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Pyricularia oryzae: VIRULENCIA DE ISOLADOS, DENSIDADE
DE CONIDIOS NO AR E EFEITO DO NITROGENIO NA
SUSCETIBILIDADE DO TRIGO

ANDERSON LUIZ DURANTE DANELLI*

RESUMO - A brusone do trigo, causada pelo fungo Pyricularia
oryzae, ¢ uma doenca limitante para a cultura do trigo no Brasil. Para
verificar a variabilidade patotipica em uma populacao de isolados de
P. oryzae do trigo e de poaceas invasoras, foi desenvolvido um
programa semanal de inoculacdes em uma série diferenciadora de
racas. Os isolados foram caracterizados em relacdo a resposta em
plantula e planta adulta (espiga destacada). O espectro de viruléncia,
apresentado pelos isolados amostrados, caracterizou esta populagdo
com um grau elevado de variabilidade e com a presenca de isolados de
poaceas invasoras com caracteristicas de viruléncia similares aos
isolados de trigo. Para verificar a relacdo entre propagulos de P.
oryzae dispersos pelo ar e as variaveis meteoroldgicas e a ocorréncia
de brusone em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, foi monitorado a
presenca ou auséncia de conidios de P. oryzae entre 2 de fevereiro de
2013 e 7 de junho de 2014, com o auxilio de armadilha coletora de
esporos e laminas de vidro untadas com vaselina. Foi verificada a
presenca de um fluxo de conidios de P. oryzae em Passo Fundo. Os
preditores climaticos mais fortes foram umidade relativa do ar média,

temperatura média diaria, precipitagio menor que 5 mm dia” e

" Eng. Agr., doutorando do Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro)
da FAMV/UPF, Area de Concentracdo em Fitopatologia.
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numeros de horas em que a temperatura estava entre 15 e 35 °C e
umidade relativa do ar > 93%. A influéncia do aumento de doses de
nitrogénio aplicadas na base sobre a severidade da brusone em espigas
de trigo foi avaliada com experimentos desenvolvidos com dois
genotipos de trigo. A aplicagdo de doses crescentes de N na base, até
200 kg ha, sob a forma de ureia aumentou a severidade da brusone
nas espigas. Cultivares de trigo com graus diferentes de resisténcia a
brusone, nao diferiram quanto a reagdo a doenga quando submetidas a

aplicacdo de doses crescentes de N na base.

Palavras-chave: resisténcia genética, variabilidade, esporo,

severidade da doenga.

Pyricularia oryzae: VIRULENCE OF ISOLATES, CONIDIA
DENSITY IN THE AIR AND NITROGEN EFFECTS ON
WHEAT SUSCEPTIBILITY

ABSTRACT - The wheat blast, caused by the fungus Pyricularia
oryzae, is a limiting disease for the wheat crop in Brazil. To check the
pathotype variability in a population of isolates of P. oryzae from
wheat and other Poaceae specie, we developed a weekly inoculation
schedule on a series of differential varieties. The isolates were
characterized in relation to the response on seedlings and on adult
plants (detached head). The virulence spectrum indicated a population
with a high degree of variation and the occurrence of the isolates from
invasive from invasive grasses similar virulence to wheat isolates. To

determine the relationship of P. oryzae airborne propagules and
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weather variables and the occurrence of blast in Passo Fundo, Rio
Grande do Sul, we monitored the presence or absence of conidia of P.
oryzae between February 2" 2013 and June 7" , 2014, with the help
of a collecting spore trap and glass slides smeared with vaseline. The
presence of conidia flow P. oryzae in Passo Fundo, was detected. The
important predictors of spores release were average relative humidity,
mean daily temperature, less than 5 mm day'l, precipitation numbers
of hours in which the temperature was between 15 and 35 °C and
relative humidity > 93%. The influence of the increase of nitrogen
applied at the base of the plants, on the severity of the blast on wheat
heads, was evaluated on wheat genotypes. The application of
increasing doses of N in the base, up to 200 kg ha™ of urea, increased
the severity of head blast. Wheat cultivars with different degrees of
blast resistance did not differ in their reaction to the disease when

submitted to the application of increasing doses of N in the base.

Key words: genetic resistance, variability, spore, disease severity.



1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) se destaca como o principal
cereal produzido no Brasil devido as questdes sociais e econdmicas
que envolvem esta cultura. Entretanto, seu cultivo apresenta muitas
limitagdes, principalmente, o aparecimento de doengas durante o ciclo
da cultura, ocasionando a reducdo de produtividade e qualidade de
graos (ARRUDA et al., 2005).

A brusone do trigo, causada pelo fungo Pyricularia
oryzae (Cavara), ocorre, com maior frequéncia, no Norte do Parana,
Sul de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul e demais regides do cerrado
brasileiro onde o cereal é cultivado (SANTANA et al, 2013).
Esporadicamente, ocorre no Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
dependendo das condi¢des climaticas, podendo seus sintomas serem
visualizados principalmente na cultura do trigo (Triticum aestivum) e
cevada (Hordeum vulgare) (EMBRAPA, 2014).

A necessidade de condigdes ambientais especificas no
estadio de espigamento da planta caracteriza essa doenga como de
ocorréncia esporadica em muitas regides (ALVES & FERNANDES,
2006). As condicdes ambientais requeridas a infec¢do sdo
temperaturas entre 15 a 30 °C e 15 a 40 horas de molhamento
(CARDOSO et al., 2008). Umidade relativa do ar >90% e temperatura
em torno de 28 °C favorecem a producdo de conidios (ALVES &
FERNANDES, 2006).

Os conidios caracterizam-se como secos e leves e podem
ser removidos das lesdes esporulativas pelo vento, sendo

transportados a longas distancias. A liberagdo e o transporte ocorrem
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durante a noite, atingem o maximo entre meia-noite ¢ 6 h, com
umidade relativa do ar alta (100%) e temperaturas em torno de 22 °C
(WEBSTER & GUNELL, 1992; ESPINOZA & SHOHARA, 2003).

Os danos estao relacionados com a regido de cultivo, com
as condi¢des climaticas e o gendtipo utilizado, podendo chegar até
51% (GOULART & PAIVA, 2000; GOULART et al., 2007).

No Brasil, durante ano, ¢ possivel encontrar o patdgeno
sobrevivendo em hospedeiros alternativos pertencentes a familia
Poaceae. O género Pyricularia apresenta ampla gama de hospedeiros,
podendo ser encontrado em mais de oitenta hospedeiros de diferentes
espécies botanicas (PURCHIO & MUCHOVEJ, 1994).

O grande numero de hospedeiros no qual o patdogeno pode
ser encontrado pode ser indicativo da alta variabilidade desse fungo.
Embora existam poucas informag¢des sobre a existéncia de racas
patogénicas de P. oryzae do trigo, ha evidéncias que a variabilidade
genética do patdgeno seja importante para a viruléncia do fungo (CRUZ,
2010). Além disso, ndo se tem conhecimento sobre a importancia e/ou
influencia dos isolados oriundos de espécies invasoras para a
composicdo da variabilidade.

O espectro de viruléncia de isolados de P. oryzae do trigo
indicou  diferentes padrdes em duas populacdes divididas
geograficamente (URASHIMA et al., 2004). Maciel et al. (2014),
estudando a estrutura genética e a especializagao fisiologica de
populacdes de P. oryzae do trigo, com ferramentas moleculares e uma
série diferenciadora de ragas, descreveram que populacdes geograficas

do fungo ndo sdo subdivididas, apresentando um elevado fluxo génico a
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longa distancia, e a presenca de grupos de viruléncia formando a
estrutura populacional de P. oryzae na regido Centro-Sul do Brasil.

Outro fator ndo estudado em relagdo a brusone do trigo € o
efeito de adubagdes nitrogenadas no aumento da intensidade da doenga.
Em arroz (Oryza sativa), a quantidade, o modo de aplicagdo, a forma
disponivel e a época de aplicacdo de N podem ser responsaveis pelo
aumento da intensidade da brusone (PRABHU & FILIPPI, 2006).
Silva-Lobo et al. (2012) ao avaliarem a influencia de diferentes niveis de
adubagdo nitrogenada na severidade da brusone do arroz e no teor de
clorofila, encontraram correlagdo positiva, tanto para severidade da
doenga, como para o teor de clorofila nas folhas bandeiras.

O presente estudo foi realizado com os objetivos de: a)
identificar a espécie ou género da familia Poaceae com maior
influéncia potencial como fonte de indculo para brusone do trigo e na
variabilidade do agente causal; b) comparar isolados de P. oryzae do
trigo e poaceas invasoras de acordo com as respostas que esses
isolados promovem em gendtipos com reagdes diferenciais a brusone
do trigo em termos qualitativos e quantitativos nos estadios de
plantula e planta adulta, respectivamente; c) verificar a ocorréncia de
grupos raciais formando a estrutura populacional de P. oryzae no
Brasil; d) verificar a distribui¢do populacional de P. oryzae do trigo e
a intensidade da doenga em Passo Fundo, Rio Grande do Sul; e e)
verificar a influéncia da adubacdo com nitrogénio na severidade da

brusone do trigo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Triticultura

No mundo, o trigo ¢ o segundo cereal mais produzido,
representa cerca de 30% da produ¢do mundial de graos. Destacam-se
como principais produtores, a China, Unido Européia, Estados Unidos,
india, Russia, Canada e Argentina (BRASIL, 2014).

As primeiras sementes desse cereal foram trazidas para o
Brasil em 1534, por Martim Afonso de Souza, através da Capitania de
Sao Vicente. No primeiro momento, uma das dificuldades de
adaptacdo da cultura foi em relagdo ao clima, que apresentava
temperaturas elevadas. A partir do século XVIII, a cultura comegou a
ser explorada economicamente no Rio Grande do Sul, entretanto no
comegou do século XIX, uma epidemia de ferrugem impossibilitou o
cultivo deste cereal, que s6 foi retomado nos anos 20 do século
passado (ABITRIGO, 2014).

Nesse periodo, varias estratégias para desevolver o trigo
no Brasil foram arquitetadas, dentre estas, importagdes de sementes
ndo adaptadas, criacdo de estagdes experimentais para o trigo, € com
isso, o éxito alcancado com o langamento do trigo Frontana na década
de 1940. Entretanto, as fraudes do trigo-papel e um acordo de compra
do trigo americano levaram a triticultura brasileria a ficar em segundo
plano (BACALTCHUK et al., 2008).

No Brasil, o trigo ¢ explorado economicamente nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, tendo sua producdo destina ao

processo industrial (94,5 %), alimentagdo animal (3,0 %) e reserva de
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sementes (2,5 %) (DE MORI & IGNACZAK, 2011). Neste contexto,
a produgdo de trigo ¢ inferior a demanda, impossibilitanto a
exportagdo de graos e a autossuficiéncia da cultura (BRASIL, 2014).
Este descompasso, entre a produgdo e o consumo de trigo no Brasil, ¢
causado principalmente por algumas limitacdes resultantes da
interacdo de agentes bidticos, com agentes abidticos, como excesso de
precipitagdo hidrica em determinados estadios de desenvolvimento da
cultura. No estado do Parana, maior produtor de trigo brasileiro, na
safra 2012/2013 a produtividade média foi em torno de 2.730 kg ha™',
ou seja, 21,5 % menor, comparando-a a safra anterior, isso causado
por geadas e o excesso de chuvas em junho, que favoreceu o

desenvolvimento de doencas causadas por fungos, especialmente a

brusone (CONAB, 2014).

2.2 Etiologia

A brusone do trigo tem como caracteristica, causar
reducdo econdmica, devido ao seu ataque, levando o declinio da
cultura pela redu¢do no rendimento, na qualidade dos graos e no peso
de graos por espiga (GOULART & PAIVA, 2000; GOULART et al.,
2007).

O agente causal desta doenca encontra-se na natureza na
forma anamorfica (Pyricularia oryzae) e a forma teleomorfica
(Magnaporthe oryzae) relatada somente em laboratorio (OU, 1985;
NOTTEGHEM & SILUE, 1992). No entanto, em arrozais na india, a
ocorréncia da fase sexuada na natureza foi relata por Kumar et al.

(1999).
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Em sua forma sexuada pertence a classe Ascomicetes, € na
forma assexuada a classe Deuteromicetes. Primeiramente o
fitopatogeno foi descrito como P. grisea Sacc., isolado de Digitaria
sanguinalis (L.) Scop. Entretanto, Cavara observou uma espécie muito
semelhante isolada de arroz, descrevendo como P. oryzae. Hamer et
al. (1989) demostraram que isolados de Pyricularia t€ém sequéncias
genéticas repetitivas, que variam de acordo com o hospedeiro. Pelas
diferencas filogenéticas entre os isolados foi possivel diferencia-los
em espécies. Neste sentido, isolados oriundos de arroz, trigo e de
outras poaceas foram denominados de P. oryzae, isolados associados a
hospedeiros do género Digitaria foram classificados como P. grisea
(COUCH & KOHN, 2002).

O fungo, em sua forma assexual, apresenta frutificagdo de
coloragdo cinza clara, com conidioforos simples ou em grupos, sem
ramificacdes, de formas retas ou sinuosas, geniculados no &pice e
podendo variar sua coloragdo de parda a clara. Os conidios solitarios,
terminais ou laterais, hialinos, lisos, septados e com presenca de hilo
sdao aderidos aos conidioforos por uma pequena célula, que com o
amadurecimento dos conidios, se divide em duas produzindo um
denticulo na base do conidio ¢ na lateral do conidioforo (PURCHIO &
MUCHOVEJ, 1994).

Na forma sexual ocorre a formacao de ascomas do tipo
peritécio, ostiolados, sem estroma, rostrados e perifises esparsas e
delgadas. Dentro dos peritécios ocorre a formagdo de ascos,
unitunicados, com anel refrativo e ndo amildide. Cada asca da origem

a oito ascosporos, com trés septos, fusiformes, curvados e hialinos
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(PURCHIO & MUCHOVEJ, 1994; MASSOLA Jr. & KRUGNER,

2011).
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Figura 1- Condiéforos e conidios de Pyricularia oryzae (Fonte:
Adaptado de BARNETT & HUNTER, 1972) (A).
Peritécio, ascas e ascosporos de Magnaporthe oryzae
(Fonte: Adaptado de PURCHIO & MUCHOVEJ, 1994)

(B).

2.3 Ocorréncia

A brusone do trigo ocorre com mais frequéncia no Brasil,
Paraguai e Bolivia, entretanto, no norte da Argentina esta doenga ja
foi relatada (CABRERA & GUTIERREZ, 2007). Em 2011, nos
Estados Unidos, foram encontrados espigas de trigo infectadas por P.
oryzae. Posteriormente foi verificado que ndo se tratava de P. oryzae
do trigo e, sim, um patotipo de P. oryzae do azevém. Esse relato

indica a presenca de patotipos nativos com capacidade de infectar
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espigas de trigo nos Estados Unidos (BOCKUS et al., 2013). Porém,
ndo existem relatos de P. oryzae do trigo fora do Continente Sul

Americano (REIS et al., 2013 MACIEL et al., 2014).

2.4 Ciclo da doenca

O ciclo da brusone inicia com a dissemina¢do dos conidios
produzidos nas lesdes de hospedeiros secundarios, e/ou em restos
culturais, que posteriormente sao depositados na superficie das plantas
de trigo (Figura 2).

a) Fonte de indculo: O patogeno pode ser encontrado sobrevivendo
principalmente em sementes, restos culturais e hospedeiros
secundarios. Na semente, o fungo pode ser encontrado na forma de
micélio dormente no interior da semente ou na superficie, entretanto,
diferente de outros patossistemas, a semente nao se constitui na
principal fonte de inoculo, devido a grande gama de hospedeiros onde
P. oryzae pode ser encontrada. O patdégeno pode permanecer viavel
em sementes por até¢ 22 meses (REIS et al., 1995), neste caso o
patogeno permanece viavel durante o armazenamento da semente que
geralmente ¢ de 6-7 meses. A semente infectada servira de fonte de
inoculo primaria para a proxima safra. A presenga do patdégeno em
sementes pode corresponder a uma eficiéncia de transmissao de 32 a
64% (TOLEDO, 2004). Nos restos culturais do arroz, P. oryzae pode
ser encontrado na forma de micélio dormente ou conidios, localizados
em residuos de plantas no interior dos seus tecidos (OU, 1985). Os
hospedeiros secundarios constituem a principal fonte de indculo para

P. oryzae. A entressafra ¢ o intervalo de tempo em que o hospedeiro



12

esta ausente, neste momento o patégeno faz uso dos hospedeiros
secundarios, nos quais serdo produzidos propagulos que irdo

contaminar a nova plantacao (REIS et al., 2013).

Sintomas
Infecgao espiga

T
- Hospedeiros secundarios
- plantula de Braquiaria plantaginea
Infecgéo
/ Ciclos
secundarios

Infecgéo
sementes

- folhas —

Inéculo primario
N -restos culturals
Sintomas
Colheita

Dlssemmaqéc Sobrevnvencna saprofmca

B vento 18 meses
Infecgao

Armazenagem
Dlssemlnacéo

vento

Sobrevivenma sementes
6-7 meses

Indculo - esporos secos
Sobrevivéncia, inoculo primario

- sementes
Transmissdo

- plantulas de trigo com 3 a 4 folhas

Figura 2- Ciclo da brusone do trigo causada por Pyricularia oryzae.

b) Esporulagdo e disseminacdo: Em condi¢des ambientais
favoraveis, os conidios sdo produzidos em qualquer tecido vegetal
infectado, podendo ser tanto em trigo, como em hospedeiros
secundarios. O vento € responsavel pela disseminagao e transporte do
fungo a longas distancias, isso facilitado pelas dimensdes reduzidas
(34,5 a 36,1 um x 9,8 a 10,3 um) dos esporos e pela caracteristica de
serem secos, tendo sido encontrados clones de P. oryzae até 1.000 m

de distancia de lavouras originalmente infectadas (URASHIMA, et al.,
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2007). A agua ¢ outro agente de transporte importante para oS
conidios de P. oryzae a curtas distdncias. Geralmente, esse tipo de
transporte ¢ responsavel por disseminar os conidios entre plantas
vizinhas por gotas de orvalho e/ou de chuva (HAMER et al., 1988;
BOURETT & HOWARD, 1990; TALBOT, 2003). Durante a noite,
com temperatura proxima aos 22 °C e umidade relativa do ar de 100%
ocorre a liberagdo e o transporte de conidios (ESPINOZA &
SHOHARA, 2003). Outro estudo relatou que o transporte e liberagao
dos conidios ocorrem com temperaturas entre 15 a 35 °C, entre as 18h
e as 2h (TOLEDO, 2004). Com a deposi¢do do indculo junto ao
hospedeiro, ocorre a inoculagao.

c) Deposicdo, inoculacdo, germinagdo, penetragdo e colonizacéo:
Ao entrar em contato com o hospedeiro através da deposicdo ou
impacto, o conidio necessita de dgua livre para germinar. Nesse caso,
além da agua servir como catalizador para que os processos de
germinagdo e infeccdo ocorram, também serve como estimulo para
que o conidio libere uma mucilagem presente no espago periplasmico,
armazenada no apice do conidio, que vai ter fungdo de auxiliar na
aderéncia do conidio na superficie do hospedeiro (LEITE et al., 2001;
PRABHU & FILIPPI, 2006; EBBOLE, 2007). Posteriormente comeca
a ocorrer as primeiras transformagdes no conidio, tendo inicio o
processo de germinacao pela emissdo do tubo germinativo, na célula
basal ou apical do conidio. Todo esse processo ¢ sustentado pela
degradagdo de carboidratos, servindo como fonte de energia para a
diferenciagdo do tubo germinativo em célula gancho e depois em
apressorio (LENGELER et al., 2000; PRABHU & FILIPPI, 2006;
RIBOT et al, 2008). O aumento de volume no apice do tubo
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germinativo caracteriza a célula-gancho, e nesta regido ocorre a
formagdo do apressorio 2 a 4 horas apds a disseminagdo do conidio
(HOWARD & VALENT, 1996). Nesse momento comega a ocorrer a
biossintese de melanina, que age aumentando a espessura da parede
externa do apressorio de 100 nm para 120 nm. Na base do apressorio
esta localizado o poro apressorial, por onde ocorre a passagem de um
tubo de penetragdo que vai penetrar na cuticula do hospedeiro
(HOWARD & VALENT 1996). A camada de cuticula ¢ rompida, com
o0 apressorio exercendo uma pressao de turgor de aproximadamente 80
atm (HOWARD et al., 1991). O tubo de penetracdo, apds entrar na
célula do hospedeiro diferencia-se em uma hifa especializada a qual
origina um grampo de conexdo. Nessa fase, todo o contetido do nucleo
e do citoplasma do apressorio ¢ transferido para a hifa primaria
(HOWARD & FERRARI 1989; HOWARD & VALENT 1996;
EBBOLE, 2007). No interior do hospedeiro, a colonizagdo ocorre
através de plasmodesmas, havendo a passagem célula-célula pelas
hifas infectivas (KANKANALA et al., 2007). Apos cinco dias da
penetracdo, a produgdo de toxinas pelo patogeno ¢ intensa, no
hospedeiro comeca ocorrer a destruicao dos tecidos e a exteriorizagao
dos sintomas (RIBOT et al., 2008).

d) Producdo de indculo: a esporulagdo tem como catalizador a
temperatura, podendo o periodo latente variar de 13 a 18 dias nas
temperaturas de 9 -11 °C, e 4 a 6 dias nas temperaturas de 26 — 28 °C
(TENG et al., 1991). Os esporos produzidos durante o ciclo da cultura
servirdo para aumentar a doenca na lavoura, caracterizando a doenga
como policiclica (PAGANI, 2011) e as novas lesdes podem produzir

até 20.000 conidios (BARKSDALE & ASAI 1961).
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e) Sintomatologia: devido a sua viruléncia, P. oryzae, pode levar a
planta a exteriorizar sintomas em toda a parte aérea, entretanto os
sintomas mais comuns desta doenca sdo observados em espigas,
podendo ainda serem encontrados em folhas, colmos, bainhas, nos,
pedunculo, glumas, aristas e sementes (IGARASHI, 1988).

Os sintomas podem variar em tamanho, forma e coloragao
dependendo do estadio de desenvolvimento da planta e do grau de
resisténcia do genotipo. Nas folhas, ocorre a formacdo de lesdes de
formato eliptico, podendo, em alguns casos, serem estriadas entre as
nervuras do limbo foliar. No inicio, o centro das lesdes apresentam
coloracdo castanho claro variando a castanho escuro, com margen de
coloracdo castanha-avermelhada ou marrom-claro. Em genotipos de
trigo suscetiveis as lesdes podem aumentar de tamanho, ocorrendo a
frutificagdo do patdgeno, tornando as lesdes com aspecto acizentado
(PICININI & FERNANDES, 1995; TOLEDO & ESCOBAR, 2002;
TOLEDO, 2004, LIMA, 2004).

Os sintomas no colmo, bainha e glumas apresentam-se
semelhantes com lesdes elipticas a ovaladas, com centro claro e
bordas de coloracdo castanha, medindo 2 a 22 mm de comprimento
por 1 a 3 mm de largura. No no, as lesdes apresentam uma coloracio
escura, com formato circular, podendo causar o estrangulamento do
colmo (TOLEDO & ESCOBAR, 2002; IGARASHI & BALAN, 2004;
ALVES, 2005; LAU et al., 2011).

Nas espigas pode ocorrer o branqueamento total ou parcial
da mesma em consequéncia da lesdo formada no raquis da espiga A
lesdo no raquis, apresenta coloragdo escura-brilhante, ficando restrita

as proximidades do ponto de infeccdo. O branqueamento da parte
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superior da espiga ocorre pela interrup¢ao da translocagao de agua e
nutrientes, causada pela infec¢do do patdgeno no raquis, impedindo o
pleno enchimento de graos, causando o sintoma de grdos chochos
(LAU et al., 2011; LIMA, 2004; TOLEDO, 2004). Os danos sao
dependentes do momento que ocorre a infeccdo, sendo menores em
infecgdes tardias, ou seja, no estadio de maturacdo (IGARASHI &
BALAN, 2004).

As plantulas podem apresentar necrose em coleoptilos,
estrangulamento, amarelecimento e, 15 a 21 dias apds a semeadura,

morte de plantulas (TOLEDO, 2004).

2.5 Hospedeiros

O género Pyricularia apresenta ampla gama de
hospedeiros, podendo ser encontrado em mais de oitenta hospedeiros,
de diferentes espécies botanicas. Entre esses hospedeiros estdo
incluidas espécies das familias Poaceae, Cyperaceae, Zingiberaceae,
Cannaceae, Commolinaceae, Musaceae, Solanaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Polygonaceae, Lauraceae, Juncaceae e Sterculiaceae
(PURCHIO & MUCHOVE]J, 1994).

O papel de isolados de P. oryzae oriundos de poaceas, na
variabilidade de isolados de arroz, ¢ governado pela capacidade de
coexistir migracdo ou difusdo de genes entre estas populacdes, sendo
este processo denominado de fluxo génico. Em arroz esse mecanismo
ndo ¢ conhecido, sendo que os resultados apresentados, quanto ao
papel das poaceas na perpetuacao de P. oryzae do arroz, indicam que a

maioria dos isolados presentes nas plantas daninhas nio infectam o
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arroz (PRABHU & FILIPPI, 2006). Kato & Yamaguchi (1980), no
Japao, demonstraram que nenhum isolado de podceas, encontrado no
entorno de lavouras de arroz, foi patogénico a esse cereal.

Neste sentido, a estrutura populacional de isolados de P.
oryzae do arroz, pode explicar esta baixa troca de alelos, por serem
constituidos na grande maioria de fémea estéril e somente podem
trocar genes através de cruzamentos com isolados hermofroditas
provenientes de outros hospedeiros (TRINDADE et al., 2006).

Invasoras, como Setaria geniculata (Lam.) Beauv. ¢
Urochloa plantaginea (Link.) Webster., sdo hospedeiras de P. oryzae
que podem estar influenciando a alta variabilidade deste fungo
(URASHIMA & KATO, 1998).

O grande numero de hospedeiros onde o fungo pode ser
encontrado, pode ser um indicativo do alto grau de variabilidade do

patdgeno.

2.6 Origem da brusone do trigo

No Brasil, a brusone do trigo foi constatada em 1985, no
Parand (IGARASHI et al., 1986). Este o primeiro relato causando
danos significativos em trigo em infec¢do natural. Em sequéncia, foi
descrita nos estados do Mato Grosso Sul (GOULART et al., 1989),
Rio Grande do Sul (PICININI & FERNANDES, 1990) e Goias
(PRABHU et al., 1992).

O género Pyricularia também ocasiona danos em arroz e
nessa cultura em especial, j& foram documentados os mecanismos de

variabilidade que geram ragas diferentes oriundas de uma mesma
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lesao (OU & AYAD, 1968), e que conferem uma maior adaptacdo a
hospedeiros distintos (CRUZ et al., 2010).

Apos Pyricularia ser descrita em trigo, causando danos
significativos, varias hipdteses foram levantadas sobre o hospedeiro
responsavel pela origem da mesma, a mais concreta, indicava o arroz
como possivel hospedeiro da brusone do trigo (MEHTA et al., 1992),
entretanto, estudos moleculares e de patogenicidade, indicaram a
presenca de diferencas filogenéticas e de grupos de variabilidade entre
isolados de arroz e trigo (COUCH & KOHN et al., 2002, MACIEL et
al., 2014). Nesse contexto, surgiram novas hipdteses levando em
consideragdo a especiagdo das populacdes do fungo, ou seja, o
processo evolutivo no qual se formam as espécies de seres vivos.
Entre os processos de especiagdo pode-se destacar a alopatrica, e a
simpatrica.

A especiagdo alopatrica ¢ descrita como a mais comum,
caracteriza-se por ocorrer devido a formacdo de uma barreira
geografica ou fisica entre uma populagdo, subdividindo-a em duas
subpopulagdes, interrompendo o fluxo génico. As mudancas que
ocorrem nas subpopulacdes devido a mutagdes, recombinacdes e
selecdo podem se acumular diferentemente levando ao isolamento
reprodutivo e a especiagdo (BROWN & LOMOLINO, 2006). A
especiagdo simpatrica, ocorre quando dois grupos de individuos de
uma mesma populagdo divergem dentro da mesma area geografica,
formando duas populagdes de espécies diferentes (HUBER et al.,
2007).

Evidéncias demonstram que populagdes simpatricas de P.

oryzae adaptadas ao arroz e trigo apresentam baixissima migragao
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histérica entre os isolados obtidos das duas culturas, sugerindo que a
populacdo que infecta o trigo tem origem de uma populagdo
desconhecida infestante de outras podaceas, distinta do arroz
(CERESINI et al., 2011). Assim, foi descrita uma nova hipotese da
origem da brusone do trigo, € que parece ser a mais plausivel. Através
de propagacdo clonal de uma linhagem epidémica de P. oryzae de
populagdes de outras gramineas hospedeiras, associada a um efeito
“gargalo de garrafa” na populacao original de P. oryzae, sendo este
processo influenciado pela intensificacdo e a propagagdo do trigo no
sul do Brasil, permitiu a propaga¢do e dispersdo destes clones
adaptados ao trigo (CERESINI et al., 2011; MACIEL et al., 2014).
Neste sentido, P. oryzae do trigo apresenta um sistema
reprodutivo misto, no qual a reproducdo sexual ¢ seguida pela
dispersdo de clones (MACIEL et al., 2014), e que poaceas,
influenciam no desenvolvimento da brusone nas lavouras de trigo do

Brasil.

2.7 Mecanismos de variabilidade de Pyricularia oryzae

Em arroz destacam-se como mecanismos que podem estar
associados com a variabilidade genética de P. oryzae: a recombinacdo
sexual, a parassexual e a ocorréncia de mutagoes.

A recombinagdo sexual contribui com a diversidade
genética através da meiose onde ocorre uma divisdo reducional com a
formacdo de um talo haploide, havendo a fusdo de ntcleos, surgem
combinagdes de material genético e a consequente apresentacdo de

gendtipos e fenotipos diversos (GALBIERI & URASHIMA, 2008).
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Assim, em organismos que apresentam somente o ciclo assexual, os
esporos sdo produzidos por mitose (clones) e, portanto, com
baixissima variabilidade genética (MASSOLA Jr & KRUGNER,
2011).

Os esporos sexuais sdo as estruturas reprodutivas que
resultam de um processo de plasmogamia, seguido de cariogamia e de
meiose. Os ascomicetos t€ém como caracteristica a produgdo de um
corpo de frutificacao do tipo ascoma, chamado de peritécio, contendo
em seu interior as ascas, has quais estdo 0s esporos sexuais, OS
ascosporos (ALEXOPOULOS et al., 1996).

O fungo P. oryzae ¢ heterotélico (heteros= dissemelhante),
com um sistema de acasalamento controlado por dois alelos
diferentes, MATI1-1 ¢ MATI-2 em um unico ldcus, com genes
adicionais controlando a sua fertilidade (ciclo sexual) (KANG et al.,
1994; TEBEEST et al., 2007, MACIEL, 2011; MACIEL et al., 2014).
A recombinagdo sexual sé vai ocorrer entre isolados parentais, e se
estes individuos forem férteis e compativeis (PRABHU & FILIPPI,
2006). Algumas hipoteses sugerem a existéncia de um desequilibrio
na natureza entre as porcentagens de MAT1-1 em relagdo a MATI-2,
inexistindo assim tipos compativeis na maioria das regides produtoras
de arroz e trigo, dificultando a ocorréncia da reproducdo sexuada,
predominando  assim  populacdes  clonais do  patdgeno
(MEKWATANAKARN et al., 1999).

Em trigo, trabalhos com isolados monospoéricos do Parana,
mostraram predominio de MATI-1, e isolados do Mato Grosso do
Sul, os dois alelos, 1 ¢ 2 (BRUNO & URASHIMA, 2001). Este fato

também foi descrito para a brusone do arroz, onde prevaleceu a
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ocorréncia do tipo compativel MAT1-1 (KATO & YAMAGUCHLI,
1982; YAEGASHI & YAMADA, 1986; NOTTEGHEM & SILUE,
1992). Além disso, populagdes de P. oryzae infectantes de Eleusine
coracana, originadas do leste da Africa revelaram um continuo padrio
de variacdo genética, nao apresentando linhagens clonais, com a
presenca de uma vasta gama de haplotipos. Neste mesmo trabalho, a
distribuicdo dos tipos de acasalamento MATI-1 e MATI-2
apresentaram distribuicdo que variou de 47,0 a 53,0 %, com
fertilidade variando de 84,0 a 89,0 % e a predominancia de 64,0 % dos
isolados hermafroditas, sugerindo assim alto risco de ocorréncia da
reproducgao sexual (TAKAN et al., 2012).

Assim, uma das hipdteses € que na natureza as populacdes
do fungo estdo em desequilibrio entre MATI-1 e MATI-2,
comprometendo a existéncia da forma sexual. Em populagdes do
patogeno em campo de trigo, de quatro analisadas, trés apresentaram
em algum dos isolados monospdricos obtidos, uma caracteristica
sexual, bem como o predominio de MAT1-1 (MACIEL et al., 2014).

Na Tailandia e na India, proximo ao centro de origem do
arroz, isolados de P. oryzae sexualmente férteis, foram encontrados na
natureza (KUMAR et al., 1999; MEKWATANAKARN et al.,1999).
O primeiro relato brasileiro de isolados compativeis foi com a coleta
de U. plantaginea e S. geniculata, infestantes de campos de trigo
comercial do Mato Grosso do Sul. Os isolados de ambas as invasoras
foram cruzados com isolados de trigo, em laboratorio, havendo a
formacdo de peritécios. Isto mostrou que a ocorréncia sexual na
natureza depende de condigdes ambientais especificas, e possui efeito

direto na variabilidade do patégeno (BRUNO & URASHIMA, 2001).
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O ciclo sexual ocorre, muitas vezes, apds sucessivos ciclos assexuais,
quando as condigdes ambientais tornam-se desfavordveis para o
patdégeno, no qual deverd sobreviver as custas dos seus ascomas e
ascosporos (MASSOLA Jr & KRUGNER, 2011).

A recombinacdo parassexual, juntamente com mutagdes ¢
apontada como a principal causa da variabilidade na patogenicidade
de P. oryzae em arroz (NOGUCHI, 2011). O ciclo parassexual, foi
descrito primeiramente em Aspergillus nidulans (PONTECORVO,
1956), neste ciclo, o ponto inicial ¢ a anastomose de hifas, seguida de
uma heterocariose. Este ciclo ¢ caracterizado pela auséncia de estagio
sexual, ou seja, todo o processo de recombinagdo genética ocorre em
micélio vegetativo (PONTECORVO, 1956; PRABHU & FILIPPI,
2006). A heterocariose pode ocorrer através de uma mutagdo em clone
e/ou pela anastomose de hifas entre células vegetativas distintas
(AZEVEDO, 2008). Ocorrendo a compatibilidade dos ntucleos, os
mesmos sofrem fusdo, e cariogamia, assim os nucleos diploides
podem aumentar em numero através de mitoses (ZEIGLER, 1998).
Durante mitose, alguns dos nucleos diploides podem sofrer
recombinacdo por crossing-over gerando variabilidade. Outros
nlcleos diploides, agora esporos, germinam e produzem micélio
homocariotico diploide que torna-se haploide e difere em constitui¢ao
genética do micélio heterocaridtico original, porque sofreu
recombinacao mitdtica (MENEZES & OLIVEIRA, 1993; AZEVEDO,
2008). Mesmo que em relacdo a P. oryzae do trigo ndo se tenha
informacdes da ocorréncia de recombinacdo parassexual em P. oryzae
do arroz, alguns autores citam o surgimento de haplotipos com

padrdoes moleculares distintos em cultivos de isolados em placas e
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deteccdo na natureza de isolados oriundos de recombinacao
parassexual (XIA et al., 1993; ZEIGLER et al., 1997).

Este ciclo ¢ muito importante para a evolu¢do dos
fitopatdgenos que sé apresentam reproducdo assexual, pois permite
que o organismo combine vantagens especificas de nivel somatico.
Nucleos diploides podem acumular mutagdes recessivas que podem
ser recombinadas e testadas em nucleos haploides. Deste modo, o
organismo vegetativo pode ser submetido a adaptagdo genética
(SCHOUSTRA et al., 2007).

As mutacgoes sao definidas como modificagdes no material
genético de um microrganismo, que podem ser transmitidas aos seus
descendentes. O patogeno P. oryzae do arroz, possui um comprimento
de cromossomo varidvel, e em numero de seis (PRABHU & FILIPPI,
2006). Ha a presenca de microssomos (polimoérficos e ndo estaveis),
os quais sao perdidos, durante a mitose, estes sao classificados como
cromossomos do tipo B, sem func¢do definida e que ndo sdo
encontrados em todos os isolados (ROW et al., 1985).

A caracterizagdo de genes funcionais, selecionados
aleatoriamente, demonstra que os mesmos desempenham diversos
papeis, alguns dos quais afetam a viruléncia, a conidiogénese e o
crescimento vegetativo (XUE et al., 2012).

A partir da clonagem do gene AVR-Pita e os locos
correspondentes nos mutantes AVR foram descritos mutacdes
pontuais, dele¢des de genes de aviruléncia e inser¢des de elementos de
transposi¢do, estes foram apontados como causas das mutagdes em P.
oryzae do arroz (ORBACH et al., 2000). Estas variacdes tiveram a

funcdo de desativar o gene de aviruléncia, evitando o reconhecimento
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pelo gene de resisténcia Pi-ta da planta arroz (PRABHU & FILIPPI et
al., 2006). Variagdes estas, que originam novas mutacdes podem
também ser causadas por erros na duplicagdo cromossdmica
(KISTLER & MIAO, 1992).

Com o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento,
alguns elementos moveis foram identificados presentes no genoma de
isolados de P. oryzae do arroz, tais segmentos de DNA, foram
encontrados de um ponto ao outro do mesmo cromossomo. Além
disso, alguns transposons contém elementos promotores que podem
ativar genes adjacentes previamente inativos ou alterar seu padrao de
expressao (REGNER & LORETO, 2003).

O fungo P. oryzae apresenta alta instabilidade gendmica, e
a presenca de transposons em seu genoma ¢ apontada como uma das
causas dessas variacdes. Seu genoma e composto por 9,7 % de DNA
repetitivo, em grande parte derivado de elementos transponiveis
(CHADHA & SHARMA, 2014). A perda da funcdo do gene Avr em
P. oryzae do arroz, teve como causa uma muta¢do espontanea gerada
pela inser¢do de um transposon da familia Pot-3 (KANG et al., 2001).

Devido a dificuldade de observacdo na natureza da
reproducdo sexual, ¢ possivel que as translocagdes de sequéncias
repetitivas de DNA possam ser a principal fonte de variacdo do
genoma, € com isso beneficiar o patdgeno com uma rapida adaptacao

a diferentes condi¢cdes ambientais (XUE et al., 2012).
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2.8 Especializacao fisiologica de Pyricularia oryzae

Em arroz ¢ comum a descri¢ao de grupos raciais formando
a estrutura populacional de P. oryzae em determinadas regides
(FILIPPI & PRABHU, 2001; URASHIMA, 2002). Um indicativo da
variabilidade de P. oryzae ¢ a instabilidade de resisténcia das
cultivares novas de arroz que sdo lancadas, sua vida util tem sido, em
média de dois anos, pois surgem novas ragas do patdégeno, capazes de
superar sua resisténcia (SANTOS et al., 2005; SANTOS et al., 2012).
Esta instabilidade pode ser explicada pela exposicao inadequada do
material a populacdes do patégeno durante os programas
melhoramento. Os testes de selecdo de material melhorado deve levar
em consideracdo a alta variabilidade do patéogeno, que possui ragas
fisiologicas com caracteristicas de viruléncia distintas (ZEIGLER et
al., 1995; VALENT, 1990; FILIPPI et al.,1999).

O estudo de diferentes ragas em populagdes de P. oryzae
do arroz foi inicialmente estabelecido com os trabalhos de Sasaki, em
1922, citado por Ou (1985), quando diferenciaram duas cepas ou
isolados do fungo através de reacdes diferenciais. Em 1967, Atkins e
colaboradores, utilizaram oito cultivares de arroz, em uma série
diferenciadora para identificagdo de racas, através da reagdo
diferencial dessas &8 cultivares, foram identificadas 256 ragas
fisiologicas de P. oryzae com letras seguidas de ntmeros, sendo
desenvolvida uma chave de identificagdo descrita por Ling & Ou
(1969). Apos esses trabalhos, pioneiros, que estudaram a estrutura
populacional de P. oryzae, no Japao, Yamada (1979) propos o uso de

um conjunto de 9 cultivares de arroz para identificagdo de ragas.
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Urashima et al. (1993) utilizaram 20 cultivares de arroz, incluindo as
nove cultivares descritas por Yamada, no Japdo, para verificar a
patogenicidade de isolados de trigo, sendo que nenhum dos 11
isolados foram virulentos as cultivares de arroz.

A série diferenciadora internacional de ragas do patdgeno
em arroz permitia comparar a composi¢do de ragas em diferentes
paises, entretanto as cultivares que compodem estas diferenciadoras
ndo representavam adequadamente a estrutura de ragas em muitas
regides. Neste contexto, desenvolveram-se em diversos paises, com
programas de melhoramento especificos para resisténcia, séries
diferenciais distintas (OU, 1972).

O estudo da diversidade de P. oryzae em arroz de terras
altas na regido sul do Estado do Tocantins, constatou a presenca de 21
racas fisiologicas, distribuidas em seis grupos de ragas da série
internacional diferenciadora, sendo IA e ID os grupos de maior
prevaléncia, que apresentaram 52,4 e 14,3 % dos isolados,
respectivamente. As quatro racas prevalentes foram [A-1, IA-33, IC-1
e ID-9, sendo a IA-1 considerada muito agressiva (SANTOS et al.,
2012). Em Gana foram coletados 71 isolados de P. oryzae, sendo
identificadas 25 racas, em sete regides produtoras de arroz, sendo que
aracga IB-1 foi encontrada em seis regides (NUTSUGAH et al., 2008).

Além do uso das diferenciadoras para estudar a estrutura
populacional de P. oryzae do arroz, o desenvolvimento de linhas
isogénicas tem se configurado em uma alternativa em paises tropicais.
Mackill & Bonman (1992) desenvolveram cinco linhas isogénicas a
partir da cultivar CO 39, as quais possuem as mesmas caracteristicas

agronomicas, entretanto, diferem somente por um gene dominante de
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resisténcia a brusone. Silva et al. (2007), estudando a viruléncia de
681 isolados de P. oryzae em cultivares diferenciadoras japonesas e
linhas quase isogénicas das cultivares IAC-25 e de CO 39 de arroz,
descreveram que a maioria das subpopulacdes de P. oryzae
provenientes de folhas e panicula, foram avirulentos a linhagem
quase-isogénica CNA-8212.

Caracteristicas de  variabilidade  patogénica  sdo
encontradas, também em culturas monospoéricas, em conidios
formados de uma tUnica lesdo e em extremidades de hifas de uma
unica célula de conidio, demonstrando que variagdes de
patogenicidade ndo sdo encontradas somente em diferentes isolados
(SANTOS et al., 2012). Ou & Ayad (1968), estudando a variabilidade
de P. oryzae do arroz, diferenciaram ragas do fungo originadas de uma
mesma lesdo. Corroborando com isso, Quamaruzzaman & Ou (1970)
descreveram mudangas de ragas patogénicas em um viveiro de
brusone durante o periodo de um més. Percebeu-se, que em vdrias
partes do mundo, avaliacdes de populagdes do patdogeno, tém
identificado caracteristicas de variabilidade extremamente complexas
e dinamicas (CORREA-VICTORIA et al., 1993; ADREIT et al.,
2007).

O conhecimento da estrutura populacional que forma uma
lavoura ou um de uma regido pode auxiliar os programas de
melhoramento que tem como objetivo a resisténcia, além do que,
indicaria quais cultivares poderiam ser usadas nestes locais, devido a
se conhecer a resisténcia das cultivares as respectivas racas
fisioldgicas do patdgeno (CORNELIO et al., 2003; ANJOS et al.,
2009, NUNES et al., 2014).
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O fungo tem sido classificado em numerosos patotipos ou
variantes moleculares (MACIEL et al., 2013). Em relag¢do a P. oryzae
do trigo, existem evidéncias de que a variabilidade deste patdégeno
também possua uma natureza similar aquela apresentada por P. oryzae
do arroz, apresentando um padrao racial (CRUZ et al.,, 2009;
MACIEL et al., 2014).

Diferentes padrdes de viruléncia foram descritos por
Urashima et al. (2004), quando trabalharam com isolados de trigo
oriundos de dois Estados, Maciel et al. (2014) estudando a estrutura
genética de populacdes de P. oryzae do trigo, utilizando 11
marcadores do tipo microssatélites, ¢ 184 isolados oriundos de campos
de trigo da regido Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, descobriram
que populagdes geograficas do fungo ndo s3o subdivididas,
apresentando um elevado fluxo génico a longa distancia, além disso,
utilizando uma série diferenciadora de racas de cultivares comerciais
de trigo, cevada e arroz, para estudar a especializacao fisioldgica de P.
oryzae do trigo, indicaram a presenca de 14 grupos raciais na regiao

Centro-Sul do Brasil.
2.9 Nitrogénio e sua relacdo com a severidade da brusone

O uso de nitrogénio (N) em arroz ¢ limitado, devido a
influéncia que o mesmo tem na severidade da brusone. No Rio Grande
do Sul, a recomendagdo para arroz irrigado para os sistemas de
semeadura em solo seco, indica no momento da semeadura, entre 10 e
20 kg N ha”, levando em consideragido a dose a ser aplicada, a

expectativa de rendimento e do tipo de residuo da cultura anterior, € o
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restante, em cobertura. Para o sistema pré-germinado, ndo ¢
recomendada a adubag¢dao com N na semeadura. Nesse caso ¢ realizada
somente a aplicacdo de N em cobertura, de acordo com o ciclo do
gendtipo (REUNIAO, 2014).

A quantidade, o modo de aplicacdo, a forma disponivel e a
época de aplicacdo de N podem ser responsaveis pelo aumento da
intensidade da brusone no arroz (PRABHU & FILIPPI, 2006).

Na planta, o N tém importantes fung¢des estruturais por ser
constituinte das proteinas e de varios compostos organicos, tendo
importante papel no metabolismo vegetal. E fundamental para o
funcionamento das células, para as reagdes enzimaticas, ¢ para a
produgdo de clorofila, ¢ componente das vitaminas biotina, tiamina,
niacina, riboflavina, além de atuar na produ¢@o e uso de carboidratos.
A deficiéncia de N causa na planta reducao do crescimento, coloragao
amarela nas folhas velhas e niveis baixos de proteinas nas sementes ¢
nas partes vegetativas (AGROLINK, 2014).

Por outro lado, o excesso deste elemento pode aumentar o
processo vegetativo, predispondo a planta ao desenvolvimento de
patogenos foliares, devido a maior quantidade de tecidos tenros e
suculentos (HUBER & THOMPSON, 2005; FREITAS et al., 2010).

Em arroz, a incidéncia de P. oryzae nas sementes e a
intensidade da doenca nas paniculas foram maiores em tratamentos
que receberam N em cobertura (FREITAS et al., 2010). Segundo Faria
et al. (1982), a brusone nas folhas e no pescoco da panicula aumentam
linearmente com o aumento dos niveis de adubag¢do nitrogenada.
Neste contexto, Silva-Lobo et al. (2012) ao avaliarem a influencia de

diferentes niveis de adubacdo nitrogenada na severidade da brusone
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do arroz e no teor de clorofila, encontraram correlagao positiva, tanto
para severidade da doenga, como para o teor de clorofila nas folhas

bandeiras.

2.10 Resisténcia genética

A resisténcia genética de plantas a fitopatogenos pode ser
classificada com base no numero de genes envolvidos. Algumas
caracteristicas podem ser controladas por varios genes, estas sdo
chamadas de poligénicas, outras podem ser controladas por um gene e
sdo denominadas de monogénicas ou oligogénicas.

Na resisténcia governada por um ou poucos genes
(monogénica ou oligogé€nica), a expressdo ocorre através de genes
maiores, apresentando reagdes de resisténcia a ragas especificas e
normalmente revelando pouca estabilidade, devido a estas
caracteristicas pode ser denominada de raga-especifica. Neste tipo de
resisténcia ha interacdo diferencial entre genotipos do hospedeiro e do
patogeno (VAN DER PLANK, 1963). As reacdes sdo discretas, ou
seja, ndo nota-se plantas com graus intermedidrios de resisténcia,
podendo ndo ocorrer sintomas, ou as reagdes apresentam-se como
lesdes necrdticas pequenas, ou sintomas completos, devido a estas
caracteristicas ¢ denominada de resisténcia qualitativa (CAMARGO,
2011). Esta resisténcia ¢ responsavel por evitar o estabelecimento da
infeccao.

A resisténcia qualitativa comecou a ser definida, através
dos trabalhos de FLOR em 1942, quando desenvolveu a teoria gene-a-

gene. Para descrever sua teoria Flor estudou a interagdo entre o linho
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(Linum usitatissimum L.) e a ferrugem do linho [Melampsora lini
(Ehrenb.) Lev.,]. Esses trabalhos ajudaram-no a propor a existéncia de
uma relagdo entre patogeno e hospedeiro, ou seja, que para cada gene
que condiciona uma reagdao de resisténcia no hospedeiro, existe um
gene complementar no patdégeno, que condiciona a aviruléncia.

Os trabalhos de Flor levaram em consideragdo a
proporcdo de plantas resistentes para suscetiveis na geracdo F,
quando inoculadas com uma ou mais ragas do patdogeno. Também
levou em consideracdo a propor¢do de ragas virulentas e avirulentas
na geracdo F, do cruzamento entre uma raca virulenta e uma
avirulenta (FLOR, 1946;1947).

A interagdo entre hospedeiro e patdgeno € considerada um
sistema, onde o gene R funciona como um receptor especifico que vai
reconhecer a molécula elicitora, produzida e/ou codificada pelo alelo
de aviruléncia dominante. Este reconhecimento inicia com uma
transducdo de sinais, que terdo funcdo de ativar os genes responsaveis
pelas respostas de hipersensibilidade, isso quando o patéogeno possuir
o gene de aviruléncia. Entretanto, na auséncia do mesmo nado ira
ocorrer o reconhecimento pelo hospedeiro, resultando em interagao
compativel (suscetibilidade). As reagdes de resisténcia s6 ocorrem na
existéncia do gene de resisténcia (R) do hospedeiro, e na presenca do
gene correspondente de aviruléncia (AVR) do patdégeno. Em qualquer
outra combinagdao, o resultado a reagdo sera de suscetibilidade
(BESPALHOK et al., 2015).

Tais genes de aviruléncia tém como fung¢do codificar
proteinas e enzimas envolvidas na sintese de moléculas ligantes que

podem ser reconhecidas pelo produto do gene R correspondente. Estas
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duas funcdes correspondem a incompatibilidade, ou seja, nao vai
ocorrer a infec¢do, inexistindo assim a doenca (ORBACH et al.,
2000). A incompatibilidade ndo ¢ caracterizada somente pelo
reconhecimento, mas também pelo uso de mecanismos de defesa pré-
existentes, compostos por reacao de hipersensibilidade, fortificacdo da
parede celular, acimulo de fitoalexinas e a indu¢do de proteinas
relacionadas a patogénese.

Algumas literaturas indicam que o patossistema arroz - P.
oryzae representa um tipico sistema gene-a-gene (VALENT &
CHUMLEY, 1994; LEUNG et al., 1988). Ao tentar elucidar a
genética de aviruléncia em P. oryzae, cruzou-se isolados de arroz,
estéreis com hermafroditas, que apresentavam-se patogénicos somente
em capim-chordo (Eragostis curvula). Este cruzamento, originou uma
progénie que mostrou-se patogénica em arroz, que foi retrocruzada
seis vezes com o isolado de capim-chordo. Dessa série de
retrocruzamentos, originou-se um isolado que foi inoculado em
cultivares utilizadas como diferenciadoras em arroz, com genes de
resisténcia conhecidos. Assim, foram identificados varios genes de
aviruléncia, como AVR-CO39, AVR-M201, AVR-YAM, herdados de
pais patogénicos em capim-chordo, devido ao patégeno do arroz
utilizado como pai, ndo foi patogénico nas trés cultivares, CO39,
M201 e Yachiro-Mochi (VALENT & CHUMLEY, 1991).

A identificagdo do gene AVR-CO39, possibilitou o
entendimento sobre as reagdes de aviruléncia de isolados de P. oryzae
provenientes de trigo e da maioria das podceas, ao arroz. As plantas de
arroz possuem o locus de resisténcia PI-CO39(t), que ¢é responsavel

por conferir reagdes de resisténcia a isolados de P. oryzae de outras
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espécies, que possuem o locus de aviruléncia AVR1-CO39. Assim
entende-se, que isolados de P. oryzae que possuem o locus AVR1-
CO39 sao avirulentos em arroz (PEIXOTO, 2014; MACIEL et al.,
2014).

Na resisténcia governada por varios genes (poligénica), a
expressdo ocorre através de genes menores. Caracteriza-se como raca
ndo-especifica, devido a ser efetiva para um amplo espectro de ragas
patogénicas, € normalmente durdvel (VAN DER PLANK, 1975). Esta
resisténcia ¢ marcante devido a presen¢a de uma variacao continua de
graus de resisténcia, desde extrema suscetibilidade até extrema
resisténcia. Devido a esta caracteristica métrica, ela é também
conhecida como uma resisténcia quantitativa (CAMARGO, 2011).

Esta resisténcia estd associada a redug¢ao no progresso da doenga.

2.11 Gendtipos de trigo promissores na busca de genes de

resisténcia a brusone

Pesquisas mapeamento genes ou locos que controlam
caracteristicas quantitativas (QTLs) em trigo sdo inexpressivas. Em
arroz, sao descritos mais de 90 genes de resisténcia (R) (FUKUOKA
et al., 2014), dentre estes, 21 ja foram clonados (ARAUJO, 2008; LIU
et al.,, 2013). Além disso, sdo conhecidos aproximadamente 350
QTLs, que indicam regides que conferem resisténcia parcial ou
completa a brusone (BALLINI et al., 2008). Em azevém (Lolium
multiflorum Lam.) é conhecido o gene LmPil, responsavel por
governar o processo de resisténcia a brusone (YUICHI et al., 2005),

entretanto, esta cultura apresenta alta suscetibilidade a doenca.
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Trabalhos com o genoétipo de trigo Thatcher indicaram a
presenca dos genes Rmg2 e Rmg3, localizados nos cromossomos 7A e
6B que conferiram resisténcia a P. oryzae do trigo (ZHAN et al.,
2008). NGA et al. (2009) identificaram os genes Rmg4 e Rmg5, nos
cromossomos 4A e 6D, respectivamente. Estes genes foram descritos
através de inoculagdoes de um isolado de P. grisea originado de D.
sanguinalis em genotipos de trigo. Hau et al. (2007), identificaram o
gene Rmgl(Pwt4) no genotipo de trigo Norin 4, este gerou resisténcia
a isolados de P. oryzae oriundos de aveia. Estudos através de
ferramentas genéticas e fenotipicas com um isolado de P. oryzae do
trigo, avirulento em arroz, e um isolado de arroz, avirulento em trigo,
utilizando o gendtipo de trigo Norin 4, relataram a existéncia de trés
loci envolvidos nas reagdes de aviruléncia do isolado de arroz no
genotipo de trigo. O locus Pwt2 condicionou a formacao de papilas, o
Pwtl condicionou a reacao de hipersensibilidade e o outro local que
também levou a reagdo de hipersensibilidade foi descrito com Pwt5
(TOSA et al., 2006)

No Brasil, o desenvolvimento de gendtipos de trigo
resistentes a brusone, tem se tornado prioridade em programas de
melhoramento (CRUZ et al., 2010). Estudos, avaliando a reagdo de
cultivares a P. oryzae do trigo, indicaram alguns materiais com
caracteristicas de resisténcia, tanto em plantula, como em planta
adulta. Arruda et al. (2005) descreveram que a cultivar BH 1146 foi a
unica que apresentou correlagdo positiva de resisténcia. As plantulas
resistentes refletiram numa menor incidéncia de espigas doentes, e

com menor severidade da doenca. Ensaios em condi¢cdo de campo
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apresentaram incidéncia em espigas que variou de 4,5% a 4,7%
(GOULART et al., 1991; GOULART et al., 1992; SOUSA, 2002).

A cultivar BR 18-Terena ¢ muito utilizada em programas
de melhoramento que tem como objetivo resisténcia durdvel a brusone
do trigo, entre muitas caracteristicas, apresenta tipo agronomico
apreciado pela maioria dos moinhos (classe comercial predominante:
trigo-pao), e resisténcia moderada a brusone, ensaios em condigdes de
campo apresentaram incidéncia variando de 8,2% a 24% (GOULART
et al., 1991; GOULART et al., 1992; SOUSA, 2002). Outra cultivar
de trigo que pode ser portadora de algum gene de resisténcia a brusone
do trigo ¢ a BRS 229, este gendtipo tém apresentado em inimeros
trabalhos, reduzidos indices de doenga, sendo classificada como
moderadamente resistente. Ensaios de campo, instalados em Londrina
no Parand, para avaliar a severidade da doenca, apresentaram nota
média 2, em uma escala de 0 a 9, sendo 0 a menor intensidade ¢ 9 a
maior intensidade da doenca (BRUNETTA et al., 2006).

Dentre as cultivares de trigo que surgem como
promissoras na busca de genes de resisténcia a brusone do trigo, a
cultivar de inverno Renan tem sido relatada com baixos indices de
doenca (TUFAN et al., 2009). Este genétipo foi desenvolvido na
Frangca pelo cruzamento entre  Mironovskaya  808/Maris
Huntsman//VPM/Moisson/3/Courtot (MARTYNOV et al., 2006) e ¢
portadora dos genes de resisténcia Lr37, Yrl7, Sr38 para ferrugem da
folha (Puccinia triticina Eriks.), ferrugem amarela (P. striiformis
Westend.) e ferrugem do colmo (P. graminis f.sp. tritici Pers.),
respectivamente (ROBERT et al., 1999).
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Estudos avaliando as reacdes de defesa da planta, e
alteragdes de transcricdo, a partir de inoculagdes de trés isolados
(BR29, BR32 e BR37) de P. oryzae nas cultivares de trigo Renan e
Thésée e na invasora milha (Digitaria sanguinalis L.), mostraram que
o cultivar Renan apresenta imunidade ao isolado BR29, e resisténcia
parcial a brusone do trigo para os isolados BR32 e BR37, com
presenca de lesdes necroticas de coloracdo marrom (TUFAN et al.,
2009).

Na avalicdo das respostas celulares no cultivar Renan,
observou-se a formacao de estruturas semelhantes a papilas nos sitios
de infeccdo, e a analise da transcrigdo de sinais de resposta mostrou a
partir das 24 horas apds inoculacdo, numero significativo de
transcrigdes associados a defesa celular (TUFAN et al., 2009).

Entretanto, uma das dificuldades de desenvolvimento de
genotipos de trigo resistentes a brusone ¢ a baixa variabilidade
genética dentro de trigo. Assim, espécies geneticamente afins ao trigo
cultivado demonstram ser promissoras como fonte genes de
resisténcia a brusone (CRUZ et al., 2010). Espécies como T. tauschii
(sinonimia Aegilops squarrosa, A. tauschii) apresentaram reacgdo de
resisténcia a isolados de P. oryzae (URASHIMA & KATO, 1994).
CRUZ et al. (2010), estudando o grau de resisténcia parcial de
genotipos de trigo comum e sintético a brusone nos estadios de planta
jovem e planta adulta, relataram que o cruzamento entre T. durume T.
tauschii apresentou a menor area afetada pela doenga, tanto na reacdo

em folha quanto em espiga.
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Buscando resisténcia a brusone em trigo foi desenvolvido
um trabalho de piramida¢do de genes, através do método de
retrocruzamento, utilizando como parental recorrente a cultivar
comercial BR 18-Terena, e como parental doador a linhagem PF
020458 e a cultivar Frontana. Na geracdo RCI1, as plantas foram
avaliadas quanto a reag@o a brusone, os gendtipos foram estratificados
em cinco classes quanto a severidade da doenga, variando de 0 a
100%. A frequéncia observada de espigas resistentes a brusone (0%
de severidade) na geracdo RCI do cruzamento BR 18*2/PF 020458,
foi de 55%. Por outro lado, na geragdo RC1 do cruzamento BR
18*2/Frontana esta frequéncia foi de apenas 12%, demonstrando que
os parentais doadores possuem niveis diferenciados de resisténcia a
brusone. Apesar de ambos apresentarem reacdo de resisténcia, a
linhagem PF 020458, pode possuir genes de efeito maior e/ou maior

numero de genes efetivos (KOVALESKI et al., 2012).

2.12 Uso de marcadores moleculares para estudo da variabilidade

de Pyricularia oryzae

Com os avangos obtidos em biologia molecular, inimeras
técnicas foram desenvolvidas através do wuso de marcadores
moleculares. Neste sentido, o uso de marcadores em Fitopatologia,
com o objetivo de estudar a variabilidade de P. oryzae, tem se
configurado em uma alternativa rapida e eficiente (RODER et al.,
1998; MACIEL et al., 2011).

No final da década de 1989, foi descrita sequéncia de

DNA repetitivo, o qual foi denominado de MGR, presente no genoma
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de isolados de P. oryzae do arroz, com 40-50 copias distribuidas no
genoma haploide (HAMER et al., 1989).

Utilizando o polimorfismo baseado no tamanho de
fragmentos de restrigdo (RFLP), com o intuito de demonstrar
diferencas entre nucleotideos ao longo da fita de DNA, de individuos
geneticamente diferentes, e com o uso da descoberta da repeti¢do
MGR 586, a qual foi utilizada como sonda, observaram-se em
diversos locais diferencas entre populacdes do fungo (XIA et al.,
2000).

Entretanto, em 1994, foi descrito o transposon Pot-2, com
1.857 pb, apresentando-se como o fragmento repetitivo com maior
abundancia no genoma de P. oryzae do arroz, surgindo uma
alternativa para a técnica RFLP, através da amplificacdo da sequéncia
repetitiva de Pot-2 (KACHROO et al., 1994).

Mesmo com os avancos obtidos com a utilizacdo da
técnica de RFLP, e depois o uso da sonda MGR-586 e Pot-2, a
caraterizagdo de isolados de outros hospedeiros de P. oryzae nio era
eficiente (GEORGE et al., 1988; URASHIMA et al., 1999; PRABHU
et al., 2002) como alternativa foram desenvolvidos marcadores
moleculares do tipo microssatélite ou sequéncias simples repetitivas
(SSR) (BRONDANI et al ., 2000, KAYE et al., 2003; WANG et al.,
2005).

Os marcadores do tipo SSR sdo sequéncias de 1 a 6
nucleotideos que apresentam-se repetidos lado a lado na fita de DNA
(TAUTZ, 1989). Apresentam-se abundantes no genoma de P. oryzae,
e com capacidade de apresentar alta diversidade de alelos por locus

(CREGAN et al., 1994). Nesse sentido, esta nova ferramenta da
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biologia molecular tem sido eficiente para estimar a diversidade de P.
oryzae (BRONDANI et al., 2000; GARRIDO et al., 2001).

Andreit et al. (2007), com um conjunto de 18 marcadores
microssatélites, conseguiram detectar polimorfismo em populagdes de
P. oryzae de paises distintos. Com o objetivo de estudar a
variabilidade de isolados de P. oryzae foram desenvolvidos 38
marcadores microssatélites, na Embrapa Trigo, os quais foram uteis

para estudos de analise genética de P. oryzae (PEREIRA et al., 2014).
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VIRULENCIA DE Pyricularia oryzae ASSOCIADO A CULTURA
DO TRIGO E PLANTAS INVASORAS

ANDERSON LUIZ DURANTE DANELLI*

RESUMO - A brusone do trigo, causada pelo o fungo Pyricularia
oryzae foi relatada pela primeira vez no Brasil, em meados da década
de 1980. Os objetivos do trabalho foram identificar a espécie invasora
com maior potencial como fonte de indculo para brusone do trigo e na
variabilidade do agente causal; comparar isolados de P. oryzae do
trigo e de poaceas invasoras de acordo com as respostas fenotipicas
que esses isolados promovem, verificar a ocorréncia de patdtipos
formando a estrutura populacional de P. oryzae do trigo no Brasil,
determinar a eficiéncia de um conjunto de dez cultivares de trigo e
uma linhagem de cevada como diferenciadores de racas do patdgeno.
Desenvolveu-se um programa semanal de inoculagdes do fungo P.
oryzae em genotipos de trigo e na linhagem de cevada, para
caracterizar a viruléncia de isolados de P. oryzae do trigo e de Poaceas
invasoras. Estes patogenos, obtidos em diferentes regides brasileiras
produtoras de trigo, foram classificados de acordo com a reacdo
produzida em plantulas e espigas destacadas. O espectro de viruléncia

indicou um grau elevado de variabilidade na populacdo do patogeno.

' Eng. Agr., doutorando do Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia (PPGAgro)
da FAMV/UPF, Area de Concentragao Fitopatologia.
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A similaridade entre isolados de trigo e de espécies invasoras, em
termos de viruléncia, foi um indicativo da importancia que outros
hospedeiros exercem sobre o ciclo biologico do patégeno da brusone
do trigo no Brasil. O fator local exerceu influéncia na viruléncia dos
isolados obtidos de espigas de trigo. As cultivares de trigo e linhagem
de cevada foram eficientes como diferenciadores de patotipos do

patogeno.

Palavras-chave: brusone, populagao, resisténcia, poaceas.

VIRULENCE OF Pyricularia oryzae ASSOCIATED TO WHEAT
CULTURE AND INVASIVE PLANTS

ABSTRACT - The wheat blast, caused by the fungus Pyricularia
oryzae, was first reported in Brazil in the mid-1980. The aims of this
study were to identify the invasive Poaceae species with the greater
potential as the source of inoculum source for wheat blast and the
variability of the pathogen; to compare isolates of P. oryzae from
wheat and invasive grasses according their phenotypic response; to
verify the occurrence of racial groups forming the populational
structure wheat P. oryzae in Brazil and to determine the effectiveness
of a set of ten cultivars of wheat and barley lineages as differentials
for screening of races/pathotypes and barley genotypes was developed
to characterize the virulence of P. oryzae isolates of Poaceae weeds in
wheat. These pathogens, obtained in different producing wheat
regions of Brazil, were classified according to the reaction promoted

in seedlings and detached heads. The virulence spectrum characterized
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a population with a high degree of pathotypes variability. The
similarities between pathotypes were detected between wheat and
invasive species virulence was an indicative of the influence that
alternative hosts have on the development of the wheat blast in Brazil.
Different distribution pathotypes were detected among distinct
geographical regions/states. The wheat cultivars and barley strain
were efficient as differential of for discriminating the pathotypes of

the pathogen.

Key words: blast, population, resistance, grasses.
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1 INTRODUCAO

Em meados da década de 1980, em plena expansdo do
trigo no Sul do Brasil, foi relatada pela primeira vez, no Norte do
estado do Parana, a brusone do trigo, causada pelo fungo Pyricularia
oryzae (Cavara) (IGARASHI et al.,, 1986). Além do trigo, este
patégeno foi descrito em intimeras espécies, principalmente as
pertencentes a familia Poaceae, tanto cultivadas, como invasoras,
podendo causar danos de at¢ 100% dependendo do local de cultivo e
época de espigamento do trigo (KOHLI et al., 2011). Em arroz a
brusone ¢ considerada a principal doenga (ANJOS et al., 2009), neste
sentido, avaliagdes de populacdes de P. oryzae de diferentes regides
do mundo tém identificado caracteristicas de variabilidade
extremamente complexas (CORREA-VICTORIA et al., 1993;
ADREIT et al.,, 2007). Assim, o fungo tem sido classificado,
dependendo do critério utilizado, em numerosos patotipos ou variantes
moleculares. No caso de P. oryzae do trigo, os poucos trabalhos sobre
o assunto fornecem evidéncias de que a variabilidade deste patogeno
também possui natureza similar aquela apresentada por P. oryzae do
arroz (URASHIMA et al., 2005; CRUZ et al., 2009).

Em relagd@o ao controle quimico, misturas de estrobirulinas
e triazdis apresentam resultados satisfatorios em ambiente controlado
(ROCHA et al.,, 2014). Entretanto, em campo, apresentam baixa
eficiéncia de controle (KOHLI et al., 2011, MACIEL et al., 2011;
MACIEL et al., 2014). Uma das causas pode ser a distribui¢do
generalizada de populacdes de P. oryzae do trigo e poéceas invasoras

resistentes as estrobirulinas, gerado por mutacdo G143A no gene do
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citrocomo b. No Brasil, a frequéncia desta mutacao nas populacdes de
P. oryzae que infectam o trigo aumentou 54% no periodo de 2005 a
2012 (CASTROAGUDIN et al., 2015).

Por outro lado, a partir da constatacao da brusone em trigo
no Brasil, a busca por gendtipos de trigo com resisténcia a esta doenca
tem sido intensa (GOULART & PAIVA, 1992; GOULART et al.,
1995; URASHIMA et al., 2004; MACIEL et al., 2008). O uso de
cultivares de trigo resistentes ¢ considerado o método mais viavel
economicamente para o controle de doencas, entretanto, para a
brusone do trigo, materiais com esta caracteristica de resisténcia sao
restritos e, muitas vezes, genotipos de trigo, aparentemente resistentes,
se comportam como suscetiveis em outras regides e até mesmo em
condigdes controladas de inoculagdo, indicando a existéncia de uma
interacdo entre genotipo e ambiente (URASHIMA et al.,, 2004;
MACIEL et al.,, 2008). Assim a geragdao de cultivares de trigo
resistentes a brusone necessita da identificagdo ¢ monitoramento da
variagao patotipica do fungo presente nas diferentes regides de cultivo
do trigo, para isso deve-se levar em consideragdo a reagdo das plantas
a infec¢ao do patogeno (CRUZ et al., 2009).

Em arroz, o monitoramento ¢ a identifica¢dao dos variantes
fenotipicos do patégeno, sdo realizados pelo uso de séries diferencias
de genoétipos que apresentam reacdes distintas a isolados do fungo,
permitindo a identificagdo de ragas fisioldgicas ou grupos de
viruléncia do patogeno (PRABHU & FILIPPI, 2006, ANJOS et al.,
2009). Com o auxilio de marcadores moleculares pode-se agrupar
diferentes ragas do patdogeno em uma mesma linhagem, dependendo

do grau de similaridade genética dos isolados testados (mais de 85%
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de similaridade constitui uma linhagem) (PRABHU & FILIPPI,
2001).

O estudo da estrutura populacional de P. oryzae, que
forma uma lavoura, municipio e estado, pode auxiliar os programas de
melhoramento que tem como objetivo a resisténcia, além do que,
indicaria quais gendtipos poderiam ser usados nestes locais
(CORNELIO et al., 2003; ANJOS et al., 2009, NUNES et al., 2014).
Grupos de viruléncia em trigo, ja foram descritos formando a estrutura
populacional de P. oryzae no Brasil (URASHIMA et al., 2004;
URASHIMA et al., 2005; CRUZ et al., 2009; MACIEL et al., 2014),
entretanto, a abrangéncia regional de tais estudos ¢ limitada em
compara¢gdo com magnitude da amostragem populacional de nosso
presente estudo. Além disso, amostramos no presente trabalho,
isolados de populagdes simpatricas P. oryzae obtidas de outras
poaceas invasoras de areas de trigo no Brasil.

E desconhecido o papel de outros hospedeiros no ciclo
biologico do patdégeno da brusone do trigo e na consequente
estruturagao das epidemias dessa doenca no Brasil. Estudos indicam
que existe uma similaridade relativamente baixa entre populacdes de
P. oryzae do trigo e do arroz (MACIEL, 2011). Esta descoberta sugere
que a populacdo brasileira de P. oryzae adaptada ao trigo tenha sido
derivada de uma populacdo desconhecida de P. oryzae infectando
outras poaceas, € nao de uma populagdo do patéogeno infectando arroz
(CERESINI et al., 2011; MACIEL et al., 2014). Nesse sentido,
braquiaria (Urochloa plantaginea) e capim rabo de raposa (Setaria
geniculata) foram descritas como espécies que podem estar

influenciando a variabilidade de P. oryzae no Brasil, através da
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recombinacao sexual obtida com isolados oriundos destas espécies e
com isolados do trigo (BRUNO & URASHIMA, 2001).

Os objetivos deste trabalho foram: a) identificar a espécie
ou género taxondémico da familia Poaceae com maior influéncia como
fonte de indculo para brusone do trigo e na variabilidade do agente
causal; b) comparar isolados de P. oryzae do trigo e poaceas invasoras
de acordo com as respostas que esses isolados promovem em
genotipos com reacdes diferenciais a brusone do trigo em termos
qualitativos e quantitativos nos estadios de plantula e planta adulta,
respectivamente; c¢) verificar a ocorréncia de grupos de viruléncia ou
patotipos formando a estrutura populacional de P. oryzae do trigo no
Brasil; e d) determinar a eficiéncia de um conjunto de dez cultivares
de trigo e uma linhagem de cevada como gendtipos diferenciadores de

racas do patogeno.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas instalagdes da
Embrapa Trigo. A conducdo de plantas, inoculagdes e avaliacdo da
reacdo das plantas foram realizadas em casa-de-vegetacdo e camaras
de crescimento (marca Menoncin) com luz, temperatura e umidade
controladas. O crescimento do fungo e preparacdo do indculo foram

realizados no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Trigo.

2.1 Amostragem

A amostragem foi realizada em Brasilia; Rio Verde (GO);
Amambai, Aral Moreira e Dourados (MS); Patrocinio e Perdizes
(MG) Londrina e Rolandia (PR); Passo Fundo, Trés de Maio, Sao
Luiz Gonzaga e Sao Borja (RS) e Itai (SP).

Fez-se o uso da metodologia de amostragem por transecto
(BUNCKLAND et al., 2001), tendo como alvo a coleta de espigas de
trigo sintomaticas e partes aéreas de poaceas invasoras, o que incluiu
hastes, folhas ¢ inflorescéncias. As lavouras onde se realizou as
coletas foram georeferenciadas com o auxilio de um sistema de
posicionamento global (SPG) (marca Garmin Etrex Vista HCX
Color). A distancia entre os pontos de coleta de espigas sintomaticas,
a partir dos pontos georeferenciados, foi medida pelo nimero de
passos do coletor (0,7 m) (Quadro 1).

As plantas invasoras da familia Poaceae foram coletadas
em seis lavouras: uma em Amambai (MS), duas em Aral Moreira

(MS), uma em Rolandia (PR) e trés em Londrina (PR), sendo alvo das
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coletas plantas que apresentavam lesdes similares as lesdes tipicas
causadas por P. oryzae em folhas de arroz e trigo. As coletas das
plantas invasoras foram feitas em torno das lavouras de trigo onde as
espigas sintomaticas foram coletadas, obedecendo ao limite maximo

100 m de distancia das mesmas.

Quadro 1- Representacdo do método transecto, utilizado para as
coletas das espigas com sintomas de brusone. Passo
Fundo-RS, 2015

Coordenadas
Coletas . Pontos de coleta

geogréficas

A S 16°0122.7" Y A At Ak Ae
Ware3Tel pr | Al - A2 A3 Adi---AS: A6

B S 16°0123.1" 1 B1:._B2:---B3:--B4:---B5:---—- B6
W 47°37'51.0"

C S 16°01'23.4" | ;.. C2:---C3:--C4:----C5:----C6
W 47°37'50.9"

D S 16°0123.7" | pj: ... .pD2:--D3:---D4:---D5:---D6
W 47°37'50.9"

E S 16°0124.0" | Ey:___E2:----E3:--E4:---E5:----E6
W 47°37'50.7"

F S 16°01'24.6" | F1.. - _F2:--F3:------ F4:---F5:---F6
W 47°37'50.5"

*Distincia entre os pontos, 10 metros. ¥ Cada trago representa 0,7 m.

2.2 Obtencéo de isolados monosporicos de Pyricularia oryzae

As amostras coletadas, sejam de espiga ou de segmentos
de plantas invasoras, foram colocadas em sacos de papel, os quais
foram armazenados a -20 °C. Para o isolamento do fungo das espigas,
as espiguetas foram destacadas, utilizando-se somente os raquis que
apresentavam o ponto de infec¢do visivel. Estas raquis foram cortadas
com o auxilio de uma tesoura em segmentos menores. As amostras de

plantas invasoras também foram recortadas em segmentos menores
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nas regides das lesdes, caracterizadas como semelhantes as lesdes
tipicas de P. oryzae. Com o auxilio de um Becker foi realizada a
assepsia do material vegetal com agua + hipoclorito de sdédio na
proporcao de 1:1 (dgua + hipoclorito), durante um minuto, com uma
peneira e agua esterilizada para retirar o excesso de hipoclorito de
sodio. Os segmentos de tecido vegetal foram transferidos para placas
de Petry contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Para o
preparo do meio de cultura, o protocolo utilizado foi conforme
descrito por Fernandez (1993).

Para cada amostra de espiga de trigo foram utilizadas duas
placas de Petry contendo seis segmentos de raquis cada uma e, para
amostras de invasoras, uma placa contendo seis segmentos. As placas
foram incubadas a 25 = 2 °C em camara climatizada com fotoperiodo
de 12 horas, proporcionado por trés lampadas fluorescentes de 40 W,
posicionadas a 50 cm acima das placas, durante 4 dias, para estimular
a esporulagdo do patdgeno sobre o tecido vegetal sintomatico.

Apods a esporulacdo, as estruturas reprodutivas do fungo
foram observadas em microscopio-estereoscoOpico para correta
identificacdo do patogeno, sendo entdo realizado uma suspensdo de
esporos em 5 mL de dgua esterilizada, vertida em uma placa de Petry
com o meio agar-agua (FERNANDEZ, 1993), tomando o cuidado
para que toda superficie da placa ficasse preenchida pela suspensao de
esporos. Para a ocorréncia da germinagdo do esporo sobre o meio
agar-agua, a placa foi mantida por aproximadamente 4 h em camara
de crescimento a 25 + 2 °C.

A observacdo da germinagdo dos esporos foi verificada

com auxilio de microscopio-estereoscopico, dando sequéncia com a
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cultura de isolados monosporicos em placas de Petry contendo meio
aveia-agar. Estas placas foram submetidas a um fotoperiodo de 12 h
por sete dias para o crescimento da colonia, em temperatura de 25 + 2
°C. Apos a formacdo de colonia pura, foi realizada a repicagem em
duas placas contendo meio aveia-agar e papel filtro cortado, e
colocadas em camara de crescimento sobre o0 mesmo regime de luz e
temperatura, mencionado anteriormente, por 15 dias, para o
crescimento do fungo sobre toda a superficie do papel.

Apo6s a colonizacdo, de papel filtro pelo fungo foi
removido da placa com auxilio de uma pinga, € seco em camara de
fluxo de ar por dois dias. Apos, os fragmentos de papel filtro
colonizados com o fungo foram transferidos para tubos do tipo
criotubo com a identificacdo Py 12. 0. XXX e Py 12. 1. XXX. Onde
“Py” significou isolado de Pyricularia sp.; “0” é o nimero atribuido
para isolados provenientes de invasoras ¢ “1” para provenientes de
trigo; “XXX” ¢ a identificacdo individual de cada isolado, como 001,
002, ... 477. Por exemplo: Py 12.1.008: Isolado nimero oito, de
Pyricularia sp., encontrada em espiga de trigo; Py 12.0.008: isolado

namero oito, de Pyricularia sp., encontrada em invasora.

2.3 Cultivo e acondicionamento de plantas

Os isolados de P. oryzae utilizados no presente trabalho
foram utilizados em procedimentos de inoculagdo de folhas e espigas
de uma linhagem de cevada, caracterizada como PFC 2010123, além
de um conjunto de dez cultivares de trigo, Anahuac 75, BR 18, BR 24,
BRS 220, BRS 229, BRS 234, MGS 3 Brilhante, BRS Buriti, CNT 8 e
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Renan. Esses genotipos foram escolhidos por meio de respostas
encontradas em estudos anteriores (CRUZ et al., 2009; CRUZ et al.,
2010; MACIEL et al., 2014). Também foi proposta do trabalho
verificar a eficiéncia desses gendtipos como diferenciadores de ragas
ou patotipos do patdgeno. Por essa razdo, a partir daqui, esse conjunto
de genotipos passa a ser denominado de série diferenciadora de ragas.
Para obtencao das plantulas, os genotipos foram semeados
individualmente em copos plasticos de 100 mL contendo substrato, e
mantidos por aproximadamente 15 dias em bandejas de aluminio de
40x20x10 cm. Tais plantas, desenvolvidas durante este periodo,
apresentavam trés a quatro folhas verdadeiras no momento da
inoculacdo. Em cada copo plastico foram mantidas 10 plantulas. O
substrato utilizado em todos os experimentos foi amostrado e enviado
para o laboratério de solos da Universidade de Passo Fundo, onde foi

realizada analise quimica (Tabela 1).

Tabela 1- Resultado da anélise quimica, realizada em uma amostra
retirada do substrato usado para os experimentos. Passo
Fundo-RS, 2015

Arg. pH Ind. M.O H+ C

H,0 SMP P K Al Ca Mg Al TC Saturagdo

B Al

% mg/dm’ % cmol/dm’ 7
0

K

29,1 59 5.8 >52 694 >6,7 0 13 4,8 5.5 25 78 0

Micronutrientes + enxofre

Enxofre Boro Manganés Zinco Cobre

mg/dm’

43,0 0,8 8,6 9,60 2,55

X B= bases
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Nas inoculagdes em planta adulta, a metodologia utilizada
foi a da “espiga destacada”, fixada em blocos de espuma fenolica. A
producdo das plantas que forneceram as espigas indenes foi feita em
baldes plasticos de 5 kg. Para cada cultivar, foram mantidas trés
plantas, que originaram as espigas que foram destacadas e utilizadas
nos experimentos. Tanto as plantulas, bem como, as plantas adultas

que originaram as espigas, foram conduzidas em casa-de-vegetacao.

2.4 Inoculagdo

Isolados monosporicos provenientes de plantas invasoras
da familia Poaceae e de trigo, mantidos em papel-filtro, foram
transferidos para placas de Petry com meio dgar-aveia, € em camara
de crescimento a temperatura de 25 + 2 °C por 15 dias e fotoperiodo
de 12 h. Para preparacdo do inoculo, as placas de Petry foram
inundadas com agua destilada acrescida de espalhante adesivo Tween
80 (1 gota L™). Com o auxilio de um pincel, foi feita uma raspagem e
em seguida uma filtragem dos conidios com uma peneira contendo um
pedaco de gaze. A contagem dos conidios foi realizada em camara de
Neubauer (Loptik Labor 0,0025 mm?”) e microscopio 6tico (Nikon
Eclipse E 200), sendo que a concentracdo foi ajustada de 100.000
esporos mL™.

As inoculagdes em plantulas foram realizadas 15 dias apds
a semeadura, quando as plantas apresentavam 3 a 4 folhas verdadeiras
(estadio 14 da escala de Zadoks et al. (1974)). Para a inoculacdo em
planta adulta, as espigas foram destacadas, com o auxilio de uma

tesoura quando esses gendtipos estavam entre os estadios de
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florescimento e inicio de enchimento de graos (estadios 63 a 71 da
escala de Zadoks et al. (1974)). A seguir, as espigas destacadas foram
fixadas em blocos de espuma fenolica, os quais estavam previamente
saturados com agua e envolvidos por filme plastico.

As inoculagdes foram realizadas com atomizador de
plastico manual de 500 mL e apos, os blocos de espuma fenolica
contendo as espigas destacadas, foram transferidas para caixas de
pléastico tampadas. As bandejas, contendo os copos com as plantulas,
foram envolvidas por sacos plasticos, os quais tiveram sua abertura
fechada. As plantulas e as espigas, apds a inocula¢do, foram mantidas
em camaras de crescimento (marca Menoncin) com luz, temperatura
(variando de 25 a 27 °C) e umidade controladas e com auséncia de luz
por 24 h. Vinte quatro horas apods a inoculacao, as bandejas contendo
os copos plasticos com as plantulas foram retiradas de dentro dos
sacos plasticos e as caixas de plastico, com os blocos de espuma
fenolica com as espigas fixadas, foram destampadas. Apds o periodo
de 24 h, o fotoperiodo passou para 12h e o regime de nebulizag¢do
hidrica de 60 s ligada e 1800 s desligada.

As plantulas permaneceram por cinco dias nessa condigao,
até serem avaliadas e, as espigas, sete. Cada gendtipo foi semeado em
dois copos, totalizando 20 plantulas, e cada caixa de plastico
acondicionou trés blocos de espuma com uma espiga de cada genotipo

por bloco.
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2.5 Avaliagdes

As avaliagdes em plantulas foram realizadas cinco dias
apods a inoculagdo, levando em consideracao o tipo de lesdo formada,
de acordo com a escala diagramatica descrita por Urashima & Kato
(1994). Foram considerados quatro tipos de infec¢do, que variaram de
0 a 4. Zero significou auséncia de infecgdo; 1, lesdes escuras, do tipo
cabeca de alfinete; 2, pequenas lesdes, com coloragdo marrom a preta,
sem o centro distinguivel; 3, lesdoes arredondadas do tipo mancha
ocular, com o centro cinza; e¢ 4, lesdes tipicas de suscetibilidade,
elipticas e com centro cinza. As reagdes 0, 1 ¢ 2 foram classificadas
como resistentes (R), por ndo serem esporulativas, e as tipo 3 ¢ 4,
como suscetiveis (S).

A avaliagdo das espigas destacadas foi realizada pela
observagao visual do grau de severidade que a doenca atingiu nas
espigas, sendo dadas notas visuais de 0-100%. Foi considerado
resistente (R) o material que apresentou <10% de severidade de

acordo com Maciel et al. (2014).

2.6 Estatistica

O delineamento experimental envolvendo as plantulas foi
o inteiramente casualizado, com duas repeticoes. Cada copo de
plastico foi considerado uma repeticdo. O delineamento experimental
envolvendo as espigas destacadas foi o de blocos inteiramente
casualizado, com trés repeti¢cdes, considerando-se uma repeti¢ao cada

um dos trés blocos de espuma fenolica em que as espigas foram
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fixadas. Todos os experimentos foram replicados. As ragas foram

representadas por letras e nimeros, de acordo com Maciel et al.

(2014).
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Amostragem resultou em 478 isolados oriundos de plantas

de trigo, 94 de poaceas invasoras e ainda um isolado oriundo de uma

planta da familia Cyperaceae (Tabela 2), totalizando 573 isolados.

Destes foram utilizados para as inoculagdes 144 isolados de trigo e os

95 obtidos de plantas invasoras.

Tabela 2- Espécies invasoras, nome cientifico, ano da coleta e nimero
de isolados de Pyricularia oryzae obtidos. Passo Fundo-RS,

2015
Invasoras Nome cientifico Ano da ©
coleta
Aveia Avena sativa 2012 14
Azevém Lolium multiflorum 2012 1
Braquiaria Urochloa plantaginea 2012 17
Capim-amargoso Elionurus candidus 2012 2
Capim-arroz Echinochloa spp. 2012 5
Capim-anoni Eragrostis plana 2012 2
Capim-carrapicho Cenchrus echinatus 2012 14
Capim-coloniao Panicum maximum 2012 7
Capim-favorito Rhynchelytrum repens 2012 4
Capim-sudao Sorghum sudanense 2012 1
Capim de rhodes Chloris spp. 2012 10
Milha Digitaria sanguinalis 2012 12
Pé-de-galinha Eleusine indica 2012 3
Tifton Cynodon spp. 2012 1
Tiriricdo Cyperus rotundus 2012 1
ND* - 2012 1
Total 95

*ND=Nio determinada a espécie onde foi encontrado o isolado.

A reacao dos genotipos de trigo e da linhagem de cevada,

no estddio de plantula, quando submetidos a inoculagdo com os
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diferentes isolados de P. oryzae, demonstrou a existéncia de
resisténcia completa.

Os gendtipos de trigo Anahuac 75, BR 24, MGS 3
Brilhante, BR 18 Terena, BRS 220 e CNT 8 apresentaram somente
infec¢des do tipo 4, o que caracteriza reagdes de suscetibilidade ou de
compatibilidade. A linhagem de cevada PFC 2010123 apresentou os
quatro tipos de infeccdes, entretanto, com o maior nimero de
infeccdes caracterizadas do tipo 4. Ja os genotipos de trigo BRS 229,
BRS Buriti, Renan e BRS 234 apresentaram, em maior numero,
reacgoes do tipo 0, caracterizando reagdes de resisténcia ou de auséncia
de infec¢ao, mesmo que ainda tenha ocorrido infecgdes do tipo 1 e do

tipo 4 (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracterizagdo de genotipos de trigo e cevada quanto a
distribuicdo de tipos de lesdes foliares de brusone
causadas por isolados de Pyricularia oryzae do trigo.
Passo Fundo-RS, 2015

Genotipos/ Tipo de infeccdo

Linhagem 0* 1 2 3 4
Anahuac 75 0 0 0 0 144
BR 24 0 0 0 0 144
MGS 3 Brilhante 0 0 0 0 144
BR 18 Terena 0 0 0 0 144
BRS 220 0 0 0 0 144
CNT 8 0 0 0 0 144
BRS 229 78 0 0 1 65
BRS Buriti 101 1 0 0 42
Renan 100 1 0 0 43
BRS 234 97 1 0 0 46
PFC 2010123 4 1 9 1 129

*0= significou auséncia de infec¢do; 1= lesdes escuras, do tipo cabega de alfinete; 2=
pequenas lesdes, com coloragdo marrom a preta, sem o centro distinguivel; 3= lesdes
arredondadas do tipo mancha ocular, com o centro cinza; ¢ 4= lesdes tipicas de
suscetibilidade, elipticas e com centro cinza.
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Em relagdo aos isolados de invasoras a reagdao dos
gendtipos de trigo e de linhagem de cevada, representados pelo tipo de
infeccdo na fase de plantula, mostraram também a existéncia de
reacdo diferencial, entretanto, com um maior numero de reacdes do
tipo 0 em todos os materiais utilizados na série diferenciadora de ragas
(Tabela 4). Os genoétipos de trigo Anahuac 75, BR 24, MGS 3
Brilhante, BR 18 Terena, BRS 220 e CNT 8 apresentaram o maior
numero de infec¢des do tipo 4, caracterizadas como suscetiveis,
entretanto com a presenca de reagdes do tipo 0 e do tipo 1,
principalmente nos gen6étipo BR 24 ¢ CNT 8. A linhagem de cevada
PFC 2010123, apresentou um maior nimero de infec¢des do tipo 4,
mas com a presenca de reacdes do tipo 0, 2 e 3. Os gendtipos de trigo
BRS 229, BRS Buriti, Renan ¢ BRS 234 apresentaram um maior
numero de reagdes do tipo 0 caracterizando estes genotipos com alto
nivel de resisténcia (Tabela 4).

O presente estudo identificou gendtipos de trigo
promissores na busca de genes de resisténcia para a brusone do trigo,
destacaram-se os gendtipos BRS 229, BRS Buriti, Renan e BRS 234 ¢
a linhagem de cevada PFC 2010123, tanto para os isolados de trigo,
como de invasoras. Estes gendtipos, caraterizados por reacdes
incompativeis, podem apresentar varios genes de efeito maior, que
podem, no futuro, ser utilizados em programas de melhoramento

(VALENT et al., 1991; URASHIMA et al., 2004).



59

Tabela 4 - Caracterizagdo de genoétipos de trigo e cevada quanto a
distribuicdo de tipos de lesdes foliares de brusone
causadas por isolados de Pyricularia oryzae de
invasoras. Passo Fundo-RS, 2015

Genotipos/ Tipo de infeccéo

Linhagem 0 1 2 3 4
Anahuac 75 2 0 0 0 56
BR 24 19 2 0 0 35
MGS 3 Brilhante 22 0 0 0 36
BR 18 Terena 21 0 0 0 37
BRS 220 9 0 0 0 49
CNT 8 16 1 0 0 41
BRS 229 49 0 0 0 9
BRS Buriti 52 0 0 0 6
Renan 52 0 0 0 6
BRS 234 52 0 0 0 6
PFC 2010123 3 0 9 1 55

*0= significou auséncia de infec¢do; 1= lesdes escuras, do tipo cabega de alfinete; 2=
pequenas lesdes, com coloracdo marrom a preta, sem o centro distinguivel; 3= lesdes
arredondadas do tipo mancha ocular, com o centro cinza; e 4= lesdes tipicas de
suscetibilidade, elipticas e com centro cinza.

A diversidade de viruléncia que populagdes do fungo da
brusone do trigo apresenta ¢ um dos indicativos do alto grau de
variabilidade genética (URASHIMA et al., 1999). O teste do espectro
de viruléncia, dos isolados de trigo e de poaceas invasoras, identificou
um padrdo racial dentre as populagdes amostradas, possibilitando o
agrupamento conforme suas reagdes nos genotipos que compdem a
série diferenciadora de ragas. O agrupamento das racas foi realizado
de acordo com a metodologia desenvolvida por Maciel et al. (2014).
Vale salientar, que os critérios de classificagdo de racas,
desenvolvidos por estes autores sdo arbitrarios e bastante rigidos, além
de ndo serem totalmente representativos das reagdes que ocorrem sob
condi¢des de campo. Por exemplo, um critério bastante rigido foi

aquele que estabeleceu a reacdo de resisténcia de um genotipo no
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estadio de planta adulta, baseado na avaliagdo das espigas destacadas,
deveria ser somente para reagdes com severidade < 10%.

Os isolados de trigo, inoculados em plantulas,
possibilitaram identificar 17 grupos de viruléncia ou raciais,
representados de A até Q. As reagdes de resisténcia (R) concentraram-
se nos gendtipos de trigo BRS 229, BRS Buriti, Renan, BRS 234 ¢ a
linhagem de cevada PFC 2010123, e as reagdes suscetiveis (S) nos
genotipos de trigo Anahuac 75, BR 24, MGS 3 Brilhante, BR 18
Terena, BRS 220 e CNT 8. A raga L representou o maior grupo, com
frequéncia de ocorréncia de 45,8%, ja a raca A representou o grupo
mais agressivo, pois os isolados foram virulentos em todos os
gendtipos da série diferenciadora de ragas, caracterizando reagdes
suscetiveis (S). Esta raga apresentou 19,4% de frequéncia de
ocorréncia (Tabela 5).

Nas inoculagdes em planta adulta ou espigas destacadas,
foi possivel identificar quatro grupos de viruléncia, representados de
A’ até D’. As reacdes de resisténcia ficaram restritas aos genotipos de
trigo Renan e a linhagem de cevada PFC 2010123. A ragca A’ foi a
mais frequente com ocorréncia de 80,5%, seguida da raga B’ que
apresentou 16,6% de frequéncia (Tabela 5). Nas inoculagdes feitas em
plantulas, ¢ relevante mencionar a alta suscetibilidade do genotipo
Anahuac 75, podendo ser caracterizada, entre as cultivares testadas,
como a melhor indicadora de patogenicidade de P. oryzae em
plantulas de trigo e cevada (Tabela 5).

O nivel de complexidade fenotipica, representado pela
rea¢ao dos isolados na série diferenciadora de ragas, ¢ um indicativo

da diversidade de P. oryzae prevalente no entorno e nas proprias
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lavouras de trigo das regides produtoras no Brasil. Estas diferencas
entre populacdes de P. oryzae do trigo foram relatadas em estudos
anteriores. Urashima et al. (2005), usando caracteristicas sexuais (
formacdo de peritécios, ascas e ascosporos) e fingerprinting de DNA
do patogeno identificaram a existéncia de duas populacdes formando a
estrutura de P. oryzae em trigo no Brasil. Cruz et al. (2009) baseando-
se na resposta de 18 isolados em inoculagdes em plantulas de trigo,
descreveram 13 patotipos, o que representou um alto grau de
variabilidade, para esta popula¢do. Maciel et al. (2014) estudando a
estrutura genética de populacdes de P. oryzae do trigo, utilizando 11
marcadores do tipo microssatélites, ¢ 184 isolados oriundos de campos
de trigo da regido Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, descobriram
que populacdes geograficas do fungo sdo bastante diversas apesar da
fracdo clonal detectada, 68%. Além disso, utilizando uma série
diferenciadora de ragas de cultivares comerciais de trigo, cevada e
arroz, para estudar a especializagdo fisiologica de P. oryzae do trigo,
indicaram a presenca de 14 grupos raciais na regido Centro-Sul do
Brasil. Cruz et al. (2012), testando a reagao de 85 gendtipos de trigo a
brusone nos Estados Unidos, ndo encontraram evidéncias da presenga
de racas fisioldgicas entre os isolados testados, provavelmente devido
ao baixo numero de isolados utilizados no trabalho. Entretanto,
nenhum estudo incluiu amostras de espécies invasoras.

Em arroz, o estudo da especializagao fisiologica de P.
oryzae, indicou a presenca de um elevado nivel de variabilidade
genética, nas populagdes que atacam o arroz em todo o mundo,
através da identificacdo de racas e linhagens (NUNES et al., 2014;
PRABHU & FILIPPI, 2001). O estudo da estrutura genética de
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populagdes de P. oryzae, coletadas em regides produtoras de arroz no
Uruguai e Ird, utilizando marcadores gerados pela andlise de
polimorfismos de comprimento de fragmento amplificado, identificou
quatro linhagens, entre 87 isolados e a presencga de fluxo génico entre
as populacdes amostradas destes dois paises (TAHERI &
IRANNEJAD, 2013). Maciel et al. (2014) também detectou que
populagdes de P. oryzae do trigo do Brasil tem componente sexual
(sistema reprodutivo misto). Dias Neto et al. (2010) testando 250
isolados de P. oryzae, em um conjunto internacional de cultivares de
arroz, detectaram a presenca de 45 ragas, semelhante ao estudo
desenvolvido por Anjos et al. (2009), que inocularam 250 isolados
em uma série internacional de diferenciadoras de arroz e encontraram
45 racas. Nunes et al. (2014) avaliando a viruléncia de 36 isolados de
P. oryzae, coletados em 18 cultivares de arroz irrigado, em quatro
municipios do Rio Grande do Sul, identificaram a presenca de 21
ragas. Neste mesmo trabalho, o gene Pi-2, presente na linhagem
C101-AS51, conferiu resisténcia a todos os isolados de brusone

analisados.
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Os isolados de invasoras inoculados em plantulas de trigo
e cevada apresentaram maior diversidade fenotipica, quando
comparados com os isolados de trigo. Nesta popula¢do, foram
identificados 19 grupos de viruléncia ou raciais, representados de Al
até S1. A raca que ocorreu em maior frequéncia foi a L1, com 36,2%,
este grupo foi representado por reacdes de resisténcia nos genotipos
BRS 229, BRS Buriti, Renan e BRS 234 (Tabela 6). A raga Al foi a
Unica que apresentou viruléncia a todos os genétipos da série
diferenciadora de ragas. Este grupo foi composto por trés isolados de
braquiaria (Urochloa plantaginea (Link.) Webster.) e um de capim-
sudao (Sorghum sudanense (Piper.) Stapf.) ocorrendo com frequéncia
de 6,9%. Estes resultados confirmaram que braquidria, juntamente
com capim-suddo, podem ser espécies importantes no ciclo biologico
do fungo em lavouras de trigo no sul do Brasil, podendo ser fonte de
variabilidade. A influencia de isolados de hospedeiros alternativos, na
variabilidade de P. oryzae do trigo, foi mencionada em trabalhos
anteriores, espécies como, braquiaria e capim rabo de raposa (Setaria
geniculata(Lam.) Beauv.), demonstraram capacidade de recombinagéo
sexual e/ou formagdo de drgaos sexuais férteis, quando cruzados com
isolados oriundos de plantas de trigo (BRUNO & URASHIMA,
2001). Além das ragcas A e Al que apresentaram as mesmas reagdes,
ou seja, foram virulentas em toda a série diferenciadora de ragas,
sendo caracterizadas como as mais agressivas, as ragas [ e [1,J e JI, K
e KI, L e LI, M e MI e também as racas Q e Ql foram
correspondentes em suas reagdes. Tanto para os isolados de trigo
como para os de invasoras, as racas L e L1 apresentaram maior

frequéncia, para este critério de classificagdo. Estes resultados
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indicaram a existéncia de uma similaridade entre racas de P. oryzae do
trigo e espécies invasoras.

Em relagdo as inoculagdes em espigas destacadas, o teste
de espectro de viruléncia, agrupou os isolados de invasoras em 14
racas, representadas de A1’ até N1°. O grupo A1’ apresentou a maior
frequéncia 74,2%, este grupo representou reagdes suscetiveis em toda
a série diferenciadora de racas, seguido do grupo F1’ com 4,8%
(Tabela 6). Entre os isolados de invasoras utilizados nestes ensaios,
algumas espécies como: (braquiaria (1)), capim pé-de-galinha
(Eleusine indica (L.) Gaertn. (1)), capim amargoso (Elionurus
candidus (Trin.) Hack. (1)), capim carrapicho (Cenchrus echinatus L.
(7)), capim de rodes (Chloris spp. (1)) e milha (Digitaria sanguinalis
(L.) Scop., (7)) ndo apresentaram esporulagdo suficiente, o que
impossibilitou sua utiliza¢ao nas inoculagdes. Além disso, verificou-se
a presenca de isolados ndo patogénicos, tanto em plantulas como em
espigas destacas, entre estes estdo isolados das espécies capim
amargoso (1), milhd (1), ND (1), aveia (Avena sativa L. (2)),
braquiaria (3), capim arroz (Echinochloa spp. (1)), capim colonido
(Panicum maximum L. (2)) e capim carrapicho (2). As respostas dos
isolados de invasoras, tanto nas reagdes em plantulas como em espigas
destacadas, indica que os mesmos ndo apresentam um padrdao de
patogenicidade, em fun¢do dos hospedeiros de onde foram isolados.
Isso devido a diferenga de patogenicidade entre os isolados de cada
espécie invasora, como por exemplo, os de braquiaria, que dentre
todos os isolados obtidos desta espécie, trés ndo foram patogénicos a
nenhum componente da série diferenciadora de ragas. Corroborando

com estes resultados, estudos realizados anteriormente relatam estas
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diferencas em testes de viruléncia para isolados oriundos da mesma
espécie hospedeira, enquanto Zellerhoff et al. (2006) utilizando
linhagens de cevada relataram que quase todas foram altamente
resistentes a inocula¢des com isolados em P. grisea (Digitaria spp.)
Hyon et al. (2012) encontraram respostas diferenciais, quando
utilizaram dois isolados oriundos de milha inoculados em gendtipos
de cevada.

A distribuicdo dos grupos de viruléncia de espigas
destacadas indicou no Parana (19 isolados testados) a presenca da raca
A (em maior proporcao), B e E; no Mato Grosso do Sul (34 isolados)
asragas A, D, E, F, G, J, K, L (em maior propor¢ao), M, N e P; no Rio
Grande do Sul (15 isolados) as racas A, B, C, F, H, J, L (em maior
proporcao) e Q; em Minas Gerais (25 isolados) as ragas A, D, F, J, L
(em maior propor¢ao), M, O e P; em Goias (28 isolados) as ragas A,
D, F, H, J, L (em maior propor¢ao), M; em Sao Paulo (6 isolados) as
ragas L (em maior proporcao) e E; e no Distrito Federal (17 isolados)
as racas H, I, J e L (em maior propor¢ao) (Figura 1). Em Sao Paulo e
Distrito Federal nao houve a presenca da raga A, que foi virulenta em
todos os genotipos da série diferenciadora de raga. Em Mato Grosso
do Sul houve maior diversidade de ragas. Observou-se, na distribui¢cao
das racas, onde ocorre os maiores problemas com a brusone em trigo,
houve a presenca da raca A que causou reacdes suscetiveis em toda a
série diferenciadora de ragas. Urashima et al. (2004) estudando a
viruléncia de isolados de P. oryzae do trigo, na fase de plantula, em
populagdes oriundas dos estados do Paranad (35 isolados) e Mato
Grosso do Sul (37 isolados), descreveram a existéncia de padrdes

distintos de viruléncia. No Parana foram descritos 25 patotipos € no
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Figura 1- Distribui¢do dos grupos de viruléncia de Pyricularia
oryzae, inoculados em plantulas de trigo e cevada no
Parana (19 isolados), Mato Grosso do Sul (34 isolados),
Rio Grande do Sul (15 isolados), Minas Gerais (25
isolados), Goias (28 isolados), Sao Paulo (6 isolados) e
Distrito Federal (17 isolados). As letras maiusculas no
eixo-y, representam os diferentes grupos de viruléncia e
as barras escuras do eixo-x representam a proporcao de
cada grupo de viruléncia em cada estado. Passo Fundo-
RS, 2015.

Mato Grosso do Sul foram descritos 30. Neste mesmo trabalho, os
resultados indicaram a presenca de isolados com capacidade para
causar doenca em todos os gendtipos de trigo, assemelhando-se com

os encontrados no presente trabalho. Estas diferencas (genéticas ou
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fenotipicas) entre as populagdes de P. oryzae, podem ocorrer tanto
geograficamente como temporalmente (CHEN et al., 1995).

A distribui¢do dos grupos de viruléncia identificados pelas
inoculagdes em espigas destacas, indicou a presenga da raca A’ como
predominante no estado Parand, no estado do Mato Grosso do Sul as
racas A’ e B’, no Rio Grande do Sul as racas A’, B’, C’ ¢ D’, em
Minas Gerais as racas A’, B’ ¢ C’, em Goias as racas A’, B’ ¢ D’, em
Sao Paulo as racas A’ e B’ e no Distrito Federal as ragas A’ ¢ B’
(Figura 2). A presenca de diversidade entre a populagcdo amostrada foi
observada em quase todos os estados, por exemplo, SP de onde foi
testado seis isolados apresentou diversidade igual a apresentada no
DF, do qual foi testado 17 isolados. Estes resultados indicaram que a
raca A’, caracterizada como a mais agressiva nos experimentos, pois
foi virulenta em toda a série diferenciadora de ragas, esteve presente
em todos os estados produtores de trigo no Brasil. No Parana,
predominaram as racas mais agressivas, sem controle de possiveis
genes R presentes na série diferenciadora de ragas. Nesse estado, o
cultivo de trigo € intenso, continuo e tradicional, e foi onde ocorreu o
primeiro relato da brusone em trigo no Brasil, municipio de Londrina,
em meados da década de 1980. A partir dessa data, a ocorréncia da
doenga tornou-se comum neste estado. Em relacdo ao Rio Grande do
Sul, a ocorréncia da brusone em trigo ¢ esporadica e os resultados
mostraram que predominaram ragas menos agressivas que conseguem
dominar as 4reas em relacdo as ragas mais agressivas. O estudo da
estrutura genética das populacdes do agente causal da brusone parece
ser necessario para definir estratégias eficientes de controle da doenga.

Em arroz, a eficiéncia do controle da brusone com o uso de gendtipos
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resistentes, muitas vezes apresenta-se limitado devido a superacao da
resisténcia de novos genotipos, quando utilizados em condicdes de
cultivo comercial (SILVA et al., 2007). Estas falhas no controle
genético em arroz foram atribuidas ao desenvolvimento de novas
racas na natureza, a multiplicacdo expressiva de isolados virulentos,
expansdo da area plantada, ocorréncia em alto grau de mutagdes em
isolados avirulentos, e falha nos programas de melhoramento pela
exposicao inadequada dos genotipos ao patégeno (BONMAN et al.,
1992; CORREA-VICTORIA & ZEIGLER, 1993; KIYOSAWA,
1982; SILVA et al., 2007). Neste sentido, o conhecimento das ragas
que formam a estrutura populacional de P. oryzae em uma regido ¢ de
extrema importancia, e pode auxiliar no desenvolvimento de
genodtipos de trigo resistentes a brusone, e possibilita também, indicar
para os programas de melhoramento regides que possam representar
significativamente toda a estrutura populacional deste patdgeno,
possibilitando a exposi¢do correta destes gendtipos durante as fases de

selecdo a diversas racas.
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Figura 2- Distribui¢do dos grupos de viruléncia de Pyricularia oryzae,
inoculados em espigas destacadas de trigo e cevada no
Parana (19 isolados), Mato Grosso do Sul (34 isolados), Rio
Grande do Sul (15 isolados), Minas Gerais ( 25 isolados),
Goias (28 isolados), Sao Paulo (6 isolados) e Distrito
Federal (17 isolados). As letras maitsculas no eixo-y,
representam os diferentes grupos de viruléncia e as barras
escuras do eixo-x representam a proporcao de cada grupo de
viruléncia em cada estado. Passo Fundo-RS, 2015.

O presente trabalho possibilitou conhecer a variabilidade
de isolados de P. oryzae do trigo e a relagdo destes com isolados que
infectam diferentes espécies de hospedeiros, estes representados
principalmente por plantas invasoras da familia Poaceae. Neste caso, o

desenvolvimento de estratégias de manejo eficientes para o controle
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da brusone na cultura do trigo e que agridam o minimo possivel o
meio ambiente, deverda levar em consideracio a similaridade
(representada pelo espectro de viruléncia), entre isolados de P. oryzae
do trigo e espécies invasoras, que conseguem infectar e produzir
sintomas em plantas de diversos gendtipos de trigo. Devido a alta
variabilidade apresentada pelos isolados de P. oryzae no presente
trabalho, faz-se necessario um monitoramento constante das

populagdes que infectam trigo e poédceas invasoras.
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4 CONCLUSOES

a) O espectro de viruléncia apresentado pelos isolados amostrados
caracteriza a popula¢do com um grau elevado de variabilidade.

b) A similaridade entre isolados de braquiaria e capim suddo com
isolados do trigo, em termos de viruléncia, ¢ indicativo relevante da
influéncia que hospedeiros alternativos exercem sobre o
desenvolvimento da brusone do trigo no Brasil.

¢) O fator local exerce influéncia na viruléncia dos isolados obtidos de
espigas de trigo.

d) A linhagem de cevada PFC 2010123, e os cultivares de trigo,
Anahuac 75, BR 18, BR 24, BRS 220, BRS 229, BRS 234, MGS 3
Brilhante, BRS Buriti, CNT 8 e Renan sdo eficientes como

diferenciadores de racas do patogeno.



CAPITULO Il

MONITORAMENTO DE CONIDIOS DE Pyricularia oryzae DO
TRIGO E INCIDENCIA DA BRUSONE EM PASSO FUNDO,
R10O GRANDE DO SUL

ANDERSON LUIZ DURANTE DANELLI*

RESUMO - O fungo Pyricularia oryzae agente causal da brusone do
trigo, produz conidios hialinos, secos e leves que podem ser
removidos das lesdes esporulativas pelo vento, e transportados a
longas distancias. Foram conduzidos experimentos com o objetivo de
determinar a relacao de propagulos de P. oryzae disseminados pelo ar
e variaveis meteorologicas, ¢ ainda verificar a ocorréncia da brusone
do trigo em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil. No periodo entre
2 de fevereiro de 2013 e 7 de junho de 2014, foi monitorado o nimero
de conidios de P. oryzae no ar, com o auxilio de armadilha coletora de
esporos ¢ laminas de vidro untadas com vaselina. Neste periodo,
foram registradas de hora em hora algumas varidveis climaticas,
presentes durante a captura dos esporos. Os dados foram explorados
através do uso de arvores de classificagdo, e relagdes entre preditores a
base de variaveis climaticas e numero de conidios capturados dia™.
Para verificar a ocorréncia da doenga, foram semeados no campo dois
gendtipos de trigo, BRS 179 e BRS 296, e quantificada a incidéncia

em espigas. Foi verificada a presenga de um fluxo de conidios de P.

' Eng. Agr., doutorando do Programa de Pés Graduagio em Agronomia (PPGAgro)
da FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Fitopatologia.
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oryzae em Passo Fundo, Rio Grande do Sul. Os preditores mais fortes
foram umidade relativa do ar média, temperatura média didria,
precipitagdo menor que 5 mm dia’ e numeros de horas em que a
temperatura estava entre 15 e 35 °C e umidade relativa do ar > 93%.
Entre os meses de janeiro e margo foi verificada a ocorréncia por

infec¢do natural da brusone do trigo em Passo Fundo, RS.

Palavras-chaves: Triticum aestivum, fatores climaticos, modelos

preditivos.

MONITORING Pyricularia oryzae CONIDIA OF WHEAT AND
INCIDENCE OF BLAST IN PASSO FUNDO, RIO GRANDE DO
SUL

ABSTRACT - The fungus Pyricularia oryzae causal agent of wheat
blast, produces light, dry hyaline conidia that can be removed, by the
wind, from sporulating lesions and transported over long distances.
Experiments were performed in order to determine the rate of airborne
P. oryzae propagules and meteorological variables, and also to verify
the occurrence of wheat blast in Passo Fundo, Rio Grande do Sul,
Brazil. Between February 2“d, 2013 and June 7th, 2014, it was
monitored the number of P. oryzae conidia in the air, using collecting
spore trap and glass slides smeared with vaseline. During this period,
some climate variables were hourly recorded during the capture of the
spores. The data was explored by using classification trees, and

relationship between climate variables based predictors and the
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number of conidia captured per day. To check the occurrence of the
disease, it two wheat genotypes, were sown in the field BRS 179 and
BRS 296, and the incidence in the heads quantified. It was verified the
presence of a conidia flow P. oryzae in Passo Fundo, Rio Grande do
Sul. The strongest predictors were average relative humidity, daily
mean temperature, precipitation inferior to 5 mm day "' and numbers
of hours in which the temperature was between 15 and 35 °C and
relative humidity >93%. Between the months of January and March,
by natural infection of wheat blast in Passo Fundo, RS, was reported

to occur.

Key words: Triticum aestivum, climatic factors, predictive models.
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1 INTRODUCAO

O fungo Pyricularia oryzae (Cavara) é o agente causal da
brusone em trigo (COUCH et al., 2005). Este patogeno apresenta
uma ampla gama de hospedeiros, podendo ser encontrado em
inumeras plantas, principalmente espécies da familia Poaceae, como
cevada (Hordeum vulgare L.) (ANJOS & CHARCHAR, 2000),
azévem perene (Lolium perenne L.) (LANDSCHOOT & HOYLAND,
1992), capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach.) e milheto
(P. glaucum (L.) R. Br.) (VERZIGNASSI, 2013), entre outros.

As infec¢des do patdégeno podem ocorrer em todos os
orgdos da parte aérea da planta de trigo, entretanto, esta doenca
tornou-se importante ao trigo, devido aos danos causados pelas
infeccdes nas espigas. O desenvolvimento de sementes chochas
decorre do impedimento do enchimento dos graos pelo
estrangulamento na raquis (BOCKUS et al., 2013). Os sintomas nas
folhas variam de lesdes verde-cinza com bordas delimitadas de
coloragdo verde-escura, a castanho-amarelado que se tornam
necréticas dependendo da idade da lesao (DEBONA et al., 2012). Os
conidios podem ser produzidos em toda a parte drea da planta
(IGARASHI, 1988). Uma lesao de P. oryzae do arroz em inoculagdo
em laboratério pode produzir de 2.000 a 6.000 conidios por dia
mantendo-se viavel por aproximadamente duas semanas (OU, 1985).

O patogeno produz conidios hialinos, com dois a trés
septos, estes sdo aderidos ao conidiéforo por meio de uma célula e,
quando maduros, a célula se divide em duas, liberando o conidio

(PURCHIO & MUCHOVEJ], 1994). O formato ¢ piriforme, com
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comprimento variando de 12,5-30,0 um e largura variando de 5,0-12,5
um (VERZIGNASSI, 2013). As condi¢cdes ambientais requeridas a
infeccdo sdo temperaturas entre 15 a 30 °C e 15 a 40 horas de
molhamento (CARDOSO et al.,, 2008). Segundo Castejon-Mufioz
(2008) em arroz, o acréscimo de 1 °C durante desenvolvimento da
cultura proporcionou o aumento da intensidade da doenga. A producdo
de conidios ¢ favorecida com umidade relativa do ar >90% e
temperatura em torno de 28 °C (ALVES & FERNANDES, 2006). Os
conidios sdao secos, leves e podem ser removidos das lesdes
esporulativas pelo vento, sendo transportados a longas distancias. A
liberacdo e o transporte ocorrem durante a noite, atinge o maximo
entre 24 h e 6 h, com umidade relativa do ar alta (100%) e
temperaturas em torno de 22 °C (WEBSTER & GUNELL, 1992;
ESPINOZA & SHOHARA, 2003). A disseminagdo aérea ¢
considerada o meio mais importante de transporte, sendo que a
distancia de transporte de P. oryzae pode ser de at¢ 1.000 metros a
partir de um campo infectado (URASHIMA et al., 2007).

Nesse sentido, trabalhos desenvolvidos em arroz
demonstraram que a concentracdo de conidios aerotransportados, esta
relacionada com condigdes climaticas, indicando um fator de risco
para infeccdes e desenvolvimento de epidemias (PICCO &
RODOLFI, 2002; PICCO et al., 2004 ). Assim, o desenvolvimento de
estratégias de manejo, para a brusone do trigo deve levar em
consideracdo a dindmica aéreo populacional do patégeno.

Para a cultura do arroz existe volume considerado de
informacdes sobre a epidemiologia e dispersdo de propagulos de P.

oryzae, e¢ os fatores que governam esses processos (SILVA &
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PRABHU, 2005; CASTEJON-MUNOZ, 2008), entretanto, para a
cultura do trigo este tipo de estudo ¢ quase que inexistente (ALVES &
FERNADES, 2006; URASHIMA et al., 2007).

Os objetivos do trabalho foram determinar a relagdo de
propagulos de P. oryzae disseminados pelo ar e variaveis
meteoroldgicas e verificar a sua ocorréncia da brusone do trigo em

Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de estudo

As atividades relativas aos experimentos relacionados
foram realizadas nas instalagdes da Embrapa Trigo, Passo Fundo, Rio

Grande do Sul (28°13'37.22" S, 52°2423.09" W, altitude 684 m).

2.2 Captura de conidios

O monitoramento de conidios de P. oryzae, foi realizado
entre 2 de fevereiro de 2013 e 7 de junho de 2014. Para a captura e
quantificagdo dos conidios de P. oryzae no ar, foi utilizado a um
coletor de esporos tipo cata-vento (REIS & SANTOS, 1985),
posicionado 1,50 m acima do nivel do solo. Foi utilizado como
superficie coletora uma lamina de microscopio (7,5 x 2,5 cm), untada
com solu¢cdo de vaselina sélida (Rioquimica). As laminas foram
posicionadas contra o vento em angulo de 45°, sendo substituidas a

cada 24 horas a partir das 9.

2.2.1 AvaliacOes

Durante o monitoramento dos conidios, as variaveis
climaticas, como temperatura, umidade relativa do ar, vento, radiagdo
solar, temperatura do ponto de orvalho e precipitacdo foram
registradas a cada hora com o auxilio de uma mini-estagdo

meteoroldgica (Watch-Dog model 450). A identificagdo e
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quantificagdo dos conidios de P. oryzae, foram realizadas por
contagem de varredura nas laminas de microscopio 7,5 x 2,5 cm, com
duas laminulas de 18 x 18 mm, em um microscépio otico (Nikon

Eclipse E 200) em objetiva de 40x.

2.3 Genotipos e épocas de semeadura

Para a avaliagdo da intensidade da doenca em Passo
Fundo, RS, foram realizados experimentos de campo durante os anos
de 2012, 2013 e 2014. Para verificar a ocorréncia de brusone foram
utilizados dois genotipos de trigo, BRS 179 e BRS 296, semeados em
seis épocas de semeadura. No primeiro experimento, a semeadura
ocorreu em 10/11/2012, 20/11/2012, 30/11/2012, 10/12/2012,
15/01/2013 e 03/01/2013. No segundo experimento, a semeadura
ocorreu 13/11/2013, 21/11/2013, 30/11/2013, 14/12/2013, 10/01/2014
e 20/01/2014. Foram semeadas 65 sementes/m, com trés linhas por
parcela de um metro de comprimento e espagamento de 0,20 m entre
linhas. Na bordadura, foi utilizado o genoétipo BRS 208. O ensaio
recebeu irrigacdo durante a noite, foram utilizados seis ciclos de
fornecimento de dgua as parcelas dos experimentos, com duracdo de
cinco minutos cada um, totalizando uma precipitagio de 2 mm de

agua em cada ciclo.

2.3.1 AvaliacOes

Para quantificagao da intensidade da doenga foi utilizado o

método de incidéncia em espigas. Incidéncia foi considerada a
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propor¢ao de individuos ou de 6rgados (espigas) atacados pela doenca
manifestando sintomas e ou sinais (NUTTER Jr. et al., 1993). Para
avaliar a incidéncia da doenca em espigas, foram retiradas 100 espigas
ao acaso por linha, quantificando o nimero total de espigas (NTE),
separando-se aquelas que apresentavam sintomas visiveis (NTD), e
entdo calculada a incidéncia em espigas IE= (NTD/NTE) X 100). A
coleta das espigas para avaliacdo foi realizada no momento de maior

contraste, entre espigas sadias e doentes.

2.4 Estatistica

Os conjuntos de dados meteoroldgicos de hora em hora e a
contagem diaria de conidios semelhantes a P. oryzae foram usadas
para explorar a relagdo entre o nuimero diario de conidios e as
variaveis climaticas. A exploragdo dos dados baseou-se em preditores
a base do tempo, wpre.5, wpre.d, wpre.3, wpre.2 e wpre.l,
desenvolvidos em estudos anteriores (SHAH et al., 2014; SHAH et al.,
2013). Alguns preditores foram resumos simples, como a precipitagao
total por dia, outros levaram em consideragdo duas condigdes-alvo a
serem cumpridas simultaneamente, como o numero de horas com
temperaturas entre 15 °C e 35 °C e com umidade relativa do ar >93%,
0 que representa temperaturas relativamente quentes combinadas com
alta umidade relativa do ar. Para selecionar os preditores mais
importantes a base de condi¢des climaticas, foi utilizado o método da
arvore de classificagdo. Para modelar o numero de conidios foi
utilizado uma regressdo binomial negativa inflada de zeros e para

verificar a presenga ou auséncia de conidios P. oryzae, em um
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determinado dia, foi utilizado um modelo de regressao logistica. Os
dados de incidéncia foram representados em graficos de forma
simples. Toda a andlise exploratéria dos dados foi realizada utilizando

uma linguagem R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de monitoramento dos conidios de P.
oryzae, foram quantificados 240 conidios caracteristicos de P. oryzae,
sendo que a concentracdo média durante os 492 dias de coleta foi 0,49
conidio dia’. O maior nimero de propagulos de P. oryzae, 48
conidios, foi quantificado no dia 10/03/2013. O monitoramento das
condigdes meteoroldgicas, durante o desenvolvimento dos
experimentos, possibilitou visualizar de forma simples os conidios
quantificados, conforme cada varidvel climatica (Figura 1). A
plotagem dos conidios de P. oryzae com a temperatura, monitorada
durante o periodo de coleta indicou uma concentragdo maior de
propagulos entre as temperaturas de 15 a 25 °C, com um pico de
conidios capturados em temperaturas proximas a 20 °C (Figura 1A).
Na precipitagdo pluvial acumulada (mm) por dia como variavel
independente, a dispersdo de conidios ocorreu entre 0 e 80 mm, mas
com um acimulo maior de propagulos quando as precipitacdes foram
menores que 5 mm (Figura 1B). A umidade relativa do ar durante a
captura dos conidios variou de 40 a 100%, abaixo disso, ndo foi
verificado a presenga de propagulos nas laminas avaliadas, sendo que
o pico ocorreu entre 80 e 90% de UR (Figura 1C). A maior
concentracdo de propagulos ocorreu durante os primeiros meses do
ano (Figura 1D). Segundo Reis (2004), a UR e a temperatura sao
consideradas fatores climaticos essenciais para o desenvolvimento das
relagdes patdgeno-hospedeiro. Neste caso, a UR ¢ considerada um
fator climatico essencial ao desenvolvimento das epidemias, ¢ a

temperatura funciona como um catalizador bioldgico, atuando nos
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processos de infeccao e reproducao do patogeno. Além dos fatores
meteoroldgicos, a dispersdo dos propagulos de algumas espécies de
fungos ¢ influenciada pela estagdo do ano, situacdo geografica,
distancia das fontes de inoculo e tipo de vegetacdo predominante na
regido de estudo (URASHIMA et al, 2007; STEPALSKA &
WOLEK, 2009; KUDO et al., 2011).

Em arroz, o estudo da concentracdo de conidios de P.
oryzae no ar e os fatores meteorologicos que influenciam sua
dispersdo, sdo considerados bons indicadores do risco de infec¢do
(PICCO & RODOLFI, 2002; PICCO et al., 2004; BILONI et al.,
2006). Modelos desenvolvidos com o uso destes tipos de variaveis sao
denominados de sistemas “preditivos” ou “previsores” de doengas.
Neste sentido, o estudo dos fatores responsaveis por influenciar a
aerobiologia de conidios pode ser de grande importancia, para
entender os processos € 0s mecanismos que favorecem a disseminagao

dos propagulos deste patogeno (DEL PONTE et al., 2004).
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Com os dados obtidos foi introduzida uma nova variavel,
neste caso, o nimero acumulado de horas com temperaturas entre 15 e
35 °C e com UR>93%, esta variavel foi expressa pela sigla CB 1. Para
selecionar os preditores a base de condi¢des climaticas, foi utilizado o
método da arvore de classificagdo, para o nimero de conidios (Figura
2). Este método de classificacdo permitiu verificar e descrever
associacdes entre variaveis dependentes, neste caso, a quantificacao de
conidios e independentes ou explicativas, implicitamente
considerando possiveis interacdoes. Nesse tipo de teste, variaveis
numéricas ou categoricas, podem ser analisadas simultaneamente e o
proprio algoritmo de inducdo se encarrega de selecionar as de maior
importancia (MEIRA et al., 2008). No presente estudo, a associacio
mais forte ocorreu entre a contagem de conidios e a variavel CBI1,
indicando que o nimero de horas em que a temperatura ficou na faixa
entre 15 — 35 °C com UR>93% favoreceu a liberagdo e dispersdo de
conidios de P. oryzae (Figura 2). Associacdes menos importantes
foram encontradas com as varidveis, precipitagdo > 1,2 mm e
UR<85%, quando relacionadas isoladamente com o nimero de
conidios capturados (Figura 2). Segundo Castejon-Muioz (2008), em
experimentos para verificar a influencia das condic¢des climaticas, na
concentracdo de conidios de P. oryzae no ar, e o desenvolvimento da
doenga em arroz na Espanha, com UR em torno de 95% e temperatura
média entre 26 e 27 °C, a liberacdo dos conidios e a infeccdo foram
favorecidas. A precipita¢do pluvial, temperaturas entre 24 e 28 °C, UR
acima de 90% e longos periodos de orvalho, no minimo 15 horas, sdo
apontadas como condigdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento

da brusone em trigo (LIMA, 2004). A 4gua da chuva em grande
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quantidade (acima de 3,5 mm/dia), tem a capacidade de reduzir o
nimero de conidios presentes nas lesdes das plantas. Este processo
natural ¢ ocasionado pela for¢ca das precipitagdes sobre os
conididforos que acabam liberando os conidios e reduzindo a
quantidade de indculo, e com isso afetando a disseminacgdo (KIM,

1994).

CIB 1<5,5
|
Precipitagdo >=1,2
0,3604
n= 394
UR <|85,8
1,552
n=67
2,773 20,22
n=22 n=9

Figura 2 - Arvore de classificagdo para prevaléncia de numero de
conidios. Passo Fundo-RS, 2015.

Em relacdo ao numero de conidios capturados por dia, se

observou um excesso de dias com contagem de zeros (Figura 3), ou
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seja, nestes dias ndo foi observado a presenga de conidios nas laminas
avaliadas. Este fato possibilitou o uso do teste de regressdo binomial
negativa inflada de zeros, para modelar o nimero de conidios. Esta
metodologia estatistica ¢ indicada no caso de variaveis de contagem,
com numeros excessivos de zeros e de dados em que a variancia nao ¢
superior & média. Nesse caso, a metodologia sugere que o excesso de
zeros ¢ gerado por um processo separado a partir dos valores de
contagem e podem ser modelado de forma independente. Neste caso,
supde-se que o excesso de zeros, pode ter sido ocasionado pelos
periodos do ano sem a presenca de nenhum outro hospedeiro ou com
baixa densidade de hospedeiros e auséncia de condigdes climéaticas
ideais.

O modelo utilizado possibilitou estimar o namero
esperado de conidios capturados por diferentes combinagdes dos
preditores a base de condi¢cdes ambientais (Figura 4). Neste caso, o
modelo estimou um maior nimero de conidios capturados com
precipitagdes abaixo de 5 mm e com uma menor exigéncia de numero
de horas de favorabilidade dia, ou seja, o numero de horas em que a
temperatura estava entre 15 e 35 °C e UR>93%. Com precipitagdes
maiores que 5 mm, o nimero de horas de favorabilidade dia™ foi
maior, e por consequéncia a estimativa do numero de conidios
capturados foi menor. A disseminacdo de conidios de P. oryzae, ¢
considerada um fendmeno comum e importante fator de dispersao da
doenca (URASHIMA et al., 2007). O conhecimento das condicdes
ambientais que favorecem este processo sdo extremamente
importantes para definir estratégicas de manejo eficientes, neste

sentido, Silva & Prabhu (2005) verificaram a existéncia de relacao
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Figura 3 - Precipitagdo pluvial e frequéncia de conidios de Pyricularia
oryzae capturados por dia, entre 2 fevereiro de 2013 e 7 de
junho de 2014, Passo Fundo-RS, 2015.

inversa entre a precipitagdo pluvial e a captura de conidios, Alves &
Fernandes (2006), verificando e comparando o efeito de fatores
ambientais na producdo de conidios de P. oryzae do trigo, em
condi¢des controladas e ao ar livre, observaram que em ambas as
situagdes no momento em que a temperatura se manteve proxima a 28
°C e a UR entre 95 e 100% ocorreu uma a maximiza¢do da produgdo

de esporos. Na Espanha, o monitoramento de conidios de P. oryzae,
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durante duas safras, em diferentes regides, indicou a presenca de picos
de propagulos deste patogeno, quando a UR foi em torno de 95% e as
temperaturas médias foram acima de 26 °C (CASTEJON-MUNOZ,
2008). Segundo Goulart et al. (2007), a incidéncia e a severidade da
doenga variam em funcdo das condi¢des climaticas durante o
desenvolvimento da cultura. Nesse mesmo trabalho, os autores
avaliando os danos da infeccdo natural da brusone em diferentes
gendtipos e linhagem de trigo, em Dourados-MS, descreveram que o
maior numero de periodos criticos (tempo em horas da duracdo do
periodo de molhamento continuo (hm) da superficie da planta a uma
dada temperatura média (PC = hm x T) que resulte no estabelecimento
de uma relagdo parasitaria estavel), favoreceu o desenvolvimento da
doenga nas espigas. Cardoso et al. (2008), buscando interagdes entre a
infeccao de P. oryzae em trigo e diferentes condigdes climaticas,
descreveram que a intensidade da doenga foi favorecida com
temperatura de 25 °C e com um periodo de molhamento das espigas
de 40 horas. Nesse trabalho, os autores desenvolveram um modelo
climatico em fungdo da temperatura e da duragcao do molhamento das
espigas que auxiliou na estimativa de periodos criticos para prever a

infeccdo da brusone em espigas de trigo.
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Figura 4- Modelo binomial negativo inflado de zero, montado com
contagens diarias de conidios de Pyricularia oryzae,
capturados entre 2 de fevereiro de 2013 e 7 de junho de
2014, em Passo Fundo, RS, Brasil. Os preditores a base de
tempo foram precipitagdo total por dia e o numero de
horas em que a temperatura estava entre 15 e 35 °C e
umidade relativa do ar > 93%. Passo Fundo-RS, 2015.

Para verificar a presenca ou auséncia de conidios P.
oryzae, por dia, foi utilizado um modelo de regressao logistica, com os

dados coletados durante 2 fevereiro de 2013 e 7 de junho de 2014. Os
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preditores a base de condi¢des climaticas foram precipitagdo total por
dia e o nimero de horas em que a temperatura estava na gama entre 15
a 35 °C e UR>93%. A transformagdo binaria foi definida como 1
quando o niimero de conidios foi superior a 3 e zero caso contrario. A
area sob a curva (ASC), que reflete o indice de precisao do modelo,
foi de 73%, com intervalo de confianca de 62,7-81,4% (Figura 5).
Nesse caso, quanto maior for a area sob a curva melhor serd a forca de
predicao que o modelo apresentou, neste caso, 0 ASC indicou uma
boa capacidade de precisdo. Shah et al. (2013), com o objetivo de
identificar janelas de varidveis climaticas na pré e pos-antese para
prever epidemias de giberela nos Estados Unidos, desenvolveram 15
preditores baseados em condi¢des climaticas, destes, 14 apresentaram
associacdo com UR e somente um com precipitagdo. Através do uso
de arvores regressao para modelar epidemias de giberela nos Estados
Unidos, foram encontradas preditores com associagdes fortes com UR,
temperatura e o nimero de horas em que a temperatura estava entre 9
e 30 °C e com UR>90%, sendo que as ASC nos modelos
desenvolvidos variaram de 82% a 91% (SHAH et al., 2014). Quando a

UR ultrapassava 70%, aumentava o risco previsto de epidemia.
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Figura 5- Curva ROC para o modelo de regressdo logistica. A area
sob a curva foi de 73% (IC= 62,7-81,4%), Passo Fundo-
RS, 2015.

Confirmou-se a existéncia de um fluxo de liberacdo de
esporos P. oryzae, principalmente, entre o periodo de dezembro a
abril, com densidade capaz de infectar genotipos de trigo na regido de
Passo Fundo, RS. Esse fato foi comprovado pela incidéncia da
brusone, encontrada em espigas de trigo nos periodos de cultivo de
2012/2013 e 2013/2014. Entretanto, estes experimentos foram
prejudicados nos dois anos de avaliagdo, isso devido a ocorréncia de
giberela [Gibberella zeae (Schw.) Petch.] durante o periodo de
desenvolvimento dos ensaios, o que impossibilitou a identifica¢do do
agente causal em algumas épocas. Na estacdo de cultivo 2012/2013,

na primeira época os genodtipos BRS 179 e BRS 296, apresentaram 19
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e 36,7% de incidéncia, respectivamente (Figura 6). Na segunda época
o gendtipo BRS 179 apresentou 33,3% de incidéncia e o gendtipo
BRS 296 apresentou 55%. Em ambas as épocas, o gendtipo BRS 296
apresentou a maiores incidéncias (Figura 6). Na estacdo de cultivo
2013/2014 foram avaliadas trés épocas de semeadura, os valores de
incidéncia foram menores quando comparados com o ano anterior, na
primeira época o genotipo BRS 179 apresentou 8,7% de incidéncia e o
genotipo BRS 296 apresentou 10,1%, na segunda €poca o gendtipo
BRS 179 apresentou 9,3% e no genodtipo BRS 296 foi verificado uma
incidéncia de 9,9%. Somente na terceira época, os valores de
incidéncia se inverteram, ou seja, o gendtipo BRS 179 apresentou
maior incidéncia em 11,3%, ao contrario do gendtipo BRS 296, no
qual, foi verificado 7,8% (Figura 6). As maiores incidéncia em
espigas, encontradas no periodo de 2012/2013, podem ser explicadas
pela concentragao de conidios durante o desenvolvimento das plantas,
principalmente na fase de espigamento. Entre os meses de fevereiro a
maio de 2013 o numero de conidios capturados foi de 161, vale
salientar que nesse periodo, também houve o maior pico de esporos
registrado durante todo o experimento. Entretanto, no ano seguinte,
em 2014 o numero total de conidios capturados durante este mesmo
periodo foi de apenas 43, bem abaixo do que foi encontrado no ano
anterior. O maior fluxo de conidios durante o primeiro ensaio se
refletiu em uma maior incidéncia nas espigas dos gendtipos avaliados.
A brusone do trigo foi detectada pela primeira vez no RS, em
condi¢des naturais, no final da década de 80 (PICININI &
FERNANDES, 1990), desde entdo, sua ocorréncia tornou-se

esporadica no estado.
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Figura 6- Incidéncia de brusone do trigo em espigas, causada por
Pyricularia oryzae, nos gendtipos BRS 179 ¢ BRS 296 em
diferentes épocas de cultivo, em Passo Fundo-RS, 2015.

Os resultados encontrados no presente trabalho sao
importantes para definir estratégias de manejo adequadas para a

brusone do trigo no Brasil, mesmo que o trabalho tenha sido realizado
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em Passo Fundo, municipio do RS, onde a ocorréncia desta doenca ¢
esporadica. Os dados levantados podem auxiliar no desenvolvimento
de modelos de previsdo da doenca para outros estados, onde os danos
sdo mais significativos e as condi¢des ambientais sejam favoraveis
para ao desenvolvimento epidemias. Entretanto, para que isso ocorra ¢
necessario monitorar o fluxo de conidios de P. oryzae no ar em
diferentes locais e os fatores climaticos relacionados a sua

disseminagao.
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4 CONCLUSOES

a) O fluxo aéreo de propagulos de Pyricularia oryzae, em Passo
Fundo, Rio Grande do Sul, esta associado a variaveis climaticas.

b) Preditores a base de variaveis climaticas, podem ser utilizados para
prever epidemias de Pyricularia oryzae.

c) A brusone do trigo ocorre naturalmente em Passo Fundo, Rio

Grande do Sul, principalmente, entre os meses de janeiro e abril.



CAPITULO Il

RELACAO ENTRE DOSES DE NITROGENIO E
SEVERIDADE DE BRUSONE EM ESPIGAS DE TRIGO

ANDERSON LUIZ DURANTE DANELLI*

RESUMO - O fungo Pyricularia oryzae (Cavara), ¢ o agente causal
da brusone em trigo. Na cultura do arroz elevadas doses de nitrogénio
aumentam a severidade da brusone, entretanto, em trigo, ndo se tém
informagdes sobre esta relacdo. Os objetivos do trabalho foram
verificar a influéncia de diferentes doses de nitrogénio na base sobre a
severidade da brusone em espigas de trigo. Os experimentos foram
realizados em ambiente controlado, utilizando cinco doses de
nitrogénio 0, 50, 100, 150 e 200 kg ha e dois genétipos de trigo BRS
229 e BRS 220. As inoculagdes foram realizadas com 100.000 esporos
mL'. A quantificacio do nitrogénio foi realizada durante o
desenvolvimento das plantas de trigo, no solo e no tecido foliar das
plantas. A intensidade da doenca foi avaliada através da mensuragao
da area afetada pela doenga nas espigas através de notas visuais de 0-
100%. A aplicacdo de doses crescentes de N na base, até 200 kg ha™,
sob a forma de ureia aumentou o potencial da brusone do trigo atingir
um maior grau de severidade nas espigas. Cultivares de trigo com

graus diferentes de resisténcia a brusone, ndo se diferiram quanto a

" Eng. Agr., doutorando do Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro)
da FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Fitopatologia.
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reacdo a doenga quando submetidas a aplicagdo de doses crescentes de

N na base, sob a forma de ureia.

Palavras chaves: Triticum aestivum, Pyricularia oryzae, intensidade

da doenga, nitrogénio.

RELATIONSHIP BETWEEN NITROGEN RATE THE
SEVERITY OF BLAST IN WHEAT HEADS

ABSTRACT- The fungus Pyricularia oryzae (Cavara) is the causal
agent of blast in wheat. In rice, high nitrogen levels increase the
severity of the blast, however, there is no information of this
relationship in wheat. The aims of this paper were to verify the
influence of different nitrogen levels on the base on the severity of the
blast in wheat heads. The experiments were conducted in a controlled
environment, using five nitrogen levels 0, 50, 100, 150 and 200 kg ha’
" and two wheat genotypes BRS 229 and BRS 220. Inoculations were
performed with 100,000 spores mL™. Quantification of nitrogen was
carried out during the development of wheat plants, in the soil and in
the leaf tissue of plants. Disease intensity was evaluated by measuring
the area affected by the disease in the head through visual notes from
0-100%. The application of increasing doses of N in the base, up to
200 kg ha™' under the form of urea increased the potential of wheat
blast to reach a higher severity. Wheat cultivars with different degrees
of resistance to blast did not differ in reaction to the disease when
submitted to the application of increasing doses of N at the base, in the

form of urea.
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Key words: Triticum aestivum, Pyricularia oryzae, disease intensity,

nitrogen.
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1 INTRODUCAO

A brusone do trigo causada pelo fungo Pyricularia oryzae
(Cavara), ¢ uma ameaca a triticultura brasileira (CRUZ et al., 2009).
Esse patogeno foi diagnosticado pela primeira vez no Brasil,
infectando naturalmente plantas de trigo, em meados da década de
1980 (IGARASHI et al., 1986). A partir do surgimento dessa doenga
em trigo, inumeras estratégias de manejo foram desenvolvidas,
entretanto, devido a dificuldade de desenvolver genétipos resistentes e
a baixa eficiéncia de controle dos fungicidas, esta doenga tornou-se
cada vez mais importante para cultura do trigo no Brasil (MACIEL et
al., 2014, ROCHA et al., 2014).

Para a cultura do trigo, ndo existem informagdes
consistentes sobre o efeito da adubacgdo nitrogenada na severidade da
brusone. O uso de adubacdo com nitrogénio na cultura do trigo, ¢
considerado um manejo essencial para a obtencdo de altas
produtividades (TEIXEIRA FILHO et al, 2010). Nas plantas o
nitrogénio (N) se caracteriza como um nutriente com fungdo
estrutural, sendo constituinte de proteinas e de diversos compostos
organicos. Sua deficiéncia pode influenciar o desenvolvimento das
plantas, resultando em reduc¢do da produtividade e qualidade de graos
(FREITAS et al., 2010).

Em relagdo aos fitopatogenos, o uso excessivo de N pode
intensificar sua multiplica¢do, tornando as plantas mais suscetiveis as
doengas (HUBER & THOMPSON, 2007; HUMPER & THOMPSON,
2005; BOUQUET & JOHNSON, 1987; ROTH et al., 1987). Em arroz

quando utilizado N em excesso ocorre o aumento da intensidade da
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brusone. Interpretagdes sobre este processo foram levantadas, sendo
que o N pode estimular os processos envolvidos na germinagdo e
infeccdo do fungo (KAWAMURA & ONO, 1948), pode ocorrer a
diminui¢do dos niveis de silica na parede celular (MARSCHNER,
1986), interferéncia na sintese de substancias envolvidas em diversos
mecanismos de resisténcia (HUBER, 1978) e a reducdo dos niveis de
substancias toxicas ao patogeno (SRIDHAR & OU, 1974).

E prética usual na cultura do arroz o uso limitado de N
para evitar o aumento da severidade e/ou intensidade da brusone.
Neste sentido, algumas estratégias de controle para esta doenga, em
arroz de terras altas e irrigado, levam em consideragdo a quantidade N
a ser aplicada (PRABHU & SILVA, 2005; SILVA-LOBO et al.,
2012). Além da dose, o modo de aplicacdo, fonte de N e época de
aplicagcdo também podem influenciar a severidade da doenga em arroz
(PRABHU & FILIPPI, 2006).

Aplicagdes de N em excesso foram relatadas aumentando
a incidéncia de P. oryzae em sementes, folhas, pescoco e paniculas em
arroz (FREITAS et al., 2010; FARIA et al., 1982). Além disso, Silva-
Lobo et al. (2012), estudando a influéncia de diferentes niveis de
adubacdo nitrogenada na severidade da brusone do arroz e no teor de
clorofila, encontraram correlagdo positiva, tanto para severidade da
doencga, como para o teor de clorofila na folhas bandeira.

No Rio Grande do Sul e Santa Catarina a quantidade de N
utilizada em trigo varia em fun¢@o do nivel de matéria organica do
solo, da cultura antecedente e da expectativa de rendimento de graos,
sendo fracionada em aplicagdes na semeadura e em cobertura (inicio

do afilhamento e alongamento do colmo). Em algumas situagdes tém-
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se realizado aplicacdes apos o estadio de emborrachamento, visando o
aumento do teor de proteina no grao. Na regido central do Brasil, no
sistema irrigado, o trigo apresenta maior potencial de produgdo e as
aplicagdes de N em cobertura sao em doses mais elevadas
(REUNIAO, 2014).

Diante da escassez de informagdes sobre os fatores que
favorecem a incidéncia de brusone em trigo, o presente estudo
objetivou verificar a influéncia de diferentes niveis de N aplicados na
base, sob a forma de ureia, sobre a severidade da brusone em espigas

de duas cultivares de trigo.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos relacionados ao presente capitulo foram
realizados nas instalagdes da Embrapa Trigo. A conducgdo de plantas,
coletas de amostras de solo, inoculagdes e avaliagdo da reagdao das
plantas foram realizadas em casa-de-vegetacdo e camara-de-
crescimento com luz, temperatura e umidade controladas. A

preparagdo do in6culo foi realizada no Laboratorio de Fitopatologia.

2.1 Solo utilizado para o experimento

O solo utilizado nos experimentos foi coletado em area
localizado na Area Experimental I da Embrapa Trigo e apresentava
baixo teor de matéria organica, deficiéncia de nitrogénio e com pH
acido, os quais foram indicados através de uma andlise quimica
realizada no laboratério de solos da Embrapa Trigo descrita na Tabela
1.

Tabela 1- Resultado da analise quimica realizada em uma amostra
retirada do solo usado para os experimentos. Passo Fundo-

RS, 2015
Arg. pH M.O.
SMP P K Al Ca Mg H+Al CTC Saturagdo
H,0
3 ; Base Al K
% mg/dm” % cmol/dm -
%
63,2 5,2 5,5 73 89 1,5 2,0 2,1 1,4 7,7 11,4 32 35 20
Micronutrientes + enxofre
Enxofre Boro Manganés Zinco Cobre

mg/dm’

27,0 0,2 9,5 0,69 1,75
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Para implantacao do experimento foram utilizados 600 kg
de solo, armazenados em ambiente protegido. A corre¢do da acidez foi
realizada com calcario (PRNT de 100%), sendo que o solo foi
misturado em betoneira e deixado em repouso por 15 dias.

Foram utilizados cinco tratamentos: 0, 50, 100, 150, 200
kg ha™' de nitrogénio na forma de ureia. Para o calculo da dose de N
considerou-se uma area de 10.000 m” de superficie ha”. As doses de
P,Os e K,O foram iguais em todos os tratamentos, conforme
indicacdes da andlise de solo, sendo adicionadas ao solo um dia antes
da semeadura. Os tratamentos foram distribuidos em vasos com
capacidade para 8 kg, sendo que em cada um foi colocado 7,2 kg de

solo.

2.2 Cultivares e acondicionamento de plantas

Foram colocadas cinco sementes em cada vaso, dos
gendtipos de trigo, BRS 229 e BRS 220, dez dias apds a emergéncia,
foram retiradas duas plantas de cada vaso, permanecendo trés, até o
desenvolvimento de espigas. Estes gendtipos foram escolhidos devido
a apresentarem ciclos semelhantes. Cada planta produziu no minimo
trés espigas. Para cada tratamento foram utilizados quatro baldes,
totalizando vinte baldes por genotipo. No momento da semeadura
foram adicionados 1000 mL de 4gua em cada balde. A cada 15 dias,
os baldes foram pesados, para que todos permanecessem com peso
igual. Os vasos que apresentavam discrepancias de peso em relagdo

aos outros tinham seu peso corrigido por meio do acréscimo de agua.
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2.3 Inoculagédo

Para o procedimento de inoculagdo foi utilizado o isolado
Py 12.1.194, o qual foi obtido de raquis de espiga de trigo coletada em
uma lavoura localizada em Sao Borja (RS) (28°38'35.2" S;
55°5034.4" WO). O isolado monospdrico, mantido em papel-filtro,
foi transferido para placa de Petry contendo meio de cultura agar-
aveia e colocando em camara de crescimento a temperatura de 25,0 +
2,0 °C por 15 dias e fotoperiodo de 12 h. Apds o crescimento do fungo
foi feita a preparacao do in6culo, inundando-se as placas de Petry com
agua destilada acrescida de espalhante adesivo Tween 80 (1 gota L.
Com o auxilio de um pincel foi feito uma raspagem no micélio e em
seguida uma filtragem dos conidios com uma peneira contendo um
pedaco de gaze. A contagem dos conidios foi realizada em camara de
Neubauer e microscopio 6tico, sendo que a concentragdo da suspensao
foi de 100.000 esporos mL™.

A inoculacdo das espigas foi realizada entre os estadios de
florescimento e inicio de enchimento de graos (estadios 63 a 71 da
escala de Zadoks et al. (1974)).

As espigas foram submetidas a inoculacdo com uma
suspensdo de esporos do fungo por meio de um atomizador de plastico
manual de 500 mL, sendo entdo incubadas em camara de crescimento
com ambiente controlado, com temperatura variando de 24 a 26 °C
por 24 h, com auséncia de luz e sob nebulizacdo de 60 segundos
ligada e 600 segundos desligada. Vinte quatro horas apds a inoculagdo
o fotoperiodo passou para 12h e o regime de nebulizagdo hidrica de 60

segundos ligada e 1800 segundos desligada.
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2.4 Avaliacao

Durante a conducao do experimento, o solo de cada vaso
foi coletado trés vezes. O solo coletado foi submetido a analises
quimicas para verificar os teores de nitrogénio na forma de N-NH," e
N-NOj, sendo utilizada para exploracdo dos dados a soma das duas
formas quimicas de N. As coletas foram realizadas no estadio 12 da
escala de Zadoks et al. (1974) ( duas folhas verdadeiras;12-Z), no
estadio 45 da escala de Zadoks (emborrachamento; 45-Z) e no estadio
71 da escala de Zadoks (grao aquoso; 71-Z), sendo que a tltima coleta
foi realizada apds a inoculagdo das espigas com o patdgeno.

Para a analise do solo foram retirados aproximadamente
150 g de solo de cada balde. Dessas, 15 g foram utilizadas para
verificar o teor de umidade do solo, 15 g para quantificar o N e o
restante foi utilizado para a analise dos demais nutrientes. Essa analise
mais completa foi realizada nos estadio 12-Z e 71-Z, isso devido a
necessitar de uma quantidade maior de solo, e por ser um método de
amostragem mais dispendioso.

Nas folhas foi determinado o teor de N no momento da
inoculagdo, sendo coletadas cinco folhas de cada balde, dando
preferéncia para as folhas abaixo da folha bandeira (-1 e -2). As cinco
folhas de cada balde compuseram uma amostra. A andlise de
nitrogénio do tecido foliar foi realizada no Laboratério de Solos da
Embrapa Trigo. Esta quantificagio do N nas folhas foi realizada
somente no segundo experimento.

A severidade da doencga foi avaliada através da escala

desenvolvida por Maciel et al. (2013), na qual foi estimada a
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intensidade da doenga em cada espiga, através de notas visuais que
variaram de 0 a 100%, 12 dias apds a inoculagdo. Para cada balde
foram avaliadas, no minimo, nove espigas, variando de acordo com o

tratamento.

2.5 Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de regressao, tendo sido testado o modelo linear
e quadratico. Para verificar a significancia dos coeficientes de
regressao estimados, utilizou-se o teste t. Também foram realizadas
analises de correlagdo de Pearson entre as variaveis dependentes e
independentes utilizando o pacote computacional GENES (CRUZ,

2013). Cada experimento foi repetido duas vezes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento, os dados do genotipo BRS 229
foram dados como perdidos, isso devido ao mesmo produzir poucas
espigas o que poderia interferir nos resultados. Assim, foram
apresentados resultados do genotipo BRS 220 com repeti¢do no tempo
e BRS 229 somente com resultados do segundo experimento.

Para o gendtipo BRS 220, no primeiro experimento, o
nitrogénio aplicado na base influenciou significativamente, os niveis
de N presentes no solo durante o desenvolvimento da cultura no
estadio 12-Z (Figura 1A) e 45-Z (Figura 1B), entretanto, ndo foi
significativo no estddio 71-Z, ap6s a inoculagdo (Figura 1C). Este
efeito foi representado pelo modelo linear, o qual se ajustou aos
dados, proporcionando representar com exatiddo a dependéncia
positiva do N presente no solo ao N utilizado na base, para os dois
estadios. Este resultado ndo significativo no pos-inoculacdo, pode ter
sido influenciado pelo momento de coleta, pois foi feito no final do
ciclo das plantas, apds absor¢do do N do solo. Os coeficientes de
determinagao (RZ) foram de 0,86; 0,97 ¢ 0,14 nos estadios 12-Z, 45-Z
e 71-Z, respectivamente. Os valores de inclinacdo da reta, estimados
pelas andlises de regressdes lineares, entre as varidveis N na base e
nos trés momentos de quantificagdo no solo durante o
desenvolvimento das plantas, revelaram uma inclinacdo da reta
(coeficiente de regressdo linear), igual a 0,2423 para o estadio 12-Z,
para o estadio 45-Z, igual a 0,3975 e para a poOs-inoculagdo igual a

0,006 (Figura 1). Estes valores indicam que o N aplicado na base tem
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influencia maior nos dois primeiros momentos de quantificacao do N,
com superioridade no estadio 45-Z.

O N aplicado na base e a severidade da brusone do trigo
em espigas apresentaram relacao significativa no genotipo BRS 220,
no primeiro experimento (Figura 2). O modelo linear ajustou-se aos
dados, proporcionando a melhor representatividade do efeito positivo
do N sobre a severidade da brusone em espigas, com coeficiente de
determinagdo de 0,80. As analises de regressdes lineares, entre as
variaveis N na base e severidade em espigas, revelaram uma

inclinacgdo da reta, igual a 0,1164 (Figura 2).

60 -

50 - Y =14,649 + 0,1164x
~ R2=10,80
S 40 - p<0,05*
(]
<
S 30 - ¢
g

10 -

O T T T 1
0 50 100 150 200
Dose de N (kg ha'!)

Figura 2- Efeito da dose de nitrogénio aplicado na base, sobre a
severidade da brusone do trigo em espigas, gendtipo de
trigo BRS 220, primeiro experimento. Passo Fundo-RS,
2015.



117

No primeiro experimento, os niveis de nitrogénio
quantificados no solo durante o desenvolvimento das plantas do
gendtipo BRS 220, quando foram relacionados com a severidade da
brusone em espigas, apresentaram relacdo significativa somente no
estadio 45-Z (Figura 3). Esta relagdo foi representada pelo modelo
linear, o qual se ajustou aos dados, proporcionando a melhor
representatividade do efeito positivo do N sobre a severidade da
brusone em espigas. Os coeficientes de determinagdo para estas
relagdes foram, de 0,60; 0,70 e 0,05 para os estadios 12-Z e 45-Z e 71-
Z, respectivamente. As inclina¢des das retas, estimadas pelas relagdes
entre as variaveis N e severidade em espigas, foram iguais a 0,3870
para o estadio 12-Z (Figura 3A), 0,2711 para o estadio 45-Z (Figura
3B) e 1,9045 para o estadio 71-Z (Figura 3C).
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No presente trabalho, o nitrogénio aplicado na base
influenciou significativamente o nivel do N encontrado no solo em
cada balde, nos estadios 12-Z, 45-Z e 71-Z, ou seja, na quantidade de
N no solo apds a inoculagdo, para ambos os gendtipos (Figura 4). Para
os dois genotipos 0 modelo de regressao linear representou o efeito
positivo do N aplicado na base, sobre o N encontrado nos diferentes
momentos de avaliacdo. Os coeficientes de determinacdo foram altos,
variam de 0,90 a 0,98 para o genotipo BRS 229 (Figura 4A, 4B ¢ 4C)
e de 0,86 a 0,95 para o genotipo BRS 220 (Figura 4D, 4E e 4F). Os
coeficientes de regressdo linear apresentaram valores semelhantes, na
comparagdo entre gendtipos. No estddio 12-Z, os valores foram
0,4510 (Figura 4A) e 0,4398 (Figura 4D), para os genotipos BRS 229
e BRS 220, respectivamente. No estadio 45-Z, os valores foram
0,1815 (Figura 4B) e 0,2797 (Figura 4E) para os gendtipos BRS 229 e
BRS 220, respectivamente e no estadio 71-Z, na quantificagdo do N
apos a inoculagdo a inclinacdo da reta foi de 0,0828 (Figura 4C) para o
gendtipo BRS 229 e 0,0757 (Figura 4F) para o genotipo BRS 220.
Percebeu-se, que o N aplicado na base, teve um efeito semelhante

entre os genotipos.
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O N aplicado na base apresentou relacao significativa para
a severidade da brusone do trigo em espigas, para ambos os gendtipos
(Figura 5). O modelo linear positivo se ajustou aos dados,
proporcionando a melhor representatividade do efeito do N sobre a
severidade da brusone em espigas, com coeficiente de determinagao
de 0,98 para o genotipo BRS 229 e 0,62 para o BRS 220. As analises
de regressdes lineares, entre as varidveis N na base e severidade em
espigas, revelaram uma inclinacdo da reta semelhante entre os
genotipos, igual a 0,1135 para o BRS 229 ¢ 0,1196 para o BRS 220
(Figura 5). A severidade média apresentada nos ensaios variou de
27,8% a 49,7% para o gendtipo BRS 229 e 30,0% a 58,7% para o
gendtipo BRS 220 (Figura 5), ndo apresentando diferenga significativa
entre as cultivares. Os genoétipos de trigo utilizados neste trabalho
apresentaram em estudos anteriores reagdes diferenciais em relagdo a
brusone. O gendtipo BRS 229 foi caracterizado por apresentar
resisténcia a brusone do trigo, entretanto, este tipo de reacdo variou de
acordo com o local de origem do isolado, ou a regido onde o genotipo
foi testado. O genotipo BRS 220 ¢ caracterizado como suscetivel
independente da origem do isolado ou regido onde este material foi
testado (MACIEL et al., 2014). Entretanto no presente trabalho, ficou
comprovado que os genoétipos de trigo, BRS 229 ¢ BRS 220, nado
diferiram quanto a reacdo a doenga. Ao contrario do que foi
encontrado por Prabhu et al. (1996) em arroz, sobre o controle da
brusone em folhas, o qual foi maior nos tratamentos que receberam
menores doses de N, e nas cultivares com maior grau de resisténcia a

brusone do que nos genoétipos suscetiveis.
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Y =26,522 +0,1135x
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Figura 5- Efeito da dose de nitrogénio aplicado na base sobre a
severidade da brusone do trigo em espigas, em dois
gendtipos de trigo, segundo experimento. Passo Fundo-RS,

2015.
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A intensidade das doengas pode ser influenciada por
diferentes fatores, dentre estes, o estado nutricional da planta
(TANAKA et al., 2008; SILVA-LOBO et al., 2012). Em relagdo a
patogenos, o N pode causar alteragdes na fisiologia da planta,
alterando seu desenvolvimento e, com isso, podendo interferir na
viruléncia do patdgeno, através de alteragdes de natureza bidtica e
abidtica (HUBER & THOMPSON, 2007). Em casos de estresse
hidrico em arroz de terras altas, ¢ comum o acimulo de nutrientes nas
ramificacdes das paniculas, fato que explica parcialmente a maior
severidade da brusone (PRABHU & SILVA, 2005).

Em relagdo ao N aplicado na base, o mesmo influenciou
significativamente, os niveis de N presentes nas folhas coletadas antes
da inoculagdo do patogeno (Figura 6), em ambos os gendtipos, no
segundo experimento. Este efeito foi representado pelo modelo linear,
o qual se ajustou aos dados, proporcionando representar com exatidao
a dependéncia crescente existente entre o teor N presente nas folhas e
o N aplicado no solo. Os coeficientes de determinacao (R?) foram de
0,90 para o gendtipo BRS 229 e 0,96 para BRS 220. As analises de
regressoes lineares, entre as variaveis N na base e na folha, revelaram
uma inclinagdo da reta (coeficiente de regressado linear), igual a 0,0087
para o BRS 229 e 0,0100 para o BRS 220 (Figura 6), indicando que
cada kg de N aplicado no solo contribuiu com 0,0087% e 0,01% de N
no tecido foliar. Estes valores sdo muito préximos, tendo havido uma
leve superioridade para o gendtipo BRS 220, representando maior
influencia do N aplicado na base sobre os niveis de N presentes nas
folhas, para este gendtipo. O N € o principal elemento responsavel

pelo aumento da darea foliar, influenciando a eficiéncia de
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interceptacao da radiacdo solar, a fotossintese e a taxa metabdlica
(FAGERIA et al., 2003). Na cultura do trigo, o uso do N durante o
ciclo da cultura tem como objetivo principal interferir positivamente
na produtividade, através do aumento no niimero de afilhos emitidos
pela planta e, por consequéncia, no nimero de espigas por planta e por
area (SALA et al., 2005). E o elemento responsavel pelo crescimento
vegetativo da planta, aumentando o indice de area foliar, o numero de
gemas vegetativas e o teor de proteina dos graos (MALAVOLTA,
2006; MENEGHIN et al., 2008).

As regressdes que levaram em consideracdo a relagdo
entre o N quantificado no solo, durante o desenvolvimento das
plantas, e a severidade nas espigas de trigo foram significativas, para
ambos os geno6tipos (Figura 7). O modelo que melhor ajustou-se aos
dados foi o linear, o qual representou o efeito positivo do N sobre a
severidade da brusone para ambos os genotipos. Para o gen6tipo BRS
229, os coeficientes de determinagdo para os estadios 12-Z (Figura
7A), 45-7Z (Figura 7B) e 71-Z (Figura 7C) foram 0,97; 0,90 e 0,99
respectivamente, ja para o gendtipo BRS 220 os coeficientes foram
0,70 (Figura 7D), 0,87 (Figura 7E) e 0,71 (Figura 7F). As equacdes
geradas entre as varidveis N quantificado durante o desenvolvimento
das plantas e a severidade em espigas, apresentaram valores de
inclinacdo da reta que variaram de acordo com o momento de
avaliacdo e o genotipo. O N determinado no estadio 12-Z e no 71-Z,
apresentou maior valor de inclina¢do da reta na severidade em espigas
no genodtipo BRS 220, entretanto, no genotipo BRS 229 isso ocorreu

somente no estadio 45-Z (Figura 7). Os resultados encontrados
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indicaram a existéncia de uma relacao entre severidade ¢ o aumento

dos niveis de N no solo.

57 BRS 229
4 _
3 Y
2 ] Y = 1,988 + 0,0087x
= ¢ 20,90
= 1 - p<0,01*
on
‘_I‘o 0 T T T 1
S 0 50 100 150 200
Z
en 5 _
BRS 220
4 _
3 _
5 Y = 1,884 + 0,0100x
Py R2=0,96
{ p<0,017%*
0 T T T 1
0 50 100 150 200
Dose de N (kg ha'!)

Figura 6- Efeito da dose de nitrogénio, sobre a quantidade de N em
folhas, em dois gendtipos de trigo, segundo experimento.
Passo Fundo-RS, 2015.
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Em arroz, Freitas et al. (2010) relataram que o aumento
das doses de N causou maior severidade de brusone nas paniculas e
incidéncia do patégeno nas sementes em condigdes de campo. Em
outro estudo, o conteido de N foi avaliado pelo teor de clorofila
presente em folhas superiores. Estes resultados foram relacionados
com a severidade da brusone nas paniculas, apresentando relagdo
linear positiva (SILVA-LOBO et al., 2012).

Os efeitos no nitrogénio em excesso em arroz podem ser
reduzidos através da suplementacio com silicio. Plantas
suplementadas com silicato de célcio e magnésio, associado ao
nitrogénio em adubacdo de cobertura, apresentaram reducdo da
severidade da brusone nas folhas e, por consequéncia, maior
produtividade de gridos quando comparadas com as plantas nao
suplementadas com o silicio (SANTOS et al., 2014).

Na cultura do trigo, o aumento da intensidade de doengas,
pelo uso de doses elevadas de N foi relatado em estudos anteriores
(SIMON et al., 2002; OLESEN et al., 2003). Entretanto, trabalhos
relacionando diferentes niveis de N com a severidade da brusone sdao
inexistentes nesta cultura. Tanaka et al. (2008), relataram efeito
polinomial de doses de N para a severidade da mancha marrom, nas
folhas e efeito linear para a incidéncia de diferentes patogenos em
sementes, destacando-se o patogeno Bipolaris sorokiniana (Sacc)
Schoem, agente causal da mancha marrom em ambos os genotipos
utilizados no trabalho. Estes resultados indicaram que niveis de N em
excesso podem favorecer o ataque de patogenos em plantas de trigo.
Entretanto, na cultura do arroz, estudos relatam que fatores como o

excesso ou falta de agua, baixa fertilidade do solo e o uso de
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nitrogénio em excesso ou em niveis baixos aumentam a
suscetibilidade da planta ao patogeno Bipolaris oryzae (Breda) Shoem
(NETO, 2009).

Em relagdo a severidade da brusone do trigo relacionada
com a quantidade de nitrogénio nas folhas, as equagdes de regressao
geradas foram significativas. Neste caso, a severidade foi dependente
do N presente nas folhas, no genotipo BRS 229. Ja, o gen6tipo BRS
220 nao apresentou esta dependéncia (Figura 8). O gendtipo BRS 220
apresentou um desenvolvimento mais acelerado, em relagdo ao BRS
229, o que pode ter influenciado na quantidade de N nas folhas
presente no momento das avaliagdes. Os coeficientes de determinagao
para os gendtipos BRS 229 e BRS 220 foram de 0,87 e 0,46,
respectivamente. O angulo de inclinagdo da reta para o gendtipo BRS
229 foi de 11,665 e para o genotipo BRS 220 foi de 9,949 (Figura 8).
Esta diferenca entre os gendtipos, pode ter ocorrido devido aos dados
de severidade ndo diferiram entre si nos tratamentos 50, 100 e 150 kg
ha™ no BRS 220, o que influenciou na regressdo entre a severidade ¢ a
dose de N da folha.

Freitas et al. (2010) relataram que os gendtipos de arroz
sdo diferentemente responsivos a adubacdo nitrogenada quanto a
suscetibilidade a brusone. J& Gargantini (1974) descreveu que
gendtipos de trigo podem apresentar diferentes niveis de N nos seus
orgdos, atribuindo isso a diferencas genéticas existentes dentre os

genoétipos.
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Efeito do nitrogénio em folhas sobre a severidade da
brusone do trigo em espigas, nos genotipos BRS 229 e
BRS 220, segundo experimento. Passo Fundo-RS, 2015.
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Na analise de correlagdo de Pearson o nitrogénio
quantificado no estddio 71-Z (N 71) ndo apresentou associagdo
significativa com o nitrogénio utilizado na base (N base) e a
severidade em espigas, no primeiro experimento com o gendtipo BRS
220 (Tabela 2). Entretanto, no segundo experimento para todas as
variaveis, as correlacdes foram significativas, para ambos os
genodtipos. Estes resultados demonstraram que todas as variaveis
estudadas estavam associadas. Para o genotipo BRS 229 os
coeficientes de correlagdo variaram de 0,93 a 0,99, e para o genotipo
BRS 220 os coeficientes variaram de 0,22 a 0,98. No segundo
experimento com o geno6tipo BRS 220, o menor valor correspondeu a
associacdo entre o N quantificado apo6s inoculagdo e a severidade da
brusone nas espigas, refletindo a relagdo nao significativa destas duas
variaveis apontada na equagdo de regressao (Figura 8). Correlagdes
positivas entre niveis de nitrogénio e severidade da brusone em
paniculas de arroz foram encontradas por Silva-Lobo et al. (2012),
demonstrando que o aumento da severidade estava associado ao N
aplicado em doses mais elevadas.

Em relagdo ao momento escolhido para coletar as
amostras, quase todas as andlises e coletas foram sensiveis para captar
as diferencas de N nos baldes com diferentes doses. O sistema de
amostragem, s6 ndo foi adequado para verificar a diferenga entre os
niveis de nitrogénio medidos no estddio 71-Z apds a inoculagdo, isso

levando em consideragao os coeficientes de correlagdo de Pearson.
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Tabela 2- Correlagdo de Pearson (r) entre as variaveis nitrogénio
aplicado na base (N base), severidade da brusone do
trigo em espigas (Severidade), nitrogénio quantificado no
solo nos estadios 12-Z (N 12), 45-Z (N 45) e 71-Z (N
71), e nitrogénio quantificado em folhas antes da
inoculagdo (N folha), nos gendtipos BRS 229 ¢ BRS
220. Passo Fundo-RS, 2015

Experimento Genétipo  Variaveis r
N base x Severidade 0,89**
N base x N 12 0,93%*
N base x N 45 0,99**
Primeiro BRS 220 N base x N 71 0,38"
N 12 x Severidade 0,77**
N 45 x Severidade 0,83**
N 71 x Severidade 0,22"
N base x Severidade 0,99**
N base x N 12 0,99**
N base x N 45 0,95%*
N base x N 71 0,99**
BRS 229 N base x N folha 0,95%*
N 12 x Severidade 0,98%**
N 45 x Severidade 0,95**
N 71 x Severidade 0,99**
Segundo N folha x Severidade 0,93**
N base x Severidade 0,79**
N base x N 12 0,98**
N base x N 45 0,93%*
N base x N 71 0,93**
BRS 220 N base x N folha 0,98%**
N 12 x Severidade 0,84%**
N 45 x Severidade 0,93**
N 71 x Severidade 0,84**
N folha x Severidade 0,67*

ns= ndo significativo; * p<0,05; **p<0,01.

O presente trabalho demonstrou o efeito que doses

elevadas de N aplicadas na base, podem causar sobre a severidade da
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brusone do trigo em espigas. O estudo € pioneiro neste aspecto e, por
isso, necessita de novos experimentos, incluindo um nimero maior de
gendtipos, diferentes épocas de suplementacdo de nitrogénio e outros
métodos de quantificagdo do nitrogénio que sejam menos
dispendiosos. Ainda, ¢ necessario realizar trabalhos a campo,
objetivando verificar se esta relacdo ocorre em ambientes ndo
controlados, pois os resultados encontrados sdo um bom indicativo de
que o uso de elevadas doses de N podem favorecer o desenvolvimento

de epidemias da brusone do trigo.
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4 CONCLUSOES

a) A aplicacdo de doses crescentes de N na base em vasos, equivalente
200 kg ha™' sob a forma de ureia, aumenta o potencial da brusone do
trigo atingir maior grau de severidade nas espigas.

b) Cultivares de trigo com graus diferentes de resisténcia a brusone
ndo diferem quanto a reacdo a doenga nas espigas quando submetidas
a aplicacao de doses crescentes de N na base, sob a forma de ureia.

c) As andlises quimicas de amostras de solo e de folhas demonstram
ser eficientes para diferenciar os tratamentos com distintas doses de

ureia incorporadas ao solo.
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