origem
GDM 01 Dourados-MS Safra 2017/18 GDM Seeds
GDM 02 Palotina-PR Safra 2017/18 GDM Seeds
GDM 03 Bela Vista-PR Safra 2017/18 GDM Seeds
N.I* /J. Rodrigues
333 Neto 1981 Instituto Biolégico-SP
87-2 EUA / R. Stall 1994 IDR - Parana

*N.I: N&o identificado.

Fonte: o préprio autor, 2020.
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A reativacdo da bactéria foi feita em placa com meio Agar Nutriente
(AN) a 28C por 48 horas. Apdés crescimento, foi repicada novamente em meio AN e
mantida a 28 'C por 48 horas para preparo do in4culo.

As sementes foram tratadas com Captan SC 480 g i.a. L™, na dose
recomendada de 250 mL/100 kg de sementes. A semeadura foi realizada em vasos
de 1 litro de volume contendo solo autoclavado, colocando sete sementes por vaso.
O desbaste foi realizado aos 10 dias, deixando apenas trés plantas por vaso. Os
vasos foram mantidos em casa-de-vegetacdo até o momento da inoculagdo em
condigdes controladas, temperatura méaxima de 30°C e minima de 22°C.

Apos a inoculagé@o e retirada da camara umida, as plantas foram
mantidas sob nebulizagdo automética a cada 20 minutos com o objetivo de manter a

umidade relativa em 80%.

3.4.2 Identificagédo Molecular Dos Isolados

Os isolados foram submetidos a andlise molecular pelo
seqlienciamento parcial do gene 16S para identificagdo génica da espécie. Os
isolados foram cultivados em caldo nutriente com agitagdo (200 rpm) a 28°C por 16
h. O pellet obtido de 1 mL da cultura em caldo nutriente e foi utilizado para extragéo
de DNA gendmico, seguindo protocolo do kit de extragdo de DNA da Qiagen. A
qualidade do DNA foi analisada em gel de agarose e a quantificagéo foi realizada
por meio do NanoDrop (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). O DNA foi
submetido a amplificacdo por PCR com os iniciadores universais fD1_foward
CCGAATTCGTCGACAAC e rD1_reverse AGAGTTGATCCTGGCTCAG, do gene
16S rRNA (Weisburg et al., 1991). Cada reagdo de PCR foi realizada em volume
final de 25 pL, que inclui 1 yL de DNA genbmico; 2,5 uL de tampéo para PCR 10 X;
1 pL de cada iniciador a 10 pM; 0,8 pl de MgCl, 50 mM; 1 uL de dNTP 5 mM; 0,1 uL
de DNA polimerase GoTaq (Promega Corp., Madison, WI, EUA) e 17,6 uL de agua
miliQ estéril. O programa de ciclagem otimizado foi constituido por desnaturacdo
inicial a 94 °C por 3 min; seguido por 30 ciclos a 94 °C por 50 seg, temperatura de
anelamento a 62,3 °C por 50 seg, e 72 °C por 1 min e 45 seg; finalizando com a
temperatura de extensdo a 72°C por 7 min. O DNA amplificado foi submetido a
eletroforese horizontal a 6 V cm2*, em gel de agarose 1% (p/v), corado com
brometo de etidio e tampéo 1 X TAE (0,04 M Tris-acetato, 0,001 M EDTA, pH 8,0). O



31

gel foi visualizado sob luz ultravioleta (U.V.) e fotodocumentado. Os produtos de
PCR visualizados em gel de agarose foram purificados usando o Kit PureLink®-
(Quick Gel Extraction Kit — Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e sequenciados em
sequenciador automético pelo método de Sanger — (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) na UNESP - Jaboticabal, SP.

Preliminarmente, as sequéncia foram submetidas a consulta de
similaridade de nucleotideos, com sequéncias depositadas no GenBank acessado
atravées do NCBI (National Center for Biotecnology Information). A ferramenta
utilizada para esta consulta foi o BLAST local - “Basic Local Alignment Search Tools”
(ALTSCHUL et al., 1997). As sequéncias foram preparadas para o alinhamento pelo
programa “BioEdit v5.0.9” (Hall, 1999) e posteriormente alinhadas pelo programa
“CLUSTALX v.1.81" (THOMPSON et al.,, 1997). Para obtengdo da matriz de
disténcia das arvores filogenéticas foi utilizado o método de construcdo da arvore
“neighbor-joining” (SAITOU; NEI, 1987) e algoritmo “Tamura e Nei” (TAMURA; NEI,
1993), processado pelo programa MEGA X - Andlise Genética de Evolugéo
Molecular (KUMAR et al., 2018).

3.4.3 Ajuste Das Condi¢Bes De Inoculagdo: Tempo De Camara Umida,

Concentragdo De In6culo e Estadio Fenoldgico

Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de
selecionar as condi¢des de inoculagdo mais praticas e adequadas para utilizacdo em
programas de melhoramento de soja, como periodo de permanéncia em camara
Umida na pré e na pos-inoculagéo, concentragdo de inoculo e estadio fenoldgico das
plantas.

Para os testes, a linhagem de soja utilizada foi a NT12 2042,
suscetivel & pustula bacteriana. Foram realizadas trés semeaduras com intervalos
de 5 dias resultando em plantas de 15, 20 e 25 dias apds a semeadura (DAS).

Foram testados trés tempos de permanéncia em camara Umida,
sendo estes 12, 24 e 48 horas pré e pos inoculacdo. Dentro de cada tempo de
camara Umida, testaram-se trés estadios fenologicos da planta para inoculagédo e
duas concentracfes de in6culo da suspensdo bacteriana. A camara Umida foi

realizada em bandejas de metal de 2,89 x 1,10 m com arcos de aproximadamente
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70 cm de altura para facilitar a cobertura de todas as plantas com plastico
transparente. As bandejas receberam 4gua pela metade, afim de manter a umidade.

Os estadios da planta testados para a inoculagdo foram 15 DAS
(V2), 20 DAS (V3) e 25 DAS (V4) e as concentragdes de inéculo foram 10° e 108
UFC mL™. O ajuste da concentracéo do indculo foi realizado em espectrofotdmetro
(D.O: 600 nm = 0,2). A suspensdo bacteriana foi preparada em &gua destilada
esterilizada e aplicada por asperséo com pulverizador manual nas faces abaxiais e
adaxiais das folhas. Plantas controle receberam somente aplicagdo de &gua
destilada. As médias de temperatura minima e méxima ap6s a inoculacdo até o
momento da avaliagdo variaram de 26 a 29°C, respectivamente.

Apos o aparecimento e estabelecimento dos sintomas, aos 15 dias
apds a inoculagéo, a severidade da pustula bacteriana foi avaliada de forma direta e
visual, estimando a porcentagem de area foliar afetada (% A.F.), sendo feita
somente por um avaliador.

Visto que a concentragdo de 10° UFC mL™' apresentou diferenca
significativa em todos os tempos de camara Umida testados, realizou-se um segundo
experimento onde se padronizou a concentragéo de indculo para 102 UFC mL™ e os
fatores avaliados para otimizar as condigdes de inoculagdo foram tempo de camara
Umida e estadio fenoldgico das plantas. Apds a inoculacdo, as plantas foram
mantidas nas mesmas condi¢cfes descritas anteriormente e a média de temperatura
minima e maxima variou de 27 a 29°C, respectivamente.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em
esquema fatorial com cinco repeticdes. Os dados foram submetidos & andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Os dados que ndo cumpriram oS pressupostos da andlise de
variancia foram transformados de acordo com Box-Cox. A andlise dos dados foi
realizada com o software estatistico R Studio utilizando o pacote ExpDes (R CORE
TEAM, 2019).

3.4.4 Métodos De Inoculagdo De Xanthomonas citri pv. glycines

O isolado de X. citri pv. glycines utilizado foi o 333 e os gendtipos de

soja foram o NT 12 2042 (suscetivel), VMax RR (moderadamente suscetivel), BMX



33

Poténcia RR (moderadamente resistente) e BRS 316 RR (resistente). A reativagao
do isolado e a preparagdo do material vegetal foi descrito no item 3.4.1.

Foram avaliados quatro métodos de inoculagcdo de X. citri pv.
glycines: agulhas mdltiplas, pincel, tesoura e aspersédo. Baseados nos resultados
dos testes para ajuste das condi¢cbes de inoculagédo, as plantas foram inoculadas
com suspensao bacteriana de aproximadamente 108 UFC mL™ aos 20 DAS.

Para o método de inoculagdo com agulhas multiplas, foi utilizada a
metodologia descrita por Silva et al. (2009), usando um dispositivo composto por
uma rolha de 2 cm de didmetro com cinco agulhas colocadas de forma equidistante.
Sobre os foliolos do primeiro trifdlio completamente desenvolvido de cada planta,
uma esponja umedecida com a suspensao bacteriana foi pressionada sobre a folha
com as agulhas. Os sintomas foram avaliados conforme a escala utilizada por
Maringoni e Lauretti (1999) em avaliagdo de crestamento bacteriano comum em
feijoeiro com adaptagfes. Atribuiram-se notas de 1 a 4, 1: plantas sem sintomas
(pustulas, clorose ou necrose); 2: leve clorose ao redor da area inoculada; 3: clorose
e presenca de poucas puUstulas bacterianas na area inoculada e 4: clorose, alta
incidéncia de pustulas bacterianas e necrose na &rea inoculada.

A inoculagdo com tesoura foi baseada na metodologia de Pastor-
Corrales, Beebe e Correa (1981) proposta para Xanthomonas campestris pv.
phaseoli. Para isso, com tesoura previamente esterilizada e imersa na suspensao
bacteriana foram realizados cinco cortes de aproximadamente 1 cm de comprimento
na borda dos foliolos do primeiro trifélio completamente desenvolvido de cada
planta. Para cada corte realizado, a tesoura foi imersa na suspensdo bacteriana.
Para avaliacdo do método de tesoura, foi utilizada a escala proposta por Pastor-
Corrales (1981) citada por Andrade et al. (2017) com adaptagdes, sendo 1: plantas
sem sintomas (corte com tesoura nao apresenta clorose ou necrose); 2: leve clorose
a partir do corte com tesoura; 3: leve clorose e presenca de necrose a partir do corte
com tesoura e 4: clorose bem desenvolvida a partir do corte com tesoura
(aproximadamente 1 mm) e necrose na &rea inoculada.

O método do pincel utilizado é o descrito no protocolo para
caracterizacdo a pustula bacteriana proposto pelo MAPA (2007). Um pincel
esterilizado foi imerso na suspenséo bacteriana e passado sobre a superficie abaxial
dos foliolos do primeiro trifélio completamente desenvolvido de cada planta. Para a

avaliagcdo utilizou-se a escala de 3 niveis definida pelo MAPA (2007), sendo nota 1:
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planta resistente (plantas sem sintomas de pustulas, clorose ou necrose); nota 2:
planta moderadamente resistente (plantas sem sintomas de pustulas, com leve
clorose a partir da &rea lesionada pelo pincel); nota 3: planta suscetivel (incidéncia
de pustulas na &rea lesionada pelo pincel, clorose bem desenvolvida e necrose nos
foliolos).

O método de inoculacdo por aspersdo foi realizado conforme
metodologia descrita por Kronka (2004) com o auxilio de um borrifador manual com
volume de 500 mL. O inb6culo foi borrifado na face abaxial dos foliolos, a uma
distédncia de aproximadamente 2 cm, até ponto de escorrimento. A severidade da
pustula bacteriana foi avaliada de forma direta e visual, estimando a porcentagem de
area foliar afetada (% A.F.), sendo feita somente por um avaliador.

Adicionalmente, foi incluido um tratamento controle em que todos os
gendtipos de soja foram inoculados usando os 4 métodos de inoculagéo apenas com
agua destilada esterilizada, com o objetivo de comparar possiveis injurias causadas
pelo método utilizado.

As plantas foram mantidas em camara amida por 24 horas pré e 24
horas pds inoculacdo. Apos a retirada da cAmara umida, as plantas foram mantidas
sob nebulizagdo automética a cada 20 minutos a fim de manter alta umidade relativa
(80%) até o momento da avaliagdo. No experimento 1, as médias de temperatura
minima e maxima apos inocula¢do até o momento da avaliacdo variaram entre 26 e
29°C, respectivamente. No experimento 2, as médias de temperatura minima e
maxima variaram entre 28 e 30°C, respectivamente.

A avaliagdo da severidade da doenga foi iniciada com a detecc¢éo
dos primeiros sintomas no padrdo suscetivel (NT 12 2042), sendo todas as
avaliacBes realizadas somente por um avaliador. Foi também avaliada a praticidade
de cada método de inoculagdo, sendo contabilizado o tempo de inoculagdo e o
volume de in6culo necessério para cada método.

O experimento foi realizado duas vezes. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados com cinco repeticbes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Os dados que ndo cumpriram oS pressupostos da
andlise de variancia foram transformados de acordo com Box-Cox. A andlise dos
dados foi realizada com o software estatistico R Studio utilizando o pacote ExpDes
(R CORE TEAM, 2019).
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3.4.5 Agressividade Dos Isolados

Foi avaliada a agressividade dos isolados GDM 01, GDM 02, GDM
03, 333 e 87-2. Os isolados foram reativados e o material vegetal preparado de
acordo com o descrito no item 3.4.1. Os gendtipos inoculados foram NT 12 2042
(suscetivel), Peking (suscetivel), VMax RR (moderadamente suscetivel) e BRS 316
RR (resistente).

As plantas foram inoculadas aos 20 DAS usando o método de
aspersdo. A partir do aparecimento dos sintomas no genotipo suscetivel, no quarto
dia apés a inoculacdo, foram realizadas avaliagbes a cada trés dias. O
desenvolvimento da doenca foi monitorado em trifélios identificados (primeiro e
segundo trifélios de cada planta) até o décimo nono dia apds a inoculagdo. A
severidade foi estimada pela porcentagem de &rea foliar afetada (% A.F.) de forma
direta e visual, sendo feita somente por um avaliador.

Em ambos os experimentos, as médias de temperatura minima e
maxima apds inoculacdo até o momento da avaliacdo foram 28 e 30°C,
respectivamente.

Com os dados de severidade (% A.F. afetada) foi construida a curva
de progresso da doencga e calculada a &rea abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) para cada isolado. A AACPD foi calculada de acordo com a equacao de
Shaner e Finney (1977) e normalizada, dividindo o valor de AACPD pelo tempo total
de duragéo do experimento (nUmeros de dias da primeira ocorréncia de doenca até
o fim do periodo de avaliagédo) (FRY, 1978).

O experimento foi realizado duas vezes. O delineamento foi em
blocos casualizados com cinco repeti¢cdes. As amostras foram submetidas a analise
de variancia e as meédias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Os dados que ndo cumpriram oS pressupostos da andlise de
variancia foram transformados de acordo com Box-Cox. A andlise dos dados foi
realizada com o software estatistico R Studio utilizando o pacote ExpDes (R CORE
TEAM, 2019).
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3.4.6 Caracterizacé@o da Resisténcia de Cultivares a Pustula Bacteriana

Para caracterizagdo da resisténcia de cultivares foram utilizadas 16
cultivares comerciais de soja registradas dentro de todos os grupos de reacfes a
pustula bacteriana, ou seja, cultivares suscetiveis, moderadamente suscetiveis,
moderadamente resistentes e resistentes. A linhagem NT 12 2042 e a cultivar BRS
316 RR foram mantidas como padrbes de suscetibilidade e resisténcia,
respectivamente. (Tabela 2).

Tabela 2 — Cultivares de soja utilizadas para caracterizacdo de resisténcia a pustula

bacteriana e sua reagdo a doenca de acordo com o registro da empresa detentora

da cultivar.
Gendétipos Reacdo para pustula bacteriana®
NT 12 2042 Controle suscetivel
BR-4 S
DESAFIO RR S
SYN 1561 S
TABARANA S
ZEUS IPRO MS
NEO 530 IPRO MS
BRS 184 MR
FOCO IPRO MR
M 6410 IPRO MR
M 7739 IPRO MR
M 8349 IPRO MR
NA 7337 RR MR
DM 81184 IPRO R
DOMINIO IPRO R
M 6210 IPRO R
TMG 2284 IPRO R
BRS 316 RR Controle resistente

Fonte: o préprio autor, 2020.

1Rea(_;éo frente a pustula bacteriana expressa de acordo com o registrado no portfélio das empresas, sendo S:
suscetivel, MS: moderadamente suscetivel, MR: moderadamente resistente e R: resistente.

O isolado foi reativado e o material vegetal preparado de acordo com
o descrito no item 3.4.1. A inoculagao foi realizada com o isolado 333 aos 20 DAS
usando o método de aspersdo e o método do pincel. Foi incluido também um
tratamento controle que consistiu em genotipos de soja inoculados com os dois

métodos de inoculacéo utilizando apenas agua destilada esterilizada.
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A avaliagéo foi realizada ap6s o estabelecimento dos sintomas no
gendtipo suscetivel. Para o método de asperséo, a avaliagéo foi realizada estimando
a porcentagem de area foliar afetada (% A. F.) e para o método do pincel utilizou-se
a escala proposta pelo MAPA (2007) para avaliagdo de X. citri pv. glycines nos
ensaios de DHE.

As médias de temperatura minima e maxima apdés inoculacéo até o
momento da avaliagdo variaram entre 28 e 30°C, respectivamente, para os dois
experimentos.

O experimento foi realizado duas vezes. O delineamento foi em
blocos casualizados com trés repetigcdes. Os dados de % A. F. foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
probabilidade. Os dados que ndo cumpriram oS pressupostos da andlise de
variancia foram transformados de acordo com Box-Cox. A andlise dos dados foi
realizada com o software estatistico R Studio utilizando o pacote ExpDes (R CORE
TEAM, 2019).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Identificagéo Molecular

O sequienciamento gendmico dos isolados GDM 01, GDM 02, 333 e
87-2 apresentou 97,15%, 99,02%, 98,64% e 97,59%, respectivamente, de
similaridade com X. axonopodis pv. glycines strain C12 16s ribosomal RNA gene
(sinbnimo de X. citri pv. glycines), que esta depositado no GenBank sob o niumero
de acesso KM593178.1. A érvore filogenética est4d apresentada na figura 3.
Utilizando a Pseudomonas aeruginosa como grupo externo, a andlise do gene 16S
mostrou que os isolados GDM 01, GDM 02, 333 e 87-2 sédo X. axonopodis pv.

glycines devido a sua alta similaridade com a espécie e patovar.
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Figura 3 — Arvore filogenética com base na andlise do gene 16S mostrando
agrupamento dos isolados GDM 01, GDM 02, 333 e 87-2 com o0 patovar
Xanthomonas axonopodis pv. glycines acesso KM593178.

87-2
St KM583178.1 Xanthomonas axonopodis pv. glycines strain C12 16S ribosomal RNA gene partial sequence

—1 GDM 01

333

GDM 02
{ AB558558.1 Xanthomonas melonis gene for 165 rRNA partial sequence strain: NCPPB 3434
NR 119219.1 Xanthomonas campestris strain LMG 568 165 ribosomal RMNA partial sequence

MR 158061.1 Xanthomonas nasturtii strain WHRI 8853 165 ribosomal RMA partial sequence

NR 158062.1 Xanthomonas floridensis strain WWHRI 8848 16S ribosomal RNA partial sequence

KT283577.1 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli strain KASC 1126 165 ribosomal RNA gene partial sequence

———— AB55B557.1 Xanthomonas theicola gene for 165 rRNA partial sequence strain: LMG 8684

MT184863.1 Pseudomonas aeruginosa strain CZ-45 163 ribosomal RNA gene partial sequence
Fonte: o proprio autor, 2021.

3.5.1 Ajuste das Condigdes de Inoculacdo: Tempo de Camara Umida, Concentrago

de Inéculo e Estadio Fenoldgico

Ao quinto dia apés inoculagdo (DAI), as plantas ja apresentaram os
primeiros sintomas da doenca, com pequenas manchas cloréticas na superficie
abaxial e inicio da formag&o de pequenas pustulas de coloracdo verde clara. Aos 15
dai, os sintomas ja estavam estabelecidos e a avaliacdo foi realizada. A Tabela 3
mostra a severidade (em % de A.F.) da doenga nas plantas inoculadas com duas
concentracdes de inéculo aos 15, 20 e 25 DAS e que permaneceram em camara
Umida pré e pos inoculagé@o por 12 horas. Nao houve interagdo significativa entre os
fatores concentracao de indculo e estadio fenoldgico das plantas que permaneceram
12 horas em camara Umida pela andlise de variancia a 5% de probabilidade e,

portanto, foram analisados os efeitos simples de cada fator (Tabela 3).
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Tabela 3 — Severidade da pustula bacteriana (% de A.F.) em plantas do gendtipo NT
12 2042 inoculadas com duas concentracdes de inéculo de Xanthomonas citri pv.
glycines e trés estadios fenologicos (dias apdés semeadura - DAS) com 12 horas de

permanéncia em camara Umida (pré e pds-inoculagdo).

DAS (Estadio fenolégico) Concentrac&o de in6culo (UFC mL™)
10° 10° Média*
25 (V4) 16,6 41,0 28,8 a
20 (V3) 4,4 11,4 79D
15 (V2) 2,6 54 4,0b
Média* 7,88B 19,2A

'C.V (%): 13,69. Médias seguidas por letras iguais, minGsculas na coluna e mailsculas na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias originais, para andlise os dados foram transformados
por log X.

E possivel observar que houve diferenca significativa entre as
concentragcbes de inéculo de 10° e 10®° UFC mL™, apresentando valores de
porcentagem de severidade de 7,8 e 19,2%, respectivamente. Em relagdo ao
estadio fenoldgico, observa-se que a inoculagdo aos 15 DAS (V2) e 20 DAS (V3)
apresentaram menores valores de severidade, 4,0 e 7,9% respectivamente, e ndo
apresentaram diferencas entre si. Aos 25 DAS (V4) a severidade foi de 28,8%;
diferindo significativamente dos outros dois estadios avaliados.

As plantas que permaneceram em camara Umida por 24 h pré e pés-
inoculacdo também n&o apresentaram interacdo significativa entre os fatores
concentracdo de indculo e estadio fenoldgico a 5% de probabilidade.

Observa-se que, da mesma forma que os dados de permanéncia de
12 h em camara Umida, as concentracdes de indculo testadas de 10°% e 108 UFC mL*
apresentaram diferencas significativas entre si, com severidade de 2 e 38,4%,
respectivamente. Por outro lado, os trés estadios fenologicos testados néo
manifestaram diferenca significativa entre si.

Os efeitos simples de cada fator estdo apresentados na Tabela 4,
gue mostra as médias gerais expressas em porcentagem de severidade, dos fatores
concentracdo de inoculo e estadio fenolégico das plantas que permaneceram por 24

h em camara Umida.



40

Tabela 4 — Severidade da pustula bacteriana (% de A.F.) em plantas inoculadas com
duas concentragBes de in6culo de Xanthomonas citri pv. glycines e trés estadios

fenologicos (dias apds semeadura - DAS) com 24 horas de permanéncia em camara

Umida (pré e pos-inoculacao).

DAS / Estadio fenoldgico Concentracéo de in6culo (UFC/mL)

10° 10° Médias*
25 (V4) 4,4 43,0 23,7a
20 (V3) 1,4 40,0 20,7 a
15 (V2) 0,4 32,2 16,3 a
Médias® 20B 38,4 A

'C.V (%): 10,03. Médias seguidas por letras iguais, minGsculas na coluna e maitsculas na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias originais, para andlise os dados foram transformados
por lug X.

De mesma maneira como as plantas em permanéncia de 12 h e 24 h
em camara Umida, as plantas que permaneceram 48h ndo apresentaram interac&o
significativa entre os fatores concentracdo de indculo e estadio fenoldgico pela
andlise de variancia a 5% de probabilidade. A tabela 5 mostra os efeitos simples de

cada fator.

Tabela 5 — Severidade da pustula bacteriana (% de A.F.) em plantas inoculadas com
duas concentragBes de in6culo de Xanthomonas citri pv. glycines e trés estadios
fenologicos (dias apds semeadura - DAS) com 48 horas de permanéncia em camara

Umida (pré e pos-inoculacao).

Concentracéo de in6culo (UFC/mL)

DAS / Estéadio fenolégico 10° 108 Médias®
25 (V4) 15,2 71,0 433 a
20 (V3) 1,6 64,0 32,8 ab
15 (V2) 0,6 49,8 252b
Médias® 58B 61,7 A

IC.V(%): 2,05. Médias seguidas por letras iguais, minGsculas na coluna e maitisculas na linha, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias originais, para analise os dados foram transformados
utilizando valor absoluto de A estimado por Box-Cox.

De acordo com os dados expostos na Tabela 5, da mesma maneira
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como apresentado nas Tabelas 3 e 4, a concentragdo de in6culo fez grande
diferenca entre os valores de severidade de pustula bacteriana, com diferengas
significativas ente si. Para a concentracdo de 10° UFC mL*, o valor médio de
severidade foi de 5,8%; e para a concentragdo de 10 UFC mL™ a porcentagem de
severidade média na area foliar foi de 61,7%. Em relacao aos estadios fenoldgicos,
houve diferenga significativa entre 15 DAS e 25 DAS, correspondendo a valores
médios de severidade de 25,2 e 43,3% respectivamente.

O experimento foi repetido, no entanto, com a concentracdo de
in6culo de 10° UFC mL™" a qual determinou maiores niveis de doenca em todos os
periodos de permanéncia em camara Umida testados, foi a escolhida para o
segundo experimento.

Os fatores avaliados no segundo experimento foram os trés estadios
fenologicos e trés tempos de camara umida. Houve interacdo significativa entre os

fatores estadio fenoldgico e tempo de camara umida (Tabela 6).

Tabela 6 — Severidade de pustula bacteriana (% de A.F) em plantas de soja
inoculadas com Xanthomonas citri pv. glycines em diferentes estadios fenolégicos
(dias apds a semeadura-DAS) e diferentes tempos pré e pds-inoculacdo em cadmara

umida (horas).

Tempo camara Umida (h)

DAS / Estadio fenoldgico

12 24 48
25 (V4) 50,0 Ba 52,0 Ba 76,0 Aa
20 (V3) 30,0 Cb 44,0 Bb 54,0 Ab
15 (V2) 0,4 Ac 4,2 Ac 5,0 AC

'C.V(%): 14,14. Médias seguidas por letras iguais, minisculas na coluna e mailsculas na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com os dados expostos da Tabela 6, é possivel constatar
qgue em cada um dos trés tempos de caAmara Umida a severidade das plantas com
15, 20 e 25 DAS difere significativamente entre si, sendo sempre a maior severidade
em plantas com 25 DAS e menor com plantas com 15 DAS. A condicao testada que

apresentou maior porcentagem de severidade foi aos 25 DAS com 48 horas de
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permanéncia em cadmara Umida, resultando em severidade de 76%, e a menor foi
registrada em plantas inoculadas com 15 DAS e 12 horas de camara Umida, 0,4%.

Em relacdo ao tempo de cé&mara Umida, nota-se que plantas
inoculadas aos 15 DAS nédo apresentaram diferencas de severidade quando
mantidas em camara Umida por 12, 24 e 48 horas pré e pds-inoculacdo. Por outro
lado, os valores de severidade sdo considerados baixos para avaliar a expressao da
pustula bacteriana. Em contrapartida, aos 20 e 25 DAS houve aumento significativo
da é&rea foliar afetada pela doencga nas plantas e estas apresentaram diferenga na
expressdo dos sintomas entre os diferentes tempos de cAmara Umida testados.

Embora a condicdo de 25 DAS e 48 horas tenha apresentado a
maior severidade, escolheu-se para dar continuidade aos experimentos a
combinagdo de 24 h de permanéncia em camara Umida e 20 DAS para inoculacéo,
visto que esta apresentou severidade de 44%, sendo considerada uma severidade
suficiente para os testes de métodos de inoculacdo e caracterizacdo de resisténcia
de cultivares, além de necessitar menos tempo de utilizacdo da casa-de-vegetacao
para o teste. Levou-se também em consideracdo que 48 horas de camara umida pré
e pos inoculagdo resultaram em plantas que apresentaram murcha incipiente devido
ao longo periodo de permanéncia em camara umida. Outro fator levado em conta foi
que plantas inoculadas aos 25 DAS e 48 horas de camara Umida determinaram uma
severidade muito elevada, de 76%, a qual avaliou-se como sendo uma condi¢ao
muito agressiva de inoculagdo. Como um dos objetivos do trabalho é caracterizar
cultivares resistentes, esta grande pressdo de indéculo poderia mascarar uma
resisténcia moderada.

A maior severidade constatada no maior estadio fenolégico (25
DAS) corrobora com o obtido nos estudos de Neves et al. (2014) e Silva (2007),
porém diferem do trabalho de Melching et al. (1988) onde foi observada uma maior
eficiéncia de infec¢cdo de Phakopshora pachyrhizi em plantas de soja mais novas do
gue em plantas mais velhas.

O estadio fenologico das plantas é um importante fator que afeta
diretamente o desenvolvimento das doencas (FURTADO et al., 2009), no entanto,
diversos outros fatores como cultivar, patdbgeno e condicbes ambientais estdo
envolvidos. Dependendo do patdgeno, a suscetibilidade do tecido do hospedeiro
pode aumentar ou decrescer ao longo do tempo (FURTADO et al., 2009). A

diferenca nos sintomas observados em diferentes estadios das plantas pode
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também estar afetada por eventos pos-infecciosos, como a quantidade e o tipo de
compostos fendlicos que ocorrem em plantas de diferentes idades que podem inibir
o crescimento bacteriano (LI; STEFFENS, 2002).

O periodo de permanéncia em camara Umida também foi
significativo, sendo a permanéncia por 48 h pré e pds inoculagédo responsavel pela
maior incidéncia da doenga. As bactérias causadoras de doengcas em plantas ndo
possuem a capacidade de exercer forca mecénica ou fisica para vencer barreiras
como a da parede celular e a pressdo de turgor da planta, e, por consequéncia,
penetrar em células epidérmicas intactas (GOODMAN, 1986). Devido a isto, a
grande maioria penetra na planta apenas por ferimentos e/ou aberturas naturais
como os estdmatos e hidatédios. Quando a umidade relativa do ar esta baixa, os
estdmatos se fecham para evitar a transpiragdo e assim, a perda de agua (REIS;
OLIVARES, 2006). Possivelmente, o maior periodo de permeéncia em camara
Umida proporcionou melhores condigdes de abertura estomatica e molhamento
foliar, resultando em maior porcentagem de é&rea foliar afetada. De acordo com
Graham et al. (1992), as caracteristicas foliares, como abertura estomatica, que
influenciam a infiltracdo de agua no tecido foliar sdo as mais importantes para o
sucesso da infecgdo do patégeno, pois a agua livre na superficie foliar € essencial
para a penetracdo e movimentacdo de bactérias fitopatogénicas no hospedeiro,
principalmente para as que penetram por aberturas naturais (BEATTIE; LINDOW,
1999; ROMEIRO, 2007).

3.5.2 Métodos De Inoculagéo

Os valores de severidade de cada método de inoculagdo nas
diferentes cultivares estdo apresentadas na Tabela 7, sendo os experimentos
avaliados aos 15 DAI. No método de inoculagédo por agulhas mdltiplas, foi possivel
observar diferenca significativa entre a cultivar suscetivel e as demais. Em ambos os
experimentos, a linhagem NT 12 2042 apresentou as maiores notas de severidade,
diferindo das demais cultivares, enquanto a BMX Poténcia RR, Vmax RR e BRS 316
RR néo apresentaram diferencas significativas entre si.

Nos experimentos, o método de pincel também apresentou

diferencas significativas na severidade entre a cultivar suscetivel e as demais
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(Tabela 7). No experimento 1, a linhagem NT 12 2042 apresentou nota de 2,8;
diferindo das demais, enquanto as cultivares Vmax RR, BMX Poténcia RR e BRS
316 RR nao apresentaram diferencgas significativassi. No experimento 2, a cultivar

NT 12 2042 teve nota 3, também diferindo estatisticamente de todas as outras.

Tabela 7 — Severidade de pustula bacteriana em plantas de soja inoculadas com

Xanthomonas citri pv. glycines isolado 333 para quatro diferentes métodos de

inoculagao.
Cultivar Método de inoculagao
Experimento 1°
Agulhas?® Pincel® Tesoura* Aspersao®
(nota) (nota) (nota) (% A. F)
NT 12 2042 3,6 a 2,8a 2,1a 32,6 a
VMAX RR 1,8b 1,2b 19ab Ob
BMX POTENCIA RR 1,2b 1,8b 1,6 bc Ob
BRS 316 RR 10b 1,2b l4c Ob
CV (%) 7.9 8,6 11,7 14,9
Experimento 2*
Agulhas?® Pincel® Tesoura* Aspersao®
(nota) (nota) (nota) (% A. F)
NT 12 2042 3,2a 3,0a 3.6a 35,4 a
VMAX RR 16Db 1,4Db 26D 1,3b
BMX POTENCIA RR 1,2b 1,4Db 10c Ob
BRS 316 RR 10b 10b 10c Ob
CV (%) 7,0 8,4 6,9 10,7

"Medias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Medias originais, para andlise os dados foram transformados por +x + 1.

2 Notas: 1: plantas sem sintomas (pustulas, clorose e necrose); 2: leve clorose ao redor da area inoculada; 3:
clorose e presenca de poucas pustulas bacterianas na area inoculada e 4: clorose, alta incidéncia de pustulas
bacterianas e necrose na &rea inoculada.

®Notas: 1: resistente (plantas sem sintomas de pustulas, clorose e necrose) 2: moderadamente resistente
(plantas sem sintomas de pustulas bacterianas, apresenta leve clorose a partir da area lesionada pelo pincel) e
3: suscetivel (apresenta grande incidéncia de pustulas bacterianas na area lesionada pelo pincel, clorose bem
desenvolvida e necrose nos foliolos)

“Notas: 1: plantas sem sintomas (corte com tesoura n3o apresenta clorose e necrose); 2: leve clorose a partir do
corte com tesoura; 3: leve clorose e presenca de necrose a partir do corte com tesoura e 4: clorose bem
desenvolvida a partir do corte com tesoura (cerca de 1 mm) e necrose na area inoculada.

%06 de Area foliar (A.F.) afetada

Pelo método de tesoura houve diferenca significativa somente entre

a linhagem suscetivel NT 12 2042 e a cultivar resistente BRS 316 RR no primeiro
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experimento, enquanto no segundo experimento a NT 12 2042 diferiu das demais, A
BMX Poténcia RR e aBRS 316 RR né&o apresentaram diferencas quando
comparadas.

O método de aspersé@o apresentou diferencas significativas entre a
cultivar suscetivel e todas as outras, sendo que BRS 316 RR e BMX Poténcia RR
ndo apresentaram sintomas de pustula bacteriana. No experimento 1, a severidade
na linhagem suscetivel foi de 32,6% de area foliar afetada, enquanto no experimento
2 apresentou cerca de 35,4%.

A cultivar BRS 316 RR, padrdo de resistente, ndo apresentou
sintomas tipicos da doenga em nenhum dos métodos avaliados. A figura 1 mostra os
sintomas da doenca nos gendtipos suscetivel (NT 12 2042) e resistente (BRS 316
RR) ocasionada pelos diferentes métodos de inoculagéo testados.

A linhagem NT 12 2042 (suscetivel) desenvolveu sintomas da
doenga, com a formagdo de pustulas bacterianas e halo clorético, nos métodos de
aspersdo, agulhas e pincel. No método do pincel, as pustulas bacterianas formadas
ficaram restritas aos ferimentos ocasionado, ndo havendo distribuicdo pelo restante
da superficie foliar.

Pelo método da tesoura, ndo houve sintomas de pustulas, somente
a formagéo de pequenos halos cloréticos a partir do ferimento feito com a tesoura,
constatando a ndo eficiéncia deste método para avaliacdo e quantificacdo de
severidade de X. citri pv. glycines. Dentre os critérios que sdo levados em
consideracdo para determinar a qualidade de um método de inoculagdo é o de
prover que a reacdo a infeccdo possa ser avaliada quantitativamente (ANDRUS,
1948).

Embora os métodos de agulhas e pincel se mostrassem eficientes em
expressar os sintomas da doenca, estes ocasionaram lesdes nas folhas. No caso do
pincel, as lesdes podem ser facilmente confundidas com sintomas de necrose
causados pela bactéria X. citri pv. glycines, além da distribuigdo dos sintomas n&o se
parecer com a da infec¢do natural da doenca. Ao contrario do método de asperséo,
a inoculagéo local auxiliada por ferimentos, distribui as células bacterianas em locais
especificos da superficie da planta levando a menos pontos de infeccdo (SHARMA
et al., 2017).
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Figura 1 — Severidade de pustula bacteriana aos 15 dias ap6s a inoculagdo nos
genodtipos de soja suscetivel (A) NT 12 2042 e resistente (B) BRS 316 RR
inoculadas com Xanthomonas citri pv. glycines usando quatro diferentes métodos.

Aguthas

Fonte: O préprio autor, 2020.

O método de asperséo foi o Unico que nao lesionou o tecido foliar
resultando em maior homogeneidade na distribuicdo dos sintomas. Este foi o Unico

método que permitiu a expressao das pustulas em todo o limbo foliar, com
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distribuicao das lesdes semelhante a que ocorre a campo com infec¢éo natural pela
bactéria. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Weindling et al.
(1948) e Sharma et al. (2017), os quais testaram a eficiéncia de diferentes métodos
de inoculacdo para avaliagdo de Xanthomonas malvacearum e Xanthomonas citri
pv. punicae, respectivamente, e concluiram que a infec¢do na planta decorrente do
método de inoculagéo por aspersao foi a mais semelhante a que ocorre por infecgéo
natural.

A diferenciacdo entre o sintoma da doenca e a injdria causada pelo
método de inoculacdo foi estabelecida com o tratamento controle. O controle foi
inoculado com o mesmo procedimento usado no método de inoculagdo (ferimento
com agulhas, com pincel, corte com tesoura e aspersao), mas na auséncia do
patégeno. Nestes tratamentos ndo foram observados sintomas caracteristicos da

infeccéo pela bactéria, como halo clorético e pustulas bacterianas (Figura 2).

Figura 2 — Injurias causadas nas folhas pelos diferentes métodos de inoculag@o nos
tratamentos controle de cada método utilizando agua estéril: (A) agulhas; (B) pincel;

(C) tesoura e (D) aspersao.

Fonte: O préprio autor, 2020.

Nota-se que o método de inoculagdo com pincel (B) foi um dos
métodos que causou maior injuria no tecido foliar. A principal diferenca entre os
métodos de inoculacao por asperséo e pincel é o ferimento causado pelo método do
pincel, visto que este método garante que as células bacterianas cheguem aos
espacos intercelulares das folhas sem que a bactéria tenha que enfrentar as

possiveis condi¢cdes adversas, que afetariam seu progresso em condi¢cdes naturais
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(LOGAN, 1958). A mesma hipétese se aplica ao método de agulhas, que causa
ferimento no tecido foliar. Além disso, o ferimento causado ndo teve vantagem
adicional em comparag&o ao método de asperséo.

A avaliacdo de praticidade dos métodos, considerada pelo tempo

necessario e o volume de in6culo gastos esta apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 — Tempo de execucdo e volume da suspensdo bacteriana necessarios
para a inoculagdo de 60 plantas de soja com Xanthomonas citri pv. glycines

utilizando os métodos de inoculagdo tesoura, agulhas, pincel e asperséo.

Método Tempo (minutos) Suspenséo bacteriana (mL)
Agulhas 21 200
Pincel 16 8
Tesoura 28 40
Asperséo 10 500

O método que demandou menos tempo foi 0 método de asperséo e
a inoculacdo com tesoura foi 0 método mais demorado para inocular 60 plantas de
soja, com 10 e 28 minutos, respectivamente. Os métodos do pincel e agulhas além
de serem mais demorados, exigem maior mao de obra e maior cuidado ao inocular,
visto que causam ferimentos nos foliolos, e caso ndo haja cuidado, pode-se levar ao
retalhamento ou rompimento do limbo foliar, dependendo da forca e rapidez
empregada no momento da inoculagéo.

Dentro de um programa de melhoramento para avaliagéo e selegéo
de gendtipos resistentes, deve-se levar em consideragdo critérios como rapidez,
uniformidade nos resultados e facilidade de execugcdo (PASTOR-CORRALES;
BEEBE; CORREA, 1981), fatores estes, que ndo foram cumpridos pelos métodos de
pincel e agulhas.

Embora seja o mais rapido e préatico, o método por asperséo foi o
que requereu o maior volume de in6culo e o método de inoculagéo por pincel foi o
que necessitou menor quantidade, 500 mL e 8 mL de in6culo, respectivamente.
Apesar de consumir maior quantidade de indculo, a preparacdo de 500 mL de
suspensao bacteriana requer menos de 10 placas de Petri com culturas de X. citri
pv. glycines com 48 horas de crescimento, quantidade que ndo & excessiva para

repicagem nem incubagao.
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Os resultados do nosso estudo indicam claramente que o método de
inoculacdo por aspersdo foi o melhor para reproduzir os sintomas de pustula
bacteriana causada por X. citri pv. glycines sob condi¢des 6timas de temperatura e
umidade relativa. Além de seu alto potencial em causar doenca e adaptabilidade
para aplicabilidade em larga escala, necessaria em screenings de programas de
melhoramento (HENZ; TAKATSU; REIFSCHNEIDER, 1988; PASTOR-CORRALES;
BEEBE; CORREA, 1981), o método de aspersdo também simulou a condi¢ao
natural de infecgéo de plantas em campo. As aberturas naturais como estdbmatos e
hidatédios estdo associados & multiplicidade de focos de infeccao.

O método de aspersdo confirmou que o patbgeno é capaz de
infectar e causar sintomas tipicos da doenca nas folhas sem necessidade de
ferimentos devido & sua entrada pelas aberturas naturais. De maneira oposta, 0s
métodos de pincel e agulhas além de causarem ferimentos nas folhas e estarem
sujeitos a uma possivel falsa interpretacdo das lesdes no momento da avaliagéo,
serem mais demorados e demandarem mais méo de obra e cautela, distribuem as
células bacterianas em locais especificos da superficie foliar levando a uma

distribuicdo menos homogénea dos sintomas na folha.

3.5.3 Agressividade De Isolados

A tabela 9 mostra a evolucdo dos sintomas de pustula bacteriana apés
inoculagdo com cinco isolados de X. citri pv. glycines (333, GDM 01, GDM 02, 87-2 e
GDM 03) nas trés cultivares testadas de acordo com o passar das avaliagdes.

A cultivar BRS 316 RR, padrao resistente, ndo apresentou sintomas da
doenca, e, por este motivo nédo foi adicionada a tabela. Os primeiros sintomas no
experimento 1 do teste de agressividade apareceram ao quarto DAI nos gendtipos NT
12 2042 e Peking, sendo que todos os isolados produziram sintomas. Na cultivar Vmax
RR, os primeiros sintomas foram observados nas plantas inoculadas com o isolado 333,
ao sétimo DAI, enquanto para os demais isolados n&o foram observados sintomas neste
periodo. Os isolados GDM 01 e GDM 02 apresentaram sintomas na cultivar Vmax RR ao
décimo DAI, enquanto os isolados 87-2 e GDM 03 apenas ao décimo terceiro DAIL. O
mesmo ocorreu no experimento 2, a diferenga foi na cultivar Vmax RR, que comegou a
desenvolver sintomas ao décimo DAI para as plantas inoculadas com os isolados 333,
GDM 01 e GDM 02 e ao décimo terceiro DAI com os isolados 87-2 e GDM 03.
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Tabela 9 — Severidade de pustula bacteriana em gendtipos NT 12 2042, Peking e
Vmax RR inoculados pelo método de aspersdo com cinco isolados de Xanthomonas

citri pv. glycines em diferentes dias apds inoculacdo (DAI) nos experimentos 1 e 2.

Isolado Experimento 1
NT 12 2042
Severidade (% A. F)°
4 DAI’ 7 DAI! 10 DAI* 13 DAI' 16 DAI* 19 DAI*
333 2,12a 26,1a 32,8a 54,9 a 58,4 a 60,5 a
GDM 01 1,89a 15,7 ab 32,7a 47,7 a 52,8a 54,9 a
GDM 02 1,56 ab 12,0 bc 27.4a 42,2 a 4572 a 47,7 a
87-2 0,66 ab 4,72 cd 6,27 b 8,29 b 9,69 b 12,2 b
GDM 03 0,13 b 0,56 d 2,53b 4,73 b 5,54 b 6,89 b
C.V (%) 19,9 19,6 21,7 14,7 14,7 14,2
Peking
Severidade (% A. F)*
Isolados 4 DA 7 DAI! 10 DAI* 13 DA 16 DAI 19 DAI
333 1,59 a 19,6 a 43,5a 69,9 a 77,0a 78,5a
GDM 01 1,96 a 16,9 a 38,3a 67,4 a 729a 779a
GDM 02 3,23a 13,5 ab 34,5a 65,5 a 69,8 a 72,0a
87-2 0,56 a 5,03 ab 10,4 b 13,0b 16,9b 195b
GDM 03 0,06 a 1,56 b 5,99 b 9,86 b 12,1b 13,6 b
C.V (%) 33,7 35,1 19,4 16,4 12,4 13,2
Vmax RR
Severidade (% A. F)°
Isolados 4 DAI 7 DA 10 DAI* 13 DAl 16 DAI* 19 DAI
333 0 0,13 a 0,39a 1,52a 2,26 a 2,82a
GDM 01 0 ODa 0,26 a 1,32 ab 1,99 ab 2,43a
GDM 02 0 ODa 0,13 a 0,29 bc 1,36 abc 2,06 ab
87-2 0 ODa ODa 0,13 ¢ 0,59 bc 0,93 ab
GDM 03 0 ODa ODa 0,20 ¢ 0,26 ¢ 0,46 b
C.V (%) 0 5,7 16,2 17,2 18,7 19,2
Experimento 2
NT 12 2042
Severidade (% A. F)°
Isolados 4 DAl 7 DA 10 DAI* 13 DAI 16 DAI* 19 DAl
333 1,09 a 18,8 a 24,4 a 40,6 a 49,8 a 61,9 a
GDM 01 1,66 a 10,4 b 212a 33,3a 50,9 a 55,8 a
GDM 02 1,02a 10,2 b 20,6 a 36,1a 451a 53,3a
87-2 0,13 a 1,77¢ 4,06 b 6,19b 9,19b 11,2 b
GDM 03 0,13 a 0,29 ¢ 1,52b 3,03 b 4,46 b 5,86 C
C.V (%) 21,5 14,8 11,5 7,9 6,7 5,9
Peking
Severidade (% A. F)°
Isolados 4 DA 7 DA 10 DAl 13 DAI' 16 DAI 19 DAI
333 5,16 a 13,8a 28,4a 44,9 a 60,2 a 73,2 a
GDM 01 2,92 ab 13,9a 252a 50,0 a 64,3 a 70,4 a
GDM 02 2,15 bc 11,1a 216a 47,4 a 59,7 a 68,7 a
87-2 0,26 d 1,95b 6,99 b 10,5b 13,2b 17,3b
GDM 03 0,39 cd 1,05b 1,73 ¢ 4,06 C 8,29 b 11,0c
C.V (%) 20,2 13,6 9,1 5,9 6,6 4.2
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Vmax RR
Severidade (% A. F)°
Isolados 4 DA 7 DAI 10 DAI* 13 DAI 16 DAI* 19 DAl
333 0 0 0,59 a 1,46 a 2,43 a 3,09 a
GDM 01 0 0 0,13a 0,66 a 1,46 ab 1,86 a
GDM 02 0 0 0,13a 0,59 a 0,93 ab 1,19 a
87-2 0 0 O0a 0,26 a 0,49 b 0,86 a
GDM 03 0 0 0a 0,26 a 0,39b 0,79 a
C.V (%) 0 0 13,9 21,0 22,0 25,0

"Medias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Medias originais, para andlise os dados foram transformados por +zx+ 1.
296 A. F: porcentagem de area foliar afetada.

Na penultima avaliacdo, ao décimo sexto DAI, algumas plantas
apresentaram abortamento de folhas, ocasionado pela alta severidade da doenga,
principalmente nas plantas inoculadas com os isolados 333, GDM 01 e GDM 02,
havendo maior queda de folhas na cultivar Peking, demonstrando ser altamente
suscetivel & doenga. O gendtipo NT 12 2042 também apresentou abortamento, porém
em menor quantidade que a Peking. A cultivar Vmax RR ndo apresentou queda de
folhas.

A doencga evoluiu de forma rapida nos primeiros dias ap6s a inoculacao
nos dois experimentos nos genotipos NT 12 2042 e Peking, aumentando de forma
exponencial até aproximadamente o décimo terceiro DAI. ApOs esse periodo, a doenga
continuou aumentando, porém em menor quantidade. Na cultivar Vmax RR, ndo houve
grande expresséo dos sintomas para nenhum dos isolados testados.

A severidade final da doenca, no décimo nono DAI, mostrou diferenca
significativa entre os isolados testados para alguns genétipos em ambos o0s
experimentos. No experimento 1, os gendtipos NT 12 2042, Peking e Vmax RR
apresentaram diferengas significativas entre a severidade dos isolados. Na linhagem NT
12 2042, os isolados 333, GDM 01 e GDM 02 com severidades de 60,5; 54,9 e 47,6%,
respectivamente, ndo diferiram significativamente entre si, mas diferiram dos isolados
87-2 e GDM 03, com severidades de 12,1 e 6,8%, respectivamente. Entre esses dois
isolados, ndo houve diferencga significativa. Para a cultivar Peking ocorreu 0 mesmo que
constatado para NT 12 2042, apresentando diferencas somente nos valores de
severidade, que foi a maior entre as cultivares. A cultivar Vmax RR apresentou diferenga
significativa somente para os isolados 333 e GDM 03.

O gendtipo NT 12 2042, no experimento 2, também ndo demonstrou
diferenca entre os isolados 333, GDM 01 e GDM 02, que chegaram a severidades de

61,9; 55,8 e 53,3%, respectivamente, e estes diferiram dos isolados 87-2 e GDM 03, que
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diferentemente do experimento 1, diferiram entre si, com severidades de 11,2 e 5,86%,

respectivamente. A cultivar Vmax RR ndo apresentou diferengas significativas entre

nenhum dos isolados e foi 0 gendtipo que apresentou os menores valores de severidade

em ambos 0s experimentos.

A curva de progresso da doenga para os cinco isolados testados esta

exposta nas figuras 4 e 5.

Figura 4 — Curva de progresso da doenca para os diferentes isolados de

Xanthomonas citri pv. glycines avaliados durante 19 dias e inoculados pelo método
de aspersdo nos genotipos (A) NT 12 2042, (B) Peking, (C) Vmax RR e (D) Vmax
RR com escala do eixo y modificada (maximo de 4% de severidade) no experimento
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Figura 5 — Curva de progresso da doenca para os diferentes isolados de Xanthomonas citri pv.
glycines avaliados durante 19 dias e inoculados pelo método de aspersdo nos genotipos (A) NT
12 2042, (B) Peking, (C) Vmax RR e (D) Vmax RR com escala do eixo y modificada (méximo
de 4% de severidade) no experimento 2.
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Com os graficos da curva de progresso da doenca € possivel notar a
diferenca entre a severidade da doenca para os isolados 333, GDM 01 e GDM 02,
em relag@o aos isolados 87-2 e GDM 03 nos genoétipos NT 12 2042 e Peking. O
isolado 333 foi 0 mais agressivo para todos 0s gendtipos de soja avaliados e ao
contrario, o isolado GDM 03 foi 0 menos agressivo.

A AACPD também mostrou diferencgs significativas entre os isolados
(Tabela 11). Nao houve diferencas significativas entre os isolados 333, GDM 01 e

GDM 02 nos genotipos NT 12 e Peking, sendo que para esses isolados a AACPD foi
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maior. Estes diferiram apenas dos isolados 87-2 e GDM 03, sendo que estes dois
ndo diferiram significativamente entre si, em ambos 0s experimentos. A cultivar
Vmax RR foi a que apresentou 0s menores valores de severidade e
consequentemente de AACPD. Para esta cultivar, houve diferenca estatistica
somente entre os isolados 333 e 87-2 e 333 e GDM 03, para ambos os

experimentos.

Tabela 10 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) nos genotipos
NT 12 2042, Peking e Vmax RR inoculados pelo método de aspersdo com cinco

isolados de Xanthomonas citri pv. glycines nos experimentos 1 e 2.

Experimento 1

Isolado NT 12 2042! PEKING VMAX RR*
333 319a 39,6 a 0,90 a
GDM 01 28,1a 37.1a 0,75 ab
GDM 02 240 a 35,5a 0,44 abc
87-2 5,66 b 8,82 Db 0,18 bc
GDM 03 2,67b 574 b 0,11c
C.V (%) 14,1 18,8 11,3
Experimento 2
Isolados NT 12 PEKING VMAX RR*
333 26,1a 30,3 a 0,95 a
GDM 01 229a 299 a 0,50 ab
GDM 02 22,1a 278 a 0,37 ab
87-2 4,26 b 6,54 b 0,18 b
GDM 03 1,95 b 3,33 Db 0,16 b
C.V (%) 15,8 11,1 12,9

"Medias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Medias originais, para andlise os dados foram transformados por +x + 1.

Os resultados indicaram a existéncia de Vvariabilidade na
agressividade dos isolados quando inoculados nos genoétipos NT 12 2042, Peking e
Vmax RR no primeiro experimento, e auséncia de variabilidade na cultivar Vmax RR
no segundo. Os resultados indicam a necessidade de considerar a variabilidade do
patégeno na avaliagdo de gendtipos de soja em programas de selecdo de cultivares
resistentes. O uso de isolados mais agressivos € desejavel, pois proporciona mais
rigor na selecdo e melhor discernimento entre genoétipos resistentes e suscetiveis
(NAKATANI; LOPES; CAMARGO, 2009). Kaewnum, Prathuangwong e Burr (2005)
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também constataram diferenca significativa na severidade de diferentes isolados de
X. citri pv. glycines e concluiram que a origem geografica dos isolados néo parece
estar relacionada com sua agressividade. Zinsou et al. (2015) e Park et al. (2008)
relataram variabilidade significativa na viruléncia de isolados de X. citri pv. glycines.
Park et al. (2008) concluiram que possivelmente genes homoélogos oa avrBs3
influenciam na patogenicidade de X. citri pv. glycines em cultivares de soja.

Em estudo realizado por Athinuwat et al. (2009) na Tailandia,
isolados foram monitorados quanto & sua viruléncia diferencial em diferentes
cultivares. Essa viruléncia é determinada pelo gene avrBs3 homdélogo ao avrXgl. De
acordo com a patogenicidade expressa nas plantas, os autores chegaram a
identificar trés ragas: racga 1, a qual induziu respostas de hipersensibilidade, raga 2, a
qual causou doenga nas trés cultivares e raga 3, a qual induziu resposta de
hipersensibilidade na cultivar resistente e causou doencga nas cultivares suscetiveis.
Os autores concluiram que para as trés diferentes ragas encontradas houve uma
resposta diferente do gene avrXgl. Desta maneira, mostram que existem
multifungdes para este gene, dependendo do isolado do patdgeno e das origens

genéticas das plantas.

3.5.4 Caracterizagéo de Cultivares

Entre as 18 cultivares, incluindo os padrdes suscetivel e resistente,
avaliadas no experimento de caracterizagdo, 11 delas apresentaram sintomas de
pustula bacteriana. A maior porcentagem de area foliar afetada foi no padréo
suscetivel, NT 12 2042. Entre as cultivares comerciais escolhidas para o estudo, a
gue apresentou maior severidade, sem considerar o padrao suscetivel, foi a cultivar
SYN 1561. As cultivares resistentes BRS 316 RR, M 6210 IPRO, TMG 2286 IPRO,
DM 81184 IPRO e Dominio IPRO n&o apresentaram nenhum sintoma de pustula
bacteriana quando inoculadas com os métodos testados, confirmando sua
resisténcia a doenca. Dessa maneira, todos estes diferiram estatisticamente das
demais cultivares, que expressaram algum grau de severidade da doenga. A Tabela
12 mostra os valores de severidade de pustula bacteriana obtidos no experimento de

caracterizagao de cultivares, inoculadas utilizando os métodos de asperséao e pincel.
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Tabela 11 — Caracterizagéo da reacao de cultivares em resposta a inoculagdo com o
isoaldo 333 de Xanthomonas citri pv. glycines utilizando os métodos de asperséo e
pincel em condicbes de casa-de-vegetacdo. Avaliagdo 16° dia apds inoculacdo
(DAI).

Cultivar Experimento 1
Reacdo
registrada® Aspersdo (% A. F.)*®*  Pincel (nota MAPA)*
NT 12 2042 S (padrao) 457 a S
SYN 1561 IPRO S 223Db S
NEO 530 IPRO MS 153 ¢ S
TABARANA S 14,3 cd S
ZEUS IPRO MS 10,3d S
M 8349 IPRO MR 3.0e MR
FOCO IPRO MR 2,83 e MR
BRS 184 MR 2,66 e MR
NA 7337 RR MR 1,50 e MR
M 6410 IPRO MR 1,50 e MR
M 7739 IPRO MR 1,33 e MR
M 6210 IPRO R Of R
TMG 2286 IPRO R Of R
DM 81184 IPRO R Of R
DOMINIO IPRO R Of R
BR-4 S Of S
DESAFIO RR S Of S
BRS 316 RR R (padrio) 0f R
CV (%) 11,1
Experimento 2
Reacdo Pincel (escala
Cultivar registrada® Aspersdo (% A. F.)*>? MAPA)*
NT 12 2042 S (padrao) 38,8a S
SYN 1561 IPRO S 248Db S
NEO 530 IPRO MS 21.8Db S
TABARANA S 10,8 c S
ZEUS IPRO MS 6,66 cd S
FOCO IPRO MR 4,66 de MR
BRS 184 MR 3,66 de MR
M 8349 IPRO MR 2,83 ef MR
M 7739 IPRO MR 2,33 ef MR
NA 7337 RR MR 2,33 ef MR
M 6410 IPRO MR 0,83 f MR
M 6210 IPRO R Og R
TMG 2286 IPRO R Og R
DM 81184 IPRO R Og R
DOMINIO IPRO R Og R
BR-4 S 0g S



57

DESAFIO RR S 0g S
BRS 316 RR R (padréo) 0g R
C.V(%) 14,8

Medias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
1Rea(_;éo retirada do registro de reacdes a doencas disponibilizado pelas empresas detentoras das cultivares
sendo S: suscetivel, MS: moderadamente suscetivel, MR: moderadamente resistente e R: resistente.

2 Medias originais, para analise os dados foram transformados por +/x.

300 A F: porcentagem de area foliar afetada.

* Escala de avaliagdo proposta pelo MAPA (2007) onde S (suscetivel): muitas lesdes; MR (moderadamente
resistente): poucas lesdes e R (resistente): sem lesdes.

Aproximadamente cerca de 88,8% das cultivares testadas
apresentaram reacgfes iguais ao registro de reacdo a pustula bacteriana, além de
também demonstrarem relagcdo entre os sintomas desenvolvidos com a inoculagéo
com método do pincel como pelo método de asperséo. As diferengas nas reacdes
entre os métodos de inoculacdo foram constatadas para as cultivares BR-4 e
Desafio RR. Com a utilizag&o da técnica do pincel, as cultivares mostraram reagéo
de suscetibilidade, quando comparada ao padrdo suscetivel NT 12 2042,
apresentando muitas lesdes, avaliadas como S, conforme sugere a escala proposta
pelo MAPA (2007). J& para o método de aspersdo, as cultivares expressaram
reacdes de resisténcia, ndo apresentando nenhum sintoma tipico da doencga (figura
6).

Figura 3 — Comparacgéo das reagdes dos genotipos BR-4, Desafio RR e NT 12 2042
(padréo suscetivel) inoculadas com Xanthomonas citri pv. glycines pelos métodos de
pincel e aspersdo. Figura (A) Cultivar BR-4 inoculada pelo método do pincel, (B)
Cultivar BR-4 inoculada pelo método de asperséo, (C) Cultivar Desafio RR inoculada
pelo método do pincel, (D) Cultivar Desafio RR inoculada pelo método de asperséo,
(E) NT 12 2042 inoculada pelo método do pincel e (F) NT 12 2042 inoculada pelo

método de asperséo.
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Fonte: o proprio autor, 2020.

De acordo com Robeson et al. 1989, metodologias que requerem
ferimentos nos tecidos do hospedeiro podem anular algumas respostas de
resisténcia das plantas frente aos fitopatégenos. Dessa maneira, cultivares
resistentes que possuem algum fator estrutural que impede a entrada de bactéria no
tecido, como a morfologia da crista cuticular junto ao ostiolo do estémato, por
exemplo, teria seu efeito anulado por métodos que causam ferimentos e injarias no
tecido da planta que convertem-se em portas de entrada para a bactéria.

Screenings para caracterizagdo de cultivares buscando resisténcia a
pustula bacteriana sdo realizados em programas de melhoramento visando a
obtencdo de cultivares resistentes, visto que de acordo com nosso estudo, a
severidade pode chegar a 78% de area foliar afetada em cultivares suscetiveis, o

gue causaria grandes perdas de produtividade.
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Diante disso, embora seja uma doenga preocupante no quesito
perdas de producdo, a resisténcia a doenca ndo vem sendo um dos objetivos
principais nos programas de melhoramento. De acordo com Soares e Arias (2016), a
diminuic&o do numero de cultivares resistentes a pustula bacteriana esta relacionada
as mudancas ocorridas no sistema de producdo que envolve a cultura da soja.
Dentre elas, destacam o surgimento de cultivares geneticamente modificadas como
as resistentes a lagartas e a soja resistente aos herbicidas do grupo das
imidazolinonas.

Segundo Gorardia et al. (2009) h& também a possibilidade de que o
gendtipo de resisténcia a pustula bacteriana néo esteja sendo mantido como objetivo
de selecdo durante o desenvolvimento de cultivares comerciais tolerantes ao
glifosato. Uma possibilidade mencionada € que no processo de desenvolvimento de
cultivares de soja transgénica, 0 gene rxp, bem como outros genes de resisténcia,
podem ser perdidos ou um alelo suscetivel introduzido, isso, por sua vez,
aumentaria o nivel de suscetibilidade a pustula bacteriana em cultivares de soja.

Outro fator que pode ser considerado € de que, devido a
durabilidade e a simplicidade do uso do gene de resisténcia rxp, ndo tem havido
buscas de outras fontes de resisténcia para a doenca (VERNETTI; VERNETTI

JUNIOR, 2009).

3.6 CONCLUSOES GERAIS

O método de inoculacdo de X. citri pv. glycines que se mostra mais
rapido, pratico, que mimetizou os sintomas da doengca em condi¢cdes naturais de
campo e que possibilitou avaliar quantitativamente a doenca é o método de
aspersdo. As melhores condigcdes de inoculagdo por aspersdo que otimizam a
expressdo dos sintomas de pustula bacteriana sdo: estadio da planta de soja no
momento da inoculagdo V3 (aproximadamente 20 DAS nas condi¢cdes dos
experimentos), inoculagdo com concentracdo de inéculo de aproximadamente 10°
UFC mL" e utilizag&o de 24 horas de camara Umida pré e pés inoculagao.

Os testes de agressividade mostram diferengas significativas entre
os isolados quando inoculados nos genoétipos NT 12 2042 e Peking. Os isolados de

X. citri pv. glycines que apresentam maior severidade de pustula bacteriana sao 333,
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GDM 01 e GDM 02, enquanto os isolados 87-2 e GDM 03 s&o 0s menos agressivos.
Esses resultados mostram a necessidade de considerar a variabilidade do patégeno
na avaliacdo de gendtipos de soja em programas de selecdo, visto que isolados
mais agressivos proporcionam mais rigor na selecdo e melhor discernimento entre
gendtipos resistentes e suscetiveis.

De acordo com o0s experimentos de caracterizagdo de cultivares,
pode-se concluir que o método do pincel pode superestimar os sintomas da doenca
em alguns gendtipos, resultando em diferencas na reagdo a pustula bacteriana
quando comparado ao método de aspersdo. Além de que os sintomas obtidos pelo
método do pincel ndo se parecerem aos sintomas da doenga em ocorréncia natural.
Esta técnica causa importantes injarias no limbo foliar, podendo estar suprimindo

respostas de defesa baseadas em resisténcia estrutural.
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4 PROTOCOLO DE INOCULAGCAO ARTIFICIAL DE Xanthomonas citri pv.
glycines PARA SCREENING DE GENOTIPOS DE SOJA EM CASA DE
VEGETACAO

4.1 INTRODUCAO

Xanthomonas citri pv. glycines & uma bactéria gram-negativa
causadora da doenca pustula bacteriana em soja. Os sintomas da doenca ocorrem
tipicamente nas folhas, caracterizados por manchas que possuem coloragcéo parda,
com formato arredondado e nunca angulares (Figura 7). No centro da leséo,
observa-se uma pequena elevacado, chamada de pustula, que d4 nome a doenca
(GODOY et al., 2014). Essas pustulas geralmente ocorrem na parte inferior da folha
(JONES; FETT, 1987). Com a evolugdo da doenca no limbo foliar, as manchas
aumentam de tamanho. Em ataques mais severos, o numero de lesdes aumenta, as
quais coalescem e tornam a superficie da folha quase totalmente necrosada
(FERREIRA; LEHAM; ALMEIDA, 1979).

Figura 4 - Sintomas caracteristicos de puUstula bacteriana causada por
Xanthomonas citri pv. glycines em plantas de soja inoculadas artificialmente pelo
método de aspersdo. (A) folha com sintomas caracteristicos em casa de vegetacao
na face adaxial do foliolo, (B) pustulas bacterianas na face abaxial do foliolo e (C)

visualizacdo em lupa das pustulas bacterianas na face abaxial do foliolo.

Fonte: BERTOGLIO, 2020.

O patdgeno é transmissivel pelas sementes, embora sementes infectadas nao

apresentem diferenca com as sadias. A sobrevivéncia na semente pode variar de 6
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a 7 meses (DANELLI; BIANCHIN, 2012). Os restos culturais sdo outra fonte de
in6culo para as plantas jovens. A semente e o0s restos culturais infectados dao
origem as infec¢des priméarias (FERREIRA; LEHAM; ALMEIDA, 1979). As gotas de
chuva removem as células bacterianas da folha e as carregam para outras plantas a
curtas distancias (DANELLI; BIANCHIN, 2012). As infeccdes secundarias sao
favorecidas por chuva e vento, sob condigdes de alta umidade e temperatura (30-
33°C) (HENNING et al., 2014).

A pustula bacteriana causa, em alta severidade, desfolha precoce,
reduzindo o peso e o numero de grédos, com reflexo no rendimento (HARTWIG;
JOHNSON, 1953). Em condi¢bes de alta incidéncia e severidade, ja foram relatadas
perdas na produtividade de 12% a 40% (SHARMA; NAIR; PAWAR, 1993;
FERREIRA et al., 1979).

A incorporacdo de resisténcia em cultivares de soja € um dos
métodos de controle mais eficientes. No Brasil, grande parte das cultivares
comerciais de soja apresentam resisténcia a pustula bacteriana (LANNA FILHO,
2015). Porém, Soares e Arias (2016) em levantamento de linhagens de soja com
resisténcia & doengas observaram o decréscimo do numero de cultivares resistentes

a pustula bacteriana a partir de 2011.

4.2 METODOLOGIA

Para a inoculacdo de plantas de soja com a bactéria e obtencdo de
sintomas da pustula bacteriana, condigbes controladas/semi-controladas séo
indispensaveis. Temperaturas entre 28 e 30°C e umidade relativa aproximada de
80% séo requisitos para que ocorra a infecgao.

As plantas devem ser cultivadas em vasos de 1 litro, sendo
semeadas 10 sementes por vaso com desbaste aos 10 dias ap6s a semeadura,
deixando 3 plantas por vaso. Deve-se utilizar nos ensaios um padréo de resisténcia
(ex. cultivar BRS 316 RR) e um padréo de suscetibilidade (ex. cultivar Peking).

Em relagdo ao isolado bacteriano de Xanthomonas citri pv. glycines,
deve-se utilizar o isolado 333 (J. Rodrigues Neto, 1981 — Colecdo do Instituto
Biologico de S&o Paulo). O armazenamento do in6culo bacteriano deve ser feito em
tampéao fosfato (1,59 K,HPO,4, 1g KH,PO,, 1000 mL agua destilada, ph 7). Para
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reativacao do isolado bacteriano, recomenda-se a retirada de aliquotas do tampéao
contendo o indculo e a repicagem em meio Agar Nutriente - AN (5g peptona, 3g
extrato de carne, 15g agar, 1000 mL agua destilada). As placas de petri devem ser
invertidas e mantidas a 28°C por 48 horas. As colonias de X. citri pv. glycines (Figura
8) em meio AN sé&o principalmente circulares, achatadas, brilhantes, ligeiramente
salientes, convexas e de coloracdo amarela a amarela brilhante (LAMBANI;
JAHAGIRDAR, 2017).

Figura 5 - Colbnias caracteristicas de Xanthomonas citri pv. glycines crescidas em

meio Agar Nutriente por 48 horas a 28°C.

Fonte: BERTOGLIO, 2020.

Ap6s 48 h de crescimento a 28°C, as colonias devem ser repicadas
para novas placas de petri contendo meio AN, deixando em crescimento por mais 48
h a 28°C para preparagcdo da suspensdo bacteriana. A suspensdo deve ser
preparada em agua destilada esterilizada e calibrada em espectrofotdmetro a D.O:
600 nm = 0,2 o que correspondendo a aproximadamente 10® unidades formadoras
de colénia por mL (UFC mL™Y). Para célculo do ajuste da suspensdo deve ser

utilizada a equacéo abaixo:
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V1.01 =V2.02

Onde: Vi: volume inicial; C;: concentragéo inicial; V: volume final e C, concentracao final.

Para 1 L séo utilizadas aproximadamente 14 placas de petri com crescimento sobre toda

superficie do meio de cultura.

As plantas devem ser inoculadas no estadio V3 (aproximadamente
aos 20 dias ap0s a semeadura). Antecedendo a inoculacédo, é indispensavel a
realizac@o de cAmara Umida por 24 horas para favorecer a abertura estomatica.

Para montagem da camara Umida que acomode muitas plantas,
deve-se colocar as plantas em bandejas de metal de aproximadamente 3 x1 m, com
arcos de aproximadamente 70 cm de altura, o que facilita a cobertura de todos as
plantas com plastico transparente. As bandejas devem ser preenchidas com agua
até metade de seu volume com a finalidade de manter a umidade.

Para a inoculagdo da suspensdo bacteriana nas plantas de soja,
borrifadores manuais que permitem a regulagem das goticulas devem ser utilizados.
O borrifador deve ser mantido a aproximadamente 2 cm de distancia dos foliolos,
para que a pressdo ajude na penetragdo da bactéria e que a pressdo esteja
regulada a fim de ndo causar injaria nos tecidos foliares. Para a inoculagdo de 100
plantas sdo necessarias aproximadamente 30 placas de petri com crescimento da
bactéria por toda extensdo da placa, levando cerca de 17 minutos para inocular esse
mesmo numero de plantas. A inoculac@o por asperséo deve ser feita até o ponto de
escorrimento.

Apos a inoculagdo, deve-se instalar novamente a camara umida por
mais 24 horas. Apds esse periodo, é necessario manter nebulizagdo automatica ou
manual a cada 20 minutos com o objetivo de manter a umidade do local em pelo
menos 80%. A temperatura apos inoculagdo deve permanecer entre 28 e 30°C.
Temperatura e umidade recomendadas devem ser mantidas até o final da avaliacao
das plantas.

A avaliacdo da severidade da pustula bacteriana deve ser realizada

visualmente pela porcentagem de é&rea foliar afetada (% A. F.), a partir do
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aparecimento dos primeiros sintomas nas plantas de soja da cultivar suscetivel
(padréo). Normalmente isto ocorre a partir dos 15 dias apds a inoculagéo.

Detalhes do experimento como local, material utilizado para o
método de aspersao e sintomas no momento da avaliagdo sao observados na figura
9.

O método de inoculagdo por aspersao mostra-se pratico, rapido, ndo
injurioso as plantas e promove sintomas caracteristicos da doenca, simulando a
infeccdo natural em campo, sendo, portanto, recomendado para screening de

genotipos de soja em casa de vegetacao.

Figura 6 — Detalhes do local da realizagdo do experimento, material utilizado e
sintomas da doenca no momento da avaliagdo. (A) casa de vegetacdo com
condigbes controladas de temperatura e umidade relativa, com detalhe para a
utilizag@o de aspersores 0s quais mantém a umidade em aproximadamente 80%; (B)
plantas dentro de bandejas as quais sdo cobertas com lona plastica transparente;
(C) inoculagao por asperséao; (D) borrifador utilizado para inoculagdo por aspersao;
(E) sintomas de pustula bacteriana no padrdo suscetivel sugerido (Peking) aos 15

dias apés inoculagéo na face abaxial; e (F) na face adaxial da folha.

Fonte: BERTOGLIO, 2020.
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