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CARACTERIZACAO DA RESITENCIA GENETICA A
MANCHA AMARELA EM GENOTIPOS DE TRIGO

FRANCIELY MOSCHEN', ARIANO MORAES PRESTES?, E
PEDRO LUIZ SCHEEREN?®,

RESUMO - A mancha amarela do trigo (Triticum aestivum), agente
causal Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker forma perfeita ou
teleomorfica Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs, é uma
doenca foliar de expressdo econdmica em diversas areas produtoras de
trigo no Brasil e no mundo, em lavouras de cultivo minimo. Danos
relatados chegam a valores de 40 a 60% do potencial de rendimento
da cultura do trigo. A forma mais indicada de controle € a utilizacio
de cultivares resistentes, porém, em fun¢do da ocorréncia de um
complexo de doencas na cultura do trigo, tornou-se muito dificil a
incorporagdo de resisténcia genética para vérios patdgenos e ainda
pouco se conhece sobre a heranga da resisténcia a D. tritici-repentis
no germoplasma de trigo. O objetivo deste trabalho foi estabelecer
formas de producdo e a densidade de indculo adequados para a
caracterizacdo de genétipos de trigo pertencentes ao Banco de

Germoplasma da Embrapa Trigo (BAG), em busca de resisténcia a

(&%

mancha amarela. Foram avaliadas quanto a severidade e reacédo

doenga, cultivares e linhagens de uma Cole¢do Histérica do Trigo

' Eng. Agronoma, mestranda do Programa de Pés-graduacio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentracio em Fitopatologia.

? Orientador, Eng. Agronomo, Ph.D., professor da FAMV/PPGAgro/UPF.

* Co-orientador, Eng. Agronomo, Dr., pesquisador da Embrapa Trigo.
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composta por gendtipos criados em diferentes épocas (de 1930 até
2005), linhagens dihaploidizados e genétipos de trigo sintético, em
cadmara climatizada e no campo, mediante inoculag¢do artificial do
patégeno. Detectou-se significativa esporulacio do fungo nos
substratos a base de suco V8, sob estresse do micélio seguido de
alternancia de luz/escuro por 24h e alterndncia de temperaturas. A
maior diferenciacdo dos gendtipos ocorreu sobre a concentracdo de
in6culo de seis a nove mil conidios/mL, identificando-se elevado
nimero de gendtipos suscetiveis entre os acessos testados, além de
uma considerdvel diferenca entre a reacdo de plantula e a de planta
adulta para a maioria dos gendtipos. Além disso, ficou evidente a
necessidade de se testar gendtipos para maior nimero de isolados do

patégeno.

Palavras-chave: Mancha amarela, esporulacdo, concentragdo de

indculo, resisténcia genética.

ABSTRACT - Tan spot of wheat (Triticum aestivum), incited by
Drechslera tritici-repentis is a disease economically important in
several wheat growing areas of Brasil, under minimum tillage
cropping system. Drechslera tritici-repentis, the causal agent of tan
spot is a potentially destructive pathogen to wheat crop. The disease
management has been done by fungicide spraying associated with
genetic resistance of wheat varieties. Yield losses up to 40 to 60% of
potential yield of wheat are reported in Brazil. The best way to control
the disease is the use of resistant varieties, however, due to the

occurrence of a complex of leaf spots on wheat, it is very difficult to
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introduce genetic resistance to all causal agents, and besides that little
is known about the inheritance of resistance to D. ftritici-repentis
among wheat germoplasm. The objective of this work was to establish
forms of producing and the density of inoculum of the pathogen ideal
for characterizing wheat germplasm belonging to the Embrapa Trigo
Germplasm Bank, searching for tan spot resistance. Severity and
disease reaction were evaluated on varieties and breeding lines from
one the Historic collection of wheat developed in different decades
(1930 to 2005), on double haploids lines, and on genotypes of
synthetic wheat, under controlled conditions and field, artificially
inoculated with the pathogen. It was detected significant spore
production of the fungus on the substrate based on V8 juice under
stress of the mycelium followed by alternance of light/dark during 24
hours and under alternance of temperature. The best differentiation of
genotype occurred with inoculum concentration of 6 to 9 thousand
spores per mL. There were a great number of susceptible genotypes
among tested material, besides considerable difference between
seedling and adult plant reaction for the majority of genotypes tested.
It was also noticed the necessity of evaluate the germplasm for a great

number of isolates.

Key-words: Tan spot, esporulation, inoculum concentration, genetic

resistance.



1INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) é uma cultura de grande
importancia no cendrio mundial, sendo a principal fonte energética na
alimentacdo da populagdo de muitos paises e a segunda em producio
de grdos, ficando atrds apenas do milho. No Brasil, o trigo é cultivado,
principalmente, na regido Sul que é responsdvel por aproximadamente
90 % da producao brasileira, sendo que o estado do Parand apresenta a
maior drea plantada seguindo-se do Rio Grande do Sul
(ZYLBERSZTAIJN et al., 2004). A China foi o maior produtor
mundial de trigo no ano de 2006 com 102.970.000 toneladas de trigo e
o Brasil ficou em 21° do ranking com 2.234.300 toneladas, mas com
um consumo de 10.393.400 toneladas. Em produtividade foi o 71° pais
no mundo com 1275 kg/ha na safra de 2006 enquanto paises como a
Holanda, Alemanha e Dinamarca ultrapassam os 7000 kg/ha (SITE:
FAO, JANEIRO 2007). A média de produtividade brasileira dos
ultimos cinco anos, segunda a CONAB, € de 2231 kg/ha

A baixa produtividade média de trigo no Brasil fez com que os
programas de melhoramento buscassem alternativas de maior
adaptabilidade as condicdes climdticas das diferentes regides do pais,
com alto potencial de rendimento. Com base principalmente nestes
pardmetros os programas de melhoramento de trigo nortearam suas
pesquisas.

A mancha amarela do trigo, cujo agente causal é o fungo
Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker forma perfeita ou

teliomérfica Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs, é uma
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doenca de expressdo econdmica em diversas dreas produtoras de trigo
sob cultivo minimo no Brasil.

A preocupacdo com as manchas foliares, predominando os
agentes causais Stagonospora nodorum, Drechslera tritici-repentis e
Bipolaris sorokiniana, aumentou com a ado¢do generalizada das
préticas de cultivo minimo. Conforme estudo realizado por Prestes et
al. (2002), as manchas foliares apresentam maior incidéncia sob o
sistema de plantio direto e monocultura, o que pode ser explicado pela
emergéncia das plantulas junto aos restos culturais infectados. O
agente da mancha amarela do trigo possui diversos hospedeiros
secunddrios e pode também sobreviver facilmente sobre os restos
culturais em sua forma teliomoérfica Pyrenophora tritici-repentis.
Prestes et al. (2002) salientam a importincia do plantio direto
associado a rotagc@o de culturas para assegurar ganhos em rendimento
e segundo Ruedell (1995), dos nove anos de pesquisa na regido de
Cruz Alta, RS, em oito anos o trigo apresentou rendimento de graos
mais elevado no sistema de cultivo minimo do que no preparo
convencional do solo.

Entre as diversas medidas de controle dessa doenca, destacam-
se a rotacdo de culturas, que estd limitada pelo grande nimero de
hospedeiros do patégeno que mesmo uma quantidade pequena de
in6culo pode promover incidéncia severa da doenga; e, o uso de
fungicidas nos quais as limitagdes estdo relacionadas ao custo e o
risco de surgimento de variantes resistentes no patégeno, além das
conseqiiéncias negativas ao ecossistema. Por essas razdes, € necessaria
a incorporacdo de cultivares resistentes num sistema de controle

através de manejo integrado da doenca. Porém, para o bom
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funcionamento do manejo integrado, deve ser levada em consideracao
a alta variabilidade de Drechslera tritici-repentis ¢ a necessidade de
estudos de fontes de resisténcia para contribuicdo no desenvolvimento
de cultivares resistentes. Entretanto, existem poucas fontes de
resisténcia detectadas em Triticum aestivum € Triticum durum, mas
genes de interesse podem ser encontrados na espécie diploide Triticum
tauschii (2n=14DD). Por essa razao, o cruzamento de 7. tauschii com
a espécie tetrapldide 7. durum (2n=28 AABB) para a formagao do
trigo sintético pode servir como ponte para posterior cruzamento com
genotipos de Triticum aestivum visando a transferéncia da resisténcia
a vdrias doencgas fungicas de T. tauschii, para o trigo hexapldide
(ANGRA et al. 1997).

O presente trabalho teve por objetivo identificar e caracterizar
a resisténcia a mancha amarela, em acessos de trigo sintético, em
linhagens dihaploidizadas e em cultivares desenvolvida desde 1930
até 2005, pertencente ao Banco de Germoplasma da Embrapa Trigo,
visando a incorporagdo de possiveis genes de resisténcia ao bloco de
cruzamentos para o desenvolvimento de novas cultivares, bem como
para posteriores estudos genéticos da resisténcia a esta doenca de

elevado potencial destrutivo a cultura do trigo.



2.REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura do trigo
2.1.1 Origem e importancia econémica

O trigo € um cereal pertencente a familia Poaceae, tribo
Triticeae, subtribo Triticinae. Das quatorze espécies dentro do género
Triticum, apenas cinco sdo cultivadas comercialmente (FEDERIZZI et
al., 1999).

Segundo Federizzi et al. 1999, a cultura do trigo possui trés
pools génicos definidos. O primdrio compreende espécies dipldides,
tetrapléides e hexapléides do género Triticum. No secunddrio,
espécies do género Secale, Agropyron e Haynaldia que podem ser
cruzadas com trigo e produzem hibridos férteis. No pool tercedrio
estdo as espécies Hordeum, Elymus e Agropyron que necessitam de
técnicas especiais de hibridiza¢do para produzirem hibridos férteis.

Cruzamentos entre trigo e outras espécies, principalmente
Agropyron spp. sdo relatados na busca de introdugdo de genes
principalmente para resisténcia a doengas e insetos (GILL & RAUPP,
1987). Existem promissoras fontes de variabilidade genética em
Aegilops squarrosa (também conhecida como Triticum tauschii)
possuidora do genoma D (2n=14DD), que necessita ser convertida
para o nivel hexapldide para uso em programas de melhoramento. O
cruzamento de 7. aestivum com a espécie tetrapldide Triticum durum
(2n=28 AABB), serve como ponte para a transferéncia da resisténcia
de T. tauschii para T. aestivum, formando o trigo sintético para ser

posteriormente cruzado com a espécie Triticum aestivum para
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transferir genes de resisténcia e aumentar a variabilidade genética
(ANGRA et al. 1999).

Segundo Osodrio et al. 1992 a base genética do trigo hexapldide
¢ limitada, podendo haver uma fragilizacdo do conjunto de
variabilidade disponivel nos materiais atuais. Existem fontes de
resisténcia nos gendtipos de trigo brasileiro hexapléides cultivados
(BRAMMER ET AL., 2000; PRESTES & AITA, 1985; PRESTES,
1990; LUZ, 1995), mas estas sdo em numero reduzido.

No mundo, muitos estudos com Triticum tauschii ja revelaram
bons resultados na busca de genes de resisténcia ao aluminio téxico,
ferrugem da folha do trigo, septoriose, mancha marron, mancha
amarela, nanismo amarelo e carvdo (PRESTES & GOULART, 1995).
Segundo Cox et al., 1992 avaliando colec¢des de Triticum tauschii (T.
tauschii provindos de oito regides do oriente médio, trés variedades de
T. tauschii ssp. eusquarrosa — typica, anathera, e meyeri, uma
variedade T. tauschii ssp. strangulata e mais dois grupos divergentes
separados com base em vinte locus com marcador molecular - 29
acessos para o grupo “A” e 72 para o grupo “B”) onde ocorreram
acessos resistentes a mancha amarela em todos os grupos testados.
Para ferrugem da folha e do colmo, os acessos com resisténcia se
concentraram no Ird, Mar de Caspio e Azerbaijdo, e para oidio foram
encontrados acessos resistentes no Oriente Médio com excecdo de
Azerbaijao e Turquia e no grupo divergente “A”.

No Brasil, embora com baixo nivel de infec¢ao, Barbosa et al.
1993 testaram cinco gendtipos de Agropyron elongatum e dois de A.
intermedium reacdo a Drechslera tritici-repentis e constataram

variabilidade entre entradas da mesma espécie e entre espécies



10

diferentes de Agropyron. A infeccdo foliar variou de 0,7 a 44
lesdes/cm”.

A cultura de tecidos e a haplodiploidizacdo por eliminacao
somdtica sdo técnicas que auxiliam na incorporagdo de genes advindos
de cruzamentos intergenéricos para obtencdo de linhagens
homozigotas. Depois de obtidos hibridos do cruzamento 7. aestivum e
A. elongatum, feitas as sele¢Oes para tipo agrondmico e resisténcia a
moléstias, estas plantas serdo polinizadas com pélen de milho ap6s 24
e 48h da aplicacdo de 2,4-D e, passados 12 dias coletam-se os graos
para resgate “in vitro” dos embrides, posteriormente tratadas com
colchicina, na fase de perfilhamento, para duplicacio dos
cromossomos das plantas hapléides (ANGRA et al. 1997;
SCHEEREN et al. 1997).

A obtencdo de cultivares de trigo com caracteristicas
agrondmicas desejaveis, através de cruzamentos, pode ser mais rapida
e eficiente com a combinacdo do uso de técnicas citogenéticas e
selecdo agrondmica e o conhecimento dos padrdes de heranca, bem
como a localizacdo dos caracteres nos cromossomos, t€ém permitido ao
melhoramento genético avancos na incorporagdo de genes de
importancia econdmica entre os gendtipos promissores (MORAES-

FERNADES ET AL. 2000).

2.2 Mancha Amarela do trigo
A mancha amarela do trigo causada pelo fungo Drechslera
tritici-repentis € uma das doencas de maior importancia econdmica no
mundo. Esta doenca estd relaciona ao plantio direto em monocultura,

uma vez que esse patégeno € um fungo necrotréfico que sobrevive
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facilmente em restos culturais na sua forma teleomoérfica e em
hospedeiros secundarios (PRESTES et al. 2002).

Mancha amarela da folha € assim denominada devido ao
amarelecimento que ocorre em volta das lesdes, também conhecida
como mancha bronzeada em funcdo das lesdes apresentarem cor
castanho ou marrom e, helmintosporiose porque o agente que causa a
doenca pertenceu a esse género (REIS & CASA 1996).

A doenca foi identificada pela primeira vez na Alemanha em
1902, em gramineas, em 1928 no Japdo na cultura do trigo.
Posteriormente, ocorreu em outros paises como Brasil, Kénia, Zambia,
Estados Unidos, Canadd, Austrdlia e Bolivia. Na Bolivia a doenca
ocorreu de forma severa no ano de 1990. Em 1949, na Australia, a
forma teliomérfica Pyrenophora tritici-repentis foi associada pela
primeira vez como patégeno em trigo. No Brasil, a mancha amarela
foi relatada em 1968, por Costa Neto, no estado do Rio Grande do Sul,
e, em 1973, foi observado em Ponta Grossa, no Parana (METHA
1993). Segundo autor, a partir do ano de 1979, a doenca aumentou a
incidéncia em alguns estados como Parana e Sao Paulo e hoje é uma
das doencas foliares mais freqiientes que ocorre reduzindo a

produtividade do trigo.

2.2.1 Etiologia
Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker é o fungo agente
causal da mancha amarela do trigo, sinonimos Helminthosporium
tritici-repentis Diedicke, D. tritici-vulgaris (Nisikado) Ito e H. tritici-

vulgaris (Nisikado), forma imperfeita ou anamorfica. A forma perfeita
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ou teleomorfica corresponde a Pyrenophora tritici-repentis (Died.)
Drechs. (sindnimo P. trichostoma (Fr.) Fckl.) (WIESE 1987).

O fungo apresenta conidiéforos simples ou em grupos de 2-3,
emergentes entre as células epidérmicas ou através dos estdmatos,
retos ou flexuosos, cilindricos ou ligeiramente afilados no dpice e
dilatados na base, hialinos a pardo-claros, lisos, medindo 7-8 x 100-
300 pm (WIESE 1987) ou 6-12 x 250-400 um (ELLIS 1971).
Conidios sdo solitdrios, retos e ligeiramente curvos, com dpice
arredondado e base caracterizada de forma conica, hialinos a ligeira
coloracao palha, parede finas, 12-21 x 45-200 um, 4 a 7 pseudoseptos
segundo Wiese 1987 ou 14-20 (17,7) x 80-250 (117) ym e 1-9
pseudoseptos segundo (Ellis, 1971).

Pseudotécios eruptivos sdo produzidos em trigo ou restos
culturais de gramineas, negros, 200-350 um em didmetro, algumas
vezes com rostrados. Os ascosporos sao ovais a globosos, em nimero
de oito, pardo-amarelos e medem de 18-28 x 45-70 pm, com trés
septos transversais e leve constricdo nos septos. As células medianas

podem apresentar septagdo longitudinal (WIESE, 1987).

2.2.2 Hospedeiros
Os principais hospedeiros de D. tritici-repentis sdo o trigo, o
centeio, e o triticale (HOSFORD, 1982). O trigo € o hospedeiro mais
importante, porém existe uma ampla gama de hospedeiros secundarios
(REIS & CASA 1996). Segundo Singh 2001, este fungo € capaz de
infectar no minimo 26 espécies, muitas espécies perenes € ou crescem
em dreas que produzem trigo, facilitando a sobrevivéncia e

promovendo indculo inicial de mancha amarela.
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2.2.3 Sintomatologia e Danos

Os sintomas da mancha bronzeada dependem das cultivares de
trigo plantado e do tipo de patétipo, que se baseia na possibilidade de
produzir necrose ou clorose (LUZ 1982). Geralmente os sintomas de
necrose estao associados a clorose extensiva nas folhas, resultando em
reducdo na drea fotossintética e senescéncia prematura.

A mancha bronzeada apresenta os sintomas principalmente nas
folhas do trigo, logo apds a sua emergéncia, nos primeiros estadios de
desenvolvimento, no perfilhamento e no alongamento do trigo. Depois
de 24 a 48 horas da penetracdo do fungo, aparecem pequenas manchas
clordticas, que com o passar dos dias aumentam de tamanho surgindo
no centro da regido clorética, uma regido necrética, escura. A regiao
clorética pode evoluir para necrose levando a morte das plantas.
Quando o trigo é muito suscetivel ocorrem também lesdes marrons
sobre as aristas e glumas. No campo os sintomas da enfermidade
aparecem entre 25 e 30 dias apds a semeadura e, o clima ideal para
seu desenvolvimento é chuva abundante e temperatura entre 18 e
20°C. A frutificagdo do fungo pode ser observada através de lentes de
aumento quando as manchas apresentarem de 2 a 15 mm. Quando as
mesmas coalescem ndo é mais possivel observar a frutificacdo (LUZ
1982). Os sintomas também podem aparecer nas sementes onde ocorre
escurecimento ou graos rosados, parecidos com a giberela (REIS &
CASA 1996, LUZ 1982, REIS & PLATZ 1979, MEHTA 1993,
SANTOS 2000).

Um sintoma muito importante da mancha bronzeada € a

clorose que ocorre devido a liberagdo de uma toxina da Pyrenophora
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tritici-repentis. Essa toxina é uma proteina e ¢ denominada Ptr necrose
toxina (MEHTA 1993).

Os primeiros trabalhos para quantificar perdas foram
realizados na Australia, onde Rees & Platz (1983) relataram danos de
13 a 48 %, sendo grande parte da reducdo da produtividade devido a
reducdo do tamanho dos graos. Perello et al (2003) descreveu o
crescimento rdpido e destrutivo de Drechslera tritici-repentis nos
paises da América do Sul, incluindo Argentina, Brasil, Chile, Paraguai
e Uruguai. Durveiller et al. (2005) registrou uma média de 30% na
perda em rendimento no sul da Asia. No Brasil, em avaliacdes
realizadas no Parand, foram atribuidas perdas de 36 % no rendimento
da cultura do trigo (Linhares et. al., 1995). No Rio Grande do Sul em
1991, Picinini & Fernandes (1992) avaliando o controle de manchas
foliares com fungicidas, verificaram rendimentos de 46 a 59 %
superiores aos da testemunha, quando a predominancia foi de mancha

amarela em folhas de trigo.

2.2.4 Epidemiologia

As principais fontes de indculo sdo as sementes e os restos
culturais. E através das sementes que a mancha bronzeada ¢é
distribuida a longas distancias. Geralmente € baixa a incidéncia do
patégeno nas sementes de trigo, bem como sua passagem para a
plantula (REIS & CASA 1996). Segundo Loughman et al. (1998), o
principal responsdvel pelas infec¢des sdo os restos culturais, sob
condi¢des favordveis patdgenos retidos em restos culturais podem

causar até 46% de perdas.
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Os ascosporos, conidios e fragmentos de micélio jovem
formam o inéculo primdrio, infectando principalmente plantas jovens.
Os restos culturais sdo a principal fonte de in6culo secundério (forma
teleomérfica, Pyrenophora tritici-repentis) e, sdo introduzidos em
outras regidoes através de sementes infectadas. Sendo assim, a
monocultura e o plantio direto garantem a sobrevivéncia do patdgeno,
a palha permanece na superficie dando condicdes de sobrevivéncia
para o inéculo (REIS & CASA 1996).

Os respingos de chuva e o vento fazem a disseminagdo dos
ascosporos e conidios a curtas distancias. Tanto os conidios quanto os
ascosporos sao infectivos e, ao atingirem a superficie verde da planta,
iniciam a infec¢do na presenga de dgua liquida, sendo o periodo de
molhamento requerido de 6 a 48. A temperatura Otima para o
desenvolvimento da doenga estd entre 18 e 28 °C e, para a infeccao, 30
horas de molhamento. A fonte de indculo secundario sdo os conidios

produzidos sobre as lesdes (REIS et al., 2001).

2.2.5 Fatores que afetam o desenvolvimento da doenca
A mancha bronzeada do trigo ndo possui um tipo de clima
especifico para sua ocorréncia, como ocorre em outras doengas que
atacam o trigo. Ela tem distribui¢cdo em vérios paises como Austrilia,
Canadd, Estados Unidos, Brasil, principalmente no Parand, Paraguai e
Uruguai. Portanto, encontra-se em paises de clima temperado, bem
como em regides quentes (REIS & CASA 1996).
O desenvolvimento desta doenga ¢ atribuido, em diversos
estudos, a permanéncia dos residuos culturais de trigo no campo apds

a colheita, ao movimento dos esporos a longas distancia, ao estagio de
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desenvolvimento da cultura, a temperatura e ao periodo de
molhamento (SINGH 2001).

Segundo Cox & Hosford (1987), folhas velhas sdo mais
suscetiveis a infec¢do do que folhas jovens. Lamari e Bernier (1989)
observaram diferenca de resposta a reagdo do hospedeiro quando
avaliaram plantas no estddio de 2 folhas e no estddio de 4 a 6 folhas,
indicando que a avaliacdo quanto a resisténcia pode ser diferente
conforme o estaddio em que a planta for analisada.

Os pseudotécios se desenvolvem em restos culturais que estao
préximos do solo, em uma temperatura de 15 a 18°C. O colmo é
colonizado por Pyrenophora tritici-repentis. Depois da colheita, a
producdo dos corpos frutiferos nos colmos, depende da umidade,
principalmente da chuva, ndo ocorrendo se o potencial hidrico for
menor de 98,4%, independente se a cultivar for resistente ou
suscetivel. Se tiver pouca umidade o nimero de pseudotécios diminui,
nao ocorrendo a infec¢do (REIS & CASA 1996).

Os ascosporos sdo formados quando ocorrem alta umidade e
temperatura de 15°C e ndo se desenvolvem quando o potencial hidrico
for inferior de 97,7%. Os conidios se formam quando a umidade

relativa do ar entre 83 a 85% (REIS & CASA 1996).

2.2.6 Infeccao
Para identificacdo de resisténcia e severidade de cultivares de
trigo a D. tritici-repentis foram necessarios estudos para anteriormente
descrever a natureza, periodo de incubacdo e de colonizacdo deste

fungo (LAREZ et al., 1986; LAMARI & BERNIER 1989).
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Larez et. al. (1986), estudando os periodos entre 3 e 72 horas
depois da inoculagdo, observou que demasiada infec¢do ocorreu entre
6 e 24 horas. Conidios germinaram produzindo tubo germinativo, o
qual formou apressorio sobre as células epidérmicas. Tubos infectivos
desenvolveram apressorio e penetraram as células epidérmicas
mecanicamente e pela acdo de enzimas hidroliticas. O atraso na
infeccdo ou falha na penetracdo da parede de células epidérmicas
esteve associado a formacgdo de papilas e halos ao redor dos sitios de
infeccdo, tanto em hospedeiros suscetiveis quanto em resistentes. Se a
penetragdo ndo ocorrer abaixo do apressorio, o tubo germinativo
continuar crescendo ao longo da superficie da folha produzindo
apressorios secunddrios.

Lamari & Bernier (1989) observaram que a diferenca entre
reacdes de compatibilidade e incompatibilidade foi evidente 72 horas
depois da inoculagdo, e que a reagdo de hospedeiro especifico s6 se

expressa depois que o patdégeno se desenvolve intercelularmente.

2.2.7 Variabilidade do patégeno

Estudos baseados no tipo de lesdo, tamanho de lesdo, drea
foliar infectada, ndimero de lesdes por centimetro quadrado e na
variacdo fisioldgica de areas necrosadas da folha, demonstraram a
necessidade de um estudo mais aprofundado sobre a variabilidade
deste patogeno (SINGH 2001).

Isolados de P. tritici-repentis foram inicialmente agrupados em
patogenicidade baseados em sua capacidade de induzir necrose
bronzeada e ou clorose. Caracterizando que, Patotipo 1 induz de

necrose bronzeada e clorose (nec+ chl+), em hospedeiros suscetiveis;
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Patotipo 2 induz somente necrose bronzeada (nec+ chl-), Patotipo 3
que induz somente clorose (nec- chl+) e Patotipo 4 que ndo induz nem
clorose nem necrose (GAMBA & LAMARI 1998).

Atualmente, isolados de P. tritici-repentis sdo classificados em
5 racas, baseados em seu padrio de viruléncia em gendtipos
diferenciais. Racas de 1 a 4 representam igualmente os respectivos
patétipos de 1 a 4 anteriormente descritos. Raca 5 € representada por
uma inducdo clorética que difere da raca 3 em padrao de viruléncia e
producdo de toxina clorética de hospedeiro especifico (GAMBA et al.,
1998).

Duas toxinas produzidas em hospedeiros especificos por
diferentes racas de P. tritici-repentis foram identificadas e
caracterizadas. A necrose Ptr toxina foi isolada da raca 2 e ¢
responsavel pela producdo necrdtica em gendtipos sensiveis. A
clorose Ptr toxina foi isolada da raca 5 e induz clorose em genétipos
sensiveis. O novo sistema de nomenclatura denomina: Ptr toxina-
necrose produzida pela raga2, como Ptr Tox A; e, Ptr toxina- clorose
produzida pela raga 5, como Ptr Tox B (GAMBA et al., 1998).

Duveiller et al. (2007) enfatiza que atualmente oito ragas de D.
tritici-repentis estdo estabelecidas baseadas em padrdes de viruléncia
em trés efetivos trigos diferenciais, sendo que raca 6-8 tem sido
identificada somente em entradas de trigo pertencentes ao centro de
diversidade da colecio do Norte da Africa, o Caucasus e o Fertile
Crescent. A raca 6 combina a viruléncia da raca 3 e 5; a raga 7
combina a viruléncia da raca 2 e 5; e, a raca 8§ combina a viruléncia da

raca2,3eS.
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2.2.8 Medidas de controle

O fungo D. tritici-repentis € um parasita necrotréfico, ou seja,
possui a habilidade de extrair nutrientes de tecidos mortos do
hospedeiro. Assim, a presenga dos restos culturais dos cereais de
inverno numa lavoura possibilita a sobrevivéncia deste patdégeno
(REIS et al., 2001). As principais medidas de controle visam reduzir o
inoculo, erradicando ou diminuindo sua densidade a nivel inferior ao
limiar numérico de infec¢do (REIS & CASA 1996).

A praética da rotacdo de culturas por um ou dois anos sem trigo
reduz a incidéncia de manchas foliares em trigo (PRESTES et al.
2002). A prética da rotacdo de culturas pode erradicar D. tritici-
repentis de uma drea (CARMONA et al. 1999; REIS & CASA 1996)
sendo que a aveia e espécies de folha larga como ervilhaca, chicharo,
nabo forrageiro, colza, linho, serradela, trevos, etc, ndo sdo
hospedeiras e, portanto indicadas para a rotacdo de culturas (SANTOS
et al., 1987).

Forcelini (2005) enfatiza que as estratégias do controle
integrado, como rotagdo de culturas, sementes de boa qualidade,
tratamento de sementes e aplicacdo foliar de fungicidas, sdo medidas
preventivas que visam atrasar o estabelecimento das doengas no
campo e reduzir sua quantidade inicial. Conforme Indicacdes (2007),
a associacdo do uso de sementes sadias, do tratamento de sementes
com fungicidas e doses eficientes e da rotacdo de culturas, reduz o
in6culo primdrio de fungos causadores de manchas foliares e a
aplicagdo de fungicidas na parte aérea deve ser feita com base no
LDE, sendo calculado com base na funcido de dano R = 1000 — 5,7 I

(R =rendimento de grios e I = incidéncia foliar da doenca) sendo que
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a reaplicagdo dos fungicidas poderd ser feita quando o limiar for
novamente atingido.

O uso de variedades resistentes ¢ uma medida de controle
muito importante, no entanto, no Brasil ainda nio existem cultivares
com resisténcia suficiente para controlar a mancha bronzeada do trigo

(REIS et. al., 1997).

2.2.9 Heranca da resisténcia

A resisténcia a mancha amarela tem sido mencionada em
alguns estudos como sendo poligénica e, em outros, monogénica
(LAMARI & BERNIER 1989). Segundo Tadesse et al. (2006)
existem diferentes relatos relativos a heranca da resisténcia a mancha
amarela em trigo. Algumas pesquisas (ELIAS et al., 1989); FARIAS
et al, 1997, EFFERTZ et al, 2002) identificaram heranca
quantitativa, e outras (LAMARI E BERNIER, 1989, 1991; GAMBA
E LAMARI, 1998; LEE E GOUGH, 1984) encontraram heranca
qualitativa para mancha amarela, controlada por um unico gene
recessivo principal.

Gamba & Lamari (1998) encontraram quatro genes
independentes controlando a resisténcia 8 mancha amarela em trigos
tetrapldides, um deles controlando a clorose induzida pela raca 1 e os
outros trés genes para resisténcia a necrose induzida pelas racas 1 e 2,
3, e 5 respectivamente.

Gamba et al. (1998) observaram trés genes independente
controlando a resisténcia a mancha amarela em gendtipos de trigo

hexapdlides, um gene para resisténcia da necrose causada pela raga 2 e
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dois genes para resisténcia da clorose induzida pelas ragas 1 e 3, e um
gene para resisténcia a raga 5.

Lamari e Bernier (2003) encontraram heranga qualitativa,
segundo os autores na identificacdo de duas novas ragas deste fungo,
sendo entdo & racas, completam o nimero de mdximo tedrico de racas
que podem ser diferenciadas por trés locus no hospedeiro (23 = 8),
assumindo uma relacdo gene-a-gene entre Triticum/ Drechslera
tritici-repentis. Segundo Tadesse et al. (2006) € essencial a busca de
novos genes de resisténcia sabendo-se que até o momento poucas
fontes de resisténcia foram mapeadas.

Os genes mapeados até 0 momento SA0 genes recessivos que
conferem resisténcia a isolados que induzem necrose Tsn 1 localizado
no cromossomo 5B (FARIS et al.,1996; STOCK et al. 1996); Friesen
e Faris (2004) identificaram um QTL no brago curto de cromossomo
2B e designaram tsc2 usando andlise molecular; Faris e Friesen (2005)
identificou QTL no braco cromossdmico 1BS e 3BL na cultivar BR34
usando Ptr ragas 1-3 e 5 indicando presencga de raga ndo especifica na
resisténcia a mancha amarela; e, Tsn 2 localizado no cromossomo 3D
, no estudo encontraram dois gendtipos imunes e vinte gendtipos
resistentes, sendo que os dois genes recessivos Tsn-syn 1 e Tsn-syn 2
precisam de mais estudos para confirmacido (TADESSE et al., 2006).

Segundo Sharma et al. 2004, para herancga qualitativa um, dois
ou trés genes recessivos ou dominantes com epistasia estdo envolvidos
conferindo resisténcia em manchas foliares. A ocorréncia de epistasia
em mecanismos de controle genético a resisténcia em manchas
foliares é pesquisada por vdrios autores (SINGH et al., 1998;

SHARMA&BHATTA, 1999) podendo explicar em parte a
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inconsisténcia que ocorre no efeito da habilidade de combinacdo
especifica da resisténcia das manchas foliares. Esta inconsisténcia
sublima a dificuldade de encontrar cruzamentos superiores para o
desenvolvimento de resisténcia em manchas foliares, como a mancha
amarela. Sharma et al. 2004 concluiram o trabalho sugerindo que os
mecanismos de aditividade genética sdo mais importantes que os niao
aditivos para o controle da resisténcia de manchas foliares,
encontrando 77% de herdabilidade para esta caracteristica,
demonstrando que a selec@o para resisténcia a mancha amarela pode
ser efetiva em muitos cruzamentos.

Anderson et al. (1999) identificam heranca quantitativa na
resisténcia a mancha amarela. Anteriormente, Lamari & Bernier
(1989) salientaram a necessidade de testes usando isolados de

diferentes viruléncias para assegurar o desenvolvimento de resisténcia

estavel a populagdo do patégeno local.

2.2.10 Bases genéticas e melhoramento para resisténcia a
mancha amarela no Brasil

Segundo Luz (1995) a sele¢do para resisténcia a mancha

amarela em gendtipos brasileiros, até aquele momento, ndao havia sido

intencional devido a doenca ter se tornado mais presente nos anos

noventa. Até entdo, era de baixissima intensidade de infestagdo no Rio

Grande do Sul, sendo mais prejudicial no sul do estado do Parana.

Além disso, nenhum trabalho de pesquisa de fontes de resisténcia a
mancha amarela havia sido realizado no Brasil.

Luz (1995) menciona ainda a questdo de vdrios autores ja

terem publicado estudos da resisténcia a mancha amarela, e ainda, cita
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Rees & Plats (1992) enfatizando que a maioria das cultivares
resistentes sdo brasileiras, sendo gendtipos eficientes para resisténcia
incompleta. Como ji citado, recentemente Faris e Friesen (2005)
identificaram QTL de resiténcia na cultivar BR 34, na qual ja haviam
sido observados bons niveis de resisténcia, juntamente com BR 8 que
havia se destacado com niveis abaixo de 15% de severidade em testes
de campo e condi¢des controladas. Luz (1995) também observou
menores niveis de infeccdo no campo nas cultivares BH 1146 e
Vacaria quando comparados a resposta em condi¢des controladas,
sendo BH 1146 citada por varias pesquisas como gendtipo resistente a
maioria dos isolados e suscetivel em outros (Luz & Hosford, 1980;
Luz e Bergstron, 1986; e Lamari & Bernier, 1989), ndo passou do
nivel de moderadametne resistente na pesquisa realisada por Luz.

Luz (1995) relata ainda que as cultivares BR 32 e CNT 1
comportaram-se como moderadamente resistentes em condicdes de
campo e resistentes em condi¢des controladas. A cultivar BR 43 foi
moderadamente resistente em cimara climatizada e suscetivel no
campo, enquanto que BR 23, BR 35, BR37, BR38, BR 43, IAPAR 6 ¢
OCEPAR 11 demonstraram suscetibilidade, cultivares essas que na
época formavam a maioria das dreas cultivadas no pais e que até hoje
compdem grande parte da genealogia das cultivares no mercado.

Luz realizou nova pesquisa com mais de cem gendtipos nos
anos de 1996 1997, sob epifitica natural, e obteve poucas diferencgas

dos resultados encontrados em 1995.



CAPITULO I

MORFOLOGIA DOS CONIDIOS E ESPORULACAO DE
Drechslera tritici-repentis EM SEIS MEIOS DE CULTURA, SOB
DIFERENTES TECNICAS DE INDUCAO DA ESPORULACAO

FRANCIELY MOSCHEN', ARIANO MORAES PRESTES?,
PEDRO LUIZ SCHEEREN® E ALEXANDRE D. ROESE*.

RESUMO - Drechslera tritici-repentis, agente causal da mancha
amarela do trigo é um patégeno potencialmente destrutivo a essa
cultura. O manejo da doenca tem sido feito com base na aplicacdo de
fungicidas associados a resisténcia das cultivares em uso. Por essa
razdo, torna-se necessario caracterizar o nivel de resisténcia dos
gendtipos a serem usados no manejo integrado da doenca. Entretanto,
para a avaliacdo de gendtipos, em larga escala, as dificuldades de
esporulagio do fungo e de calibragem da densidade de indculo
precisam ser equacionadas para execugdo de trabalhos de pesquisa
envolvendo inoculacio artificial desse patégeno. Com o objetivo de
avaliar a esporulacdo de D. tritici-repentis testou-se seis meios de
cultura sob trés técnicas de indugdo da esporulacdo. Sete dias apds
repicagem do fungo nos diferentes meios de cultivo, quantificou-se os

conidios em hemacitdmetro. A andlise morfolégica dos conidios
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(comprimento, largura e septagdo) e didmetro das col6nias, também
foram avaliadas. Os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado e em fatorial para interacdo das técnicas.
Observou-se diferenga significativa entre meios de cultura e entre
técnicas utilizadas na inducio da esporulacio do fungo. A esporulagdo
de D. tritici-repentis foi superior nos meios contendo suco V8, embora
estes ndo tenham diferido estatisticamente de farinha integral de
Centeio numa das técnicas de inducdo da esporulacdo utilizadas.
Porém, o maior desenvolvimento de coldnia ocorreu nos meios de
farinha e as dimensdes dos conidios ficaram com valores extremos
superiores ao relatado na literatura devido as condigdes
proporcionadas ao fungo, sendo o suco de tomate o meio onde se
observou as maiores dimensdes dos conidios. A técnica com regime
de cinco dias no escuro seguidos de estresse do micélio e alternancia
de luz(24h £24°C) /escuro (24h +15°C) propiciou maior esporulacio

de D. tritici-repentis.

Palavras-chave: Drechslera tritici-repentis, esporulacdo, meios de

cultura.

ABSTRACT - Drechslera tritici-repentis, the causal agent of tan spot
is a potentially destructive pathogen to wheat crop. The disease
management has been done by fungicide spraying associated with
genetic resistance of wheat varieties. For that reason, it has been
necessary to characterize the level of resistance of the wheat
genotypes to be used in the integrated management of the disease.

Nevertheless, for evaluation of wheat genotypes in large scale there
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are some difficulties to produce inoculum for artificial inoculation of
the pathogen. Aiming at evaluating the sporulation of Drechslera
tritici-repentis six culture media were tested under three different
techniques for inducing spore production of the fungus. After a period
of seven days of mycelia development under the six culture media and
different techniques the conidia of the fungus were counted in a cell
counter. Besides that, a morphologic analysis of conidia and colony
diameter were done. The trials were carried out as complete
randomized treatments under a factorial design for the technique
interaction. It was observed significant differences among culture
media and among techniques for induction of spore production. The
highest spore production of Drechslera tritici-repentis was provided
by culture media containing V8, however, it did not differ from the
medium containing rye flower under one of the techniques. On the
other hand, the best colony development regarding mycelia growth
was obtained on media containing wheat and rye flower. Conidia
dimensions greater than what is reported in literature were observed
on tomato juice media. The technique of growing the fungus for five
days on dark followed by stress of mycelia and alternating 24 hours
light at 24°C/24 hours dark at 15°C provided the best spore production

of Drechslera tritici-repentis.

Key-words: Drechslera tritici-repentis, sporulation, culture media.
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1. INTRODUCAO

A mancha amarela do trigo, causada pelo fungo Drechslera
tritici-repentis (Died.) Shoemaker forma perfeita ou teleomorfica
Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs. tornou-se potencialmente
destrutiva, principalmente como conseqiiéncia da difusdo de técnicas
de cultivo minimo que mant€ém os restos culturais na lavoura. O
surgimento de freqiientes epidemias de mancha amarela em lavouras
de trigo fez com que os programas de melhoramento buscassem
gendtipos mais resistentes a doenga. Porém, algumas dificuldades
entrevam o desenvolvimento de melhores gendtipos. Uma dessas
dificuldades ¢ a baixa capacidade de esporulacdo desse patégeno in
vitro suficiente a producdo de indculo necessdria para pesquisas de
resisténcia varietal. Sendo D. tritici-repentis um fungo com grande
variabilidade morfolégica, genética e patogénica (SANTOS, et al.
2002), faz-se analogia ao fungo Pyricularia grisea (Sacc), em que
Souve et al. (1975), relaciona a sua pouca esporulacdo com a grande
variabilidade comportamental, mesmo em culturas monospdricas.

A qualidade e intensidade da luz também sdo fatores que
podem influenciar a germinacdo de conidios, a taxa de crescimento
vegetativo, a inducdo de formacdo de estruturas reprodutivas, a
pigmentagdo, a forma e o tamanho dos esporos de grande parte das
espécies fungicas. A irradiacdo luminosa, ou a luz negra, também
podem induzir ou inibir o crescimento e a esporulacdo de fungos
(Teixeira et al., 2001).

Apesar de ser um fungo com fase anamorfa produzindo

7

conidios, Lamari e Bernier (1989) descrevem como é tedioso o
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processo de esporulagdo para produgdo de inéculo em larga escala e
citam o trabalho realizado por Odvody e Boosalis (1982) que
obtiveram 6tima producio de conidios com uma técnica simplificada
por Raimond et al. (1985) e modificada pelos préprios Lamari e
Bernier (1989). Esses autores mostram que, para boa producdo de
esporos colonia deste fungo ndo deve estar muito desenvolvida na
placa e o micélio deve sofrer estresse de tal forma a induzir a
esporulacdo. Assim, combinando estas informag¢des com estudos de
Kran (1971) que observou que os conidiéforos sdo formados com a
presenca de luz e os conidios sdo produzidos no escuro, a técnica
descrita por Lamari e Bernier (1989) vem a confirmar a ocorréncia de
esporulacdo. Saavedra (1982) ja havia estudado em sua dissertagdo de
mestrado, em que descreve a dificuldade em produzir indculo em
quantidades satisfatdrias para inoculagdo em campo, estudou meios de
cultura e técnicas diferenciadas para inducdo de esporulacdo, e seus
melhores resultados foram obtidos com o meio de cultura V8-BDA
combinada a técnica de incubac@o em regime de luz/escuro (10/14h)
utilizado em todo seu trabalho de pesquisa. Outros autores citam uma
combinacdo do estresse do micélio causado por 24h de luz ultra
violeta para producdo de conididéforos (KRAN, 1971 e URASHIMA,
1994).

A dificuldade encontrada na esporulacdo do fungo D. tritici
repentis motivou o desenvolvimento deste trabalho com o objetivo de
testar alguns meios de cultura em diferentes técnicas para induzir
esporulacdo, a fim de identificar a melhor e mais eficiente maneira de
se produzir esporos em quantidade adequada para inoculagdes

artificiais, em campo ou em condi¢des controladas, com a finalidade
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de avaliar gendtipos quanto a resisténcia a esse patégeno, bem como
avaliar a influéncia dos diferentes substratos e das técnicas usadas

sobre o crescimento e a morfologia do fungo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producao dos meios de cultura

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Trigo. Foram estudados seis meios de cultura compostos de
farinha integral de centeio, farinha integral de trigo, suco de tomate,
suco V8 e batata-dextrose-agar (BDA), conforme composi¢do
apresentada na Tabela 1. Os meios compostos de farinha integral de
centeio e farinha integral de trigo serdo doravante denominados

apenas farinha de centeio-dgar (FCA) e farinha de trigo-agar (FTA).

TABELA 1 - Composi¢cdo dos meios de cultura utilizados nos
trabalhos de inducdo de esporulagcdo, crescimento de coldnia e
morfologia, deste capitulo.

MEIOS DE -
CULTURA COMPOSICAO

BDA BDA composto* (39g) + 4gua destilada(1L)

Suco V8-Agar Suco V8&** (200mL) + d4gar(17g) +
CaCOs(3g) + 4dgua dest. (800mL)

Suco V8-BDA Suco V8** (150mL) + 4gar(10g) + BDA
(10g) + CaCO3(3g) + 4dgua dest. (800mL)

Suco Tomate - Agar Suco de tomate** (200mL) + 4gar(17g) +
CaCO;(3g) + dgua dest. (800mL)

FCA Farinha integral de centeio®*** (50g) + &agar
(15g) + 4gua dest. (1L)
FTA Farinha integral de trigo*** (50g) + agar

(15g) + 4gua dest. (1L)

* Marca comercial “Merch”. ** Marca comercial “Campbell” (produto importado).
***Granulometria de 0,8mm.
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Para o preparo dos meios de cultura derivados de suco, foi
misturado suco com a 4dgua destilada ao Ca CO; e levado ao fogo
mantendo sob constante agitacdo até ocorrer fervura. Posteriormente,
esses componentes foram misturados em Erlemeyer com o dgar ou
com o BDA. No preparo dos meios de cultura derivados de farinha,
misturou-se a farinha integral com a dgua destilada, levados ao fogo e
mantidos sob agitacdo e fervura por mais 40 minutos. O meio de BDA
foi somente adicionado de dgua destilada.

Apds os componentes terem sido misturados e autoclavados a
127°C por 20 minutos, foi vertido em placas de petri de plastico de 90
mm de didmetro. Posteriormente, o isolado monospérico do fungo foi
repicado por meio de disco micelial, posicionado no centro de cada

placa.

2.2. Técnicas de esporulacio
Para a inducdo de esporulagdo nos diferentes meios de cultura,

foram utilizadas trés técnicas:

Técnica 1

Os procedimentos realizados nesta técnica foram baseados na
metodologia utilizada por Lamari e Bernier, 1989 que modificaram a
técnica descrita por Raymond et al, 1985, chegando a seguinte
descricdo. Disco de 5 mm de didmetro transferidos para placas
contendo os meios diferenciados, foram incubados a 24+1°C por cinco
dias, em escuro, até preencherem em torno de 5 cm de didmetro da
placa de petri. Ao final do quinto dia, as placas foram retiradas da

incubadora e levadas para cimara de fluxo laminar e submetidas a
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estresse pela raspagem do micélio com o auxilio de uma lamina de
vidro esterilizada. Posteriormente, as placas foram mantidas por 24h a
24+1°C em luz direta, seguidos de 24h a 15+1°C em escuro na cAmara
de crescimento “Percival”. A col6nia em esporulacdo foi avaliada
quanto a quantidade de conidios produzidos, conforme descricao nas

avaliagdes abaixo.

Técnica 2

Saavedra, 1982 realizou alguns trabalhos a fim de produzir
esporos em quantidades suficientemente adequadas para realizar seus
experimentos de tese. Baseado em seus resultados optou-se por testar
a técnica dois, conforme segue: Disco de 0,5cm de didmetro
transferidos para placas contendo os meios diferenciados foram
incubados a 24+1°C por cinco dias em regime de alternincia de
luz/escuro (14/10h) a 24+1°C até preencherem em torno de 5 cm de
didmetro da placa de petri. Ao final do quinto dia, as placas foram
retiradas da incubadora, transferidas para a cAmara de fluxo laminar e
submetidas ao estresse pela raspagem do micélio com o auxilio de
uma lamina de vidro esterilizada. Posteriormente, as placas
continuaram em regime de alternincia de luz/escuro (14/10h) a
24+1°C por mais dois dias. Apds esse periodo, as colbnias em
esporulacdo, foram avaliadas quanto a quantidade de conidios

produzidos.

Técnica 3
Baseado nas pesquisas de Kran (1971), Urashima & Kato

(1994), Saavedra (1982), que exploram a utilizacdo de luz ultravioleta
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(UV) para inducdo de esporulacdo de D. tritici-repentis € de outros
fungos, foi estabelecida a seguinte proposta da técnica 3: Disco de
Smm de didmetro transferido para placas contendo os meios
diferenciados, foram incubados a 24+1°C por cinco dias em escuro
continuo até preencherem em torno de 5 cm de didmetro da placa de
petri. Ao final do quinto dia, as placas foram retiradas da incubacdo e
levadas para camara de fluxo laminar e submetidas a estresse pela
raspagem do micélio com o auxilio de uma Iamina de vidro
esterilizada. Posteriormente as placas foram mantidas por 24h a sob
luz UV direta, seguida de 24h em regime de escuro a temperatura de
24°C. Apo6s esse periodo, avaliou-se a quantidade de conidios

produzidos.

2.3. Morfologia de conidios
Para os estudos de morfologia dos conidios foram preparadas
trés placas de petri de cada meio de cultura, submetidas a técnica 1.
Foram mensurados o comprimento (aumento de 10x ao microscépio),
largura e niimeros de pseudoséptos ( aumento de 40x ao microscopio)

de 50 conidios.

2.4. Avaliacoes
A medida do didmetro (mm) das coldnias e quantificagdo dos
conidios, em hemacitdmetro de Neubauer, foram determinados ao
sétimo dia de crescimento das coldnias. Foram efetuadas seis leituras
por placa, sendo que os seis meios de cultura foram representados em
cada técnica por seis repeticdes inteiramente casualizadas, em que

cada repeticdo consistiu de uma placa de petri.
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A repicagem do fungo sobre as placas de petri contendo os
diferentes meios de cultura foi realizada simultaneamente durante a
conducio de cada técnica em experimentos diferentes.

Para o preparo da suspensdo de conidios, cada placa contendo
a colonia em esporulagdo foi preenchida com 8 mL de dgua destilada,
adicionada de Tween 20 (1 gota/200mL de dgua). Com o auxilio de
uma lamina de vidro, a coldnia foi raspada de forma que os conidios
produzidos sobre a mesma fossem liberados, formando uma suspensao
de esporos, que foi coada em peneira fina a fim de reter fragmentos do
micélio e do meio de cultura. Para quantificacio e mensura¢do dos
conidios por placa no hemacitdometro de Neubauer foi utilizado uma
aliquota de 200uL dessa suspensdo.

Para todas as pesquisas deste trabalho utilizou-se um isolado
monospérico que foi repicado de uma mesma base de indculo
devidamente armazenada, em placas contendo meio BDA+A e
mantidos a temperatura de 10°C.

Cada técnica foi testada trés vezes para os mesmos meios de
cultura sob as mesmas condi¢des obtendo-se trés resultados por
técnica.

Os dados de todos os experimentos foram reunidos
separadamente, submetidos ao teste “Shapiro Wilk” para analisar a
normalidade da distribui¢do de erros no programa SAS (Statistical

Analysis Sistems Institute, Cory, NC) versao 8.00, transformados em
A x+0,5, e posteriormente, procedeu-se a andlise da varidncia, que

sendo significativa levou a andlise conjunta em teste de comparacdo

de médias pelo teste Tukey e de Duncan (P=0,05).
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3. RESULTADOS

Esporulacio

A andlise conjunta dos dados dos experimentos entre 0s meios
de cultura utilizados nas técnicas de esporulacio a que foram
submetidos, mostra que ocorreu interacdo entre meios de cultura e as
técnicas utilizadas (TABELA 2).

Os meios de cultura contendo o suco V8 apresentaram
esporulacdo superior aos demais, independente do regime de luz e da
técnica utilizados.

Na técnica 1, V8-BDA proporcionou esporulacido dez vezes
superior a testemunha BDA, ndo diferindo estatisticamente dos meios
de FCA e V8-AGAR. O meio FTA apresentou baixa esporulagio, nio
diferindo de BDA pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Na técnica 2, em que o enfoque foi a alternancia de luz/escuro
(14/10h), o meio de cultura de suco V8-BDA e suco V8-AGAR
destacam-se como os melhores meios para esporulacdo do fungo. Os
meios de cultura de FCA, FTA, suco de tomate e BDA apresentaram
pouca esporulagdo do fungo por esta técnica, chegando ao ponto de
nio serem encontrados conidios em algumas quantificacdes efetuadas
(TABELA 2). Nesses meios de cultura o fungo apresentou formacao
de micélio em abundancia, sem a formacdo de conidiéforos e
conidios. V8-BDA esporulou 143 vezes a mais que BDA.

Destacando-se o estresse com luz UV por 24h (técnica 3), os
meios de cultura contendo suco V8 novamente apresentaram a melhor
esporulagdo do fungo(134 vezes superior a BDA), diferenciando-se

dos demais meios de cultura (TABELA 2).
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Na comparacdo das técnicas, sem ddvida, a técnica 1 na qual
foi utilizada a alternincia de 24h luz e 24h escuro com diferentes
temperaturas, apos o estresse do micélio, foi aquela que proporcionou
melhor desempenho dos meios de cultura. Essa técnica proporcionou
maior formagdo de conidios para todos os meios de cultura testados,
apresentando diferencas significativamente sobre as demais.
Consequentemente, as técnicas 2 e 3 mostraram-se menos efetivas
para esporulacdo entre os meios de cultura. sendo que a técnica 2, na
média dos diferentes meios mostrou as menores esporulacdes. Essas
duas técnicas apresentaram desempenho semelhante, somente

mostrando diferengas quando utilizados os meios contendo suco V8.

TABELA 2 - Esporulacdo de D. tritici-repentis em seis meios de
cultura e diferentes técnicas para indugdo 4 esporulagdo, em
esporos/mL. Andlise conjunta de dados baseados em trés
experimentos realizados em cada técnica para os seis meios de cultura.

TECNICAS/ TECNICA TECNICA TECNICA | CV(%)
MEIOS 1 2 3
V8-BDA A*19%§3,70 C3316,90a B 10208,33a| 18,38
a
V8-AGAR A 13009,26 B 3024,74a A 9305,56a | 13,59
ab
FCA A 19050,93a B46,30b B 46,30 ¢ 55,65
Suco Tomate A 9074,07bc B 324,07b B 949,07 b 47,14
FTA A 5588,24 cd BOb BOc 74,78
BDA A 1872,75d B 23,15b B 69,44 ¢ 90,18
CV (%) 40,77 89,59 54,13

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade. *Letras maidsculas representam diferencas entre
técnicas; **Letras mindsculas representam diferencas entre meios de cultura.
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Diametro de colonias

Quando foram relacionados os experimentos das técnicas com
respectivos meios de cultura conjuntamente para o crescimento de
coldnias de Drechslera tritici-repentis em sete dias de incubacdo
(TABELA 3), o maior crescimento do didmetro de col6nias do fungo
foi observado nos meios de FCA e FTA para todas as técnicas, sendo
que ndo diferenciaram significativamente de V8-AGAR na técnica 1.
O meio FTA nao se diferenciou significativamente de V8-AGAR,
Tomate e V8-BDA na técnica 2 e, na técnica 3 nio se diferenciou de
V8-AGAR. O menor crescimento micelial do fungo foi observado no
meio BDA para todas as técnicas, diferenciando-se significativamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nio se observou interagdo entre os experimentos nas diferentes
técnicas utilizadas, somente entre os experimentos no que se refere

aos meios utilizados nas diferentes técnicas.

TABELA 3 — Diametro de coldnias de D. tritici-repentis em seis
meios de cultura em trés técnicas de indugdo a esporulagdo
(mm/placa). Andlise conjunta de dados baseados em trés experimentos
realizados em cada técnica para os seis meios de cultura.

TECNICAS/ TECNICA TECNICA TECNICA

MEIOS 1 2 3 MEDIAS
FCA 69,83 a* 76,76 a 73,86 a 73,48
FTA 70,14 a 68,59 ab 71,58 ab 70,10

V8-AGAR 53,64b 60,67 b 58,17 be 57,49
TOMATE 58,00 ab 59,67 b 53,31 ¢ 53,99

V8-BDA 55,14b" 59,73 b 56,17 ¢ 57,01
BDA 34,75 ¢ 26,42¢ 39,53d 33,56

CV(%) 8,24 11,15 12,25

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade.
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Morfologia de conidios

As caracteristicas dos conidios de Drechslera tritici-repentis
relativas a comprimento, largura e formacdo de pseudoseptos foram
afetados significativamente pelos diferentes meios de cultura testados
observar (TABELA 4).

Pode-se observar que, entre os meios de cultura utilizados, os
conidios desenvolvidos no meio de suco de tomate apresentaram os
maiores valores médios de comprimento (246 pum), assim como 0s
conidios mais largos (21,7um) o e maior nimero médio de
pseudoséptos (7,08). Os menores conidios foram encontrados no meio
BDA. Os meios de FTA e FCA ndo apresentaram diferencgas
significativas entre si. Além desses, o meio composto por V8 ndo
apresentou diferenga quando adicionado de agar ou BDA quanto a
comprimento e largura de conidios. Porém, a formagdo de

pseudoséptos foi menor em V8-AGAR.

TABELA 4 - Comprimento, largura e niimero de pseudoseptos de
conidios de Drechslera tritici-repentis em diferentes meios de cultura.

MEIOS DE COMPRIMEN LARGURA Ilfsl%gggE%ET
CULTURA TO (um) (um) 0S
Suco Tomate 246,0 a" 21,7 a 7,08 a
V8-BDA 194,0 b 17,85 b 4,14d
V8-AGAR 1932 b 19,05 b 3,70 e
FCA 186,6 be 19,7 b 5,46 b
FTA 177,8 ¢ 19,6 b 540b
BDA 167,2d 17,15 ¢ 498 ¢
CV(%) 7,21 4,85 9.4

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste de Duncan a 0,05 de probabilidade.
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Valores extremos de comprimento, largura e nimero de
pseudoseptos dos conidios de Drechslera tritici-repentis produzidos
em diferentes substratos também foram observados (TABELA 5). Os
valores maximos oscilaram de 230 a 290 um de comprimento, e de 20
a 25 ym de largura, com 6 a 9 pseudoseptos; os valores minimos
oscilaram de 100 a 140 pum de comprimento, e de 15 a 17,5 um de
largura, com 2 a 4 pseudoseptos. O meio de cultura composto de suco
de tomate foi onde observou-se as maiores dimensdes de conidios,

para os valores extremos tanto maximo quanto minimo).

TABELA 5. Valores médios, maximos e minimos de comprimento x
largura (em pum) e nimero de pseudoseptos encontrados em conidios

de D. tritici-repentis desenvolvidos em diferentes meios de cultura.

MEIOS DE  VALORES VALORES VALORES
CULTURA MAXIMOS MINIMOS MEDIOS
TOMATE 290x25(9)* 140x17,5(4) 246x21,7(7,08)
V8-BDA 230x22,5(6) 140x15(2) 194x17,85(4,14)
V8-AGAR 250x25(6) 140x15(2) 193,2x19,05(3,7)
FCA 270x22,5(9) 100x17,5(3) 186,6x19,7(5,46)
FTA 230x25(7) 100x15(3) 177,8x19,6(5,4)
BDA 230x20(7) 120x15(4) 167,2x17,15(4,98)

MEDIA  250x23,33(7,33) 123,33x15,83(3) 194,13x19,18(5,13)

()* ndmero extremo de pseudoséptos.

4. DISCUSSAO

Efeito dos meios de cultura e diferentes técnicas na esporulacio
Na intera¢do significativa entre os meios de cultura e as
técnicas testadas, as melhores esporulacdes foram observados na

associacdo de estresse do micélio com o estresse causado por alguma
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fonte de luz por 24h ininterruptas aplicadas tanto na técnica 1 quanto
na técnica 3 (TABELA 2). O estresse causado por luz fluorescente
direta por 24h produziu a melhor esporulacio, seguida pelo estresse de
24h no escuro direto a temperatura de £15°C da técnica descrita por
Raymond et al. (1985), Lamari e Bernier (1989), em que a luz direta
induz o desenvolvimento de conidiéforos e o escuro a 15°C conduz a
produgdo dos conidios.

Quando utilizadas as técnicas 2 e 3, ocorreram menores
esporulacdes, sendo que em algumas quantificacdes nao foram
encontrados conidios. Este resultado se deve a pouca esporulacio
ocorrida na placa que provavelmente dificultou a distribuicdo e
localizacdo dos conidios removidos, e que, por essa razdo ndo chegam
a ser observados no hemacitdometro de Neubauer na aliquota de 200uL
colocada na lamina.

Na terceira técnica utilizada, obtiveram-se bons resultados na
esporulacdo deste fungo nos meios de cultura de suco V8-BDA e V8-
AGAR, no entanto esta esporulacio foi inferior aquela produzida na
técnica 1, indicando que o estresse do micélio pela luz fluorescente
associada a menor temperatura no periodo de formacdo dos conidios,
causa maior efeito que o estresse da luz UV em temperatura constante.
O comprimento de onda diferente ndo causou o mesmo efeito na
producdo de conididforos para posterior inducdo de conidios. Sem
ddvida, a qualidade da luz utilizada para indug¢do de conidi6foros e a
inibicdo na formagdo de conidios € relevante, seguindo os resultados
encontrados na pesquisa de Kran (1971).

Os meios de cultura de suco contendo V8 proporcionaram as

esporulacdes mais significativas, conforme ja relatado por outros
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autores (LUZ et al. 1980; KHAN, 1971; PLATT et al.,, 1977). O

desempenho dos meios derivados de suco V8 estd de acordo com a
afirmacdo de Lamari e Bernier (1989) em que meios com maior
consisténcia condicionam melhores esporulagdes desse fungo. J4, o
meio de centeio contrasta com essa afirmacdo uma vez que ndo se
diferenciou estatisticamente dos meios derivados de suco V8 na
técnica 1, que foi a tnica em que foi possivel observar bons resultados
com esse meio. Essa esporulacio poderd estar ligada ao tipo de
estresse produzido sobre a colénia no meio de centeio. Estes
resultados vém ao encontro a questdes econdmicas e praticas na
produgdo de indculo, uma vez que o meio composto por farinha de
centeio € ficil de preparar e muito mais barato. Seu custo nio chega a
10% do custo do meio V8 que € produto importado e tem preparacao
mais complexa, mesmo que se produza o suco V8 com base na receita
descrito por Seixas et al., 2000, o custo e o trabalho disposto ao
preparo nao é superado, na técnica 1 de indugdo a esporulagdo.

Os meios de BDA e farinha integral de trigo apresentaram
resultados insatisfatérios, em todas as técnicas testadas. Em geral os
meios de farinha ndo apresentaram boa esporulacdo, com excecdo do
centeio na técnica 1.

Acredita-se que o crescimento demasiado da colonia, como
observado nas avaliagdes de crescimento em didmetro, ndo favorece a
esporulagcdo de D. tritici-repetis, como argumentado por Luz (1986).
O meio BDA apresentou baixa esporulagdo, talvez por sua
composicdo menos favorecida em nutrientes. No entanto, em
observacdes ndo experimentais, o meio BDA produzido de forma

caseira, com a inclusdo da calda de batatas (140g) apresenta resultados
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satisfatérios, em que genericamente podem ser comparados aos
resultados do meio de suco de tomate, devendo ser levados em
consideracdo em futuras pesquisas.

Os coeficientes de variag@o altos na maioria dos experimentos
podem ser explicados pelo mesmo fato ocorrido em que em algumas
leituras ndo continham conidios, ou seja, ocorreu uma dificuldade em
separar os conidios removidos das placas, dentro dos 8 mL utilizados
para se fazer esta remocao, sendo que os conidios ficam agrupados
ndo sendo observados no hemacitometro de Neubauer na aliquota de
200uL que preenchem a lamina. Esta foi uma dificuldade encontrada
no estudo e que nao foi possivel fazer a correcdo. No entanto, tentou-
se aumentar a confiabilidade dos resultados pelo nimero de repeti¢des
(seis placas de petri por meio de cultura em cada experimento) e

leituras (seis leituras por placa).

Efeito dos diferentes meios de cultura no desenvolvimento das
colonias
Os meios derivados de farinha integral produziram o melhor

desenvolvimento da coldnia do fungo, medido em didmetro,
observado principalmente devido ao crescimento micelial ocorrido
nos primeiros cinco dias de inoculagdo. O meio de centeio mostrou os
maiores didmetros, ndo diferindo significativamente de trigo. Embora
as colonias do meio de farinha de trigo tenham desenvolvido de forma
mais uniforme em relagdo aos outros meios de cultura, segundo
Nozaki et al. (2004) nem sempre as condi¢des que favorecem o
crescimento micelial do fungo s@o as mesmas para a esporulacdo. No

caso do meio de farinha integral de trigo, o fungo apresentou bom
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crescimento micelial, mas o mesmo ndo ocorre com relagdo a
esporulagcdo, mesmo nas diferentes técnica de inducao. De acordo com
observacdes de Moore-Landecker (1972) citado por Queiroz et al.
(2004), isso ocorre pelo fato que os meios de cultura contendo altas
concentracdes de nutrientes inibem a reproducdo dos fungos sem
afetar o crescimento micelial.

O meio BDA demonstrou inconstancia de crescimento e de
esporulagdo. Em alguns experimentos demostrou esporulacido e
crescimento de micélio razodvel, em outros os resultados foram
abaixo da média dos demais meios testados, o que talvez possa ser
explicado pela sua composi¢do mais pobre em nutrientes quando
relacionada aos outros meios de cultura com fonte de carbono
(ELLIOTT, 1949), bem como a pouca energia acumulada até o
momento do estresse induzido pelas técnicas para favorecer a
esporulacdo.

Os meios derivados de suco, V8-BDA, V8-AGAR e tomate,
mostraram crescimento intermedidrio, em que se pode discutir a
questdo da fase de desenvolvimento da coldnia para esporulacdo, uma
vez que, de acordo com os autores das técnicas, o ideal é que a placa
ndo atinja a extremidade, pois a maior parte dos conidios é produzida
nas bordas das coldnias quando induzidas a esporulacdo (Lamari e
Bernier, 1989). Excecdo se dd aos didmetros encontrados no meio
suco de tomate usado na técnica 1, mostrando ndo se diferenciar dos
resultados observados em meio de centeio e de trigo, sem se
diferenciar dos meios derivados de suco V8, ou seja, os procedimentos

utilizados na inducdo a esporulagdo na técnica 1 obtiveram efeito
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positivo para o crescimento micelial de D. tritici-repentis no meio de

tomate, podendo ter prejudicado o efeito de produgdo de esporos.

Efeito dos diferentes meios de cultura na morfologia dos conidios

Nem sempre o melhor meio para esporulagdo proporcionou
também o melhor crescimento e desenvolvimento do fungo. O suco de
tomate se destacou nas caracteristicas morfoldgicas do fungo
garantindo diferencas marcantes em dimensdes dos conidios com um
aumento de, aproximadamente, 30% em relagdo aos meios em que se
observaram as menores dimensdes dos conidios.

Com relagdo aos valores extremos mdaximos, minimos e
médios (TABELA 5), as caracteristicas conidiais estudadas, o
comprimento e a largura ficaram acima do limite superior da descri¢io
de Ellis (1971) para o comprimento dos conidios (80 a 250 um) e a de
Wiese (1987) para a largura (12 a 21 pm). O nimero de pseudoseptos
encontrados (2 a 9) em geral, estd dentro dos limites descritos na
literatura por Ellis (1971) (1 a 9) e por Wiese (1987) (4 a 7). Porém,
Ruppel (1974) observou que temperaturas altas (28°C) induzem a
formacao de conidios curtos, ao passo que temperaturas baixas (14°C)
sdo responsdveis pela producdo de conidios mais longos. A técnica
utilizada para a inducdo de esporulacdo, no trabalho presente, a
coldnia chega permanecer 24h a 15°C no escuro. O comprimento, a
largura e a septagdo podem variar devido a variagdes de concentragio
de glicose e de carbono, com efeito, menos significativo, adicionadas
ao meio de cultura (ELLIOTT, 1949). Assim como o pH inicial do

meio, as fontes de nitrogénio e a idade do meio de cultura também
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podem afetar estas caracteristicas, como citado por Barba et al.

(2004).

Finalmente, devido as variacdes nos resultados observados

neste trabalho, e como j4 foi sugerido por Barba et al.(2004), o ideal

para reconhecimento do fungo através do conidio, sempre que

possivel, € sobre o substrato natural do hospedeiro.

5. CONCLUSOES

1.

A esporulacdo de D. tritici-repentis € influenciada pela
composicdo do meio de cultura e pelo estresse do micélio
sofrido no periodo de incubagdo. Os regimes de alternancia de
periodos de “luz” e de escuro com estresse de temperatura
proporcionaram esporulagdes mais abundantes e, a raspagem
do micélio por si, ndo ¢ suficiente para induzir a esporulacio.
Independente do regime de luz, os meios de cultura suco V8
proporcionam esporulagdo abundante de Drechslera tritici-
repentis.

O meio de farinha Integral de centeio produz bons resultados e
poderd ser alternativa ao uso do meio V8.

A esporulacio de D. tritici-repentis nao ¢ diretamente
proporcional a seu crescimento micelial. Os meios de cultura
de farinhas destacaram-se com o maior crescimento micelial
da coldnia, mas resultam em pouca esporulacdo. Quanto maior
o preenchimento da placa com a col6nia, em geral, menores

serdo os resultados em esporulagio.
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5. O comprimento, largura e septacdo dos conidios de Drechslera
tritici-repentis sao influenciados pelo meio de cultura em que
se desenvolvem, principalmente no meio de suco de tomate,
que proporcionou as maiores dimensdes morfoldgicas dos
conidios. Deve-se sempre referenciar o meio de cultura

utilizado para caracterizagdo de isolados.



CAPITULO II

INTENSIDADE DA MANCHA AMARELA DO TRIGO EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INOCULO DE Drechslera

tritici-repentis

FRANCIELY MOSCHEN', ARIANO MORAES PRESTES?,
PEDRO LUIZ SCHEEREN® E ALEXANDRE D. ROESE*.

RESUMO - A mancha amarela do trigo, causada por Drechslera
tritici-repentis, € uma doenca foliar de importancia mundial. Uma das
principais estratégias de controle € a resisténcia genética, no entanto,
ndo estdo disponiveis ao produtor gendtipos com bom nivel de
resisténcia a doenca. A variabilidade do patégeno pode ser
visualmente observada pela presenca dos sintomas de clorose ou de
necrose, que se apresentam numa relacdo patégeno/hospedeiro
bastante especifica. O tipo e tamanho de lesdo e, a densidade ideal de
conidios para a observagdo da doenca, adequada para identificacdo de
gendtipos com genes potenciais de resisténcia, foram os objetivos
deste trabalho. Através do estudo de quatro cultivares comerciais, com
diferencgas quanto a reacdo ao patdgeno e submetidas a cinco pressdes
de inéculo (1, 3, 6, 9 e 12 mil conidios/mL) foi possivel observar suas

curvas polinomiais quadréticas, e respectivas equagdes, com relacio
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ao ndmero de lesdes por folha em cada cultivar; e, as equagdes e
projecoes lineares resultantes da quantificacdo da drea foliar afetada
pela doenga, em cada cultivar e nas diferentes densidades de indculo.
Dificuldades foram encontradas na quantificag@o de in6culo em baixas
concentracdes e observou-se que as concentragdes entre seis € nove
mil conidios/mL foram mais adequadas para a avaliagdo de gendtipos

quanto a resisténcia a mancha amarela do trigo.

Palavras chave: Mancha amarela, densidade de indculo, resisténcia.

ABSTRACT - Tan spot of wheat, incited by Drechslera tritici-
repentis, is a leaf disease of economic importance around the world.
One of the strategies for controlling the disease is the use of genetic
resistance; nevertheless, there are not enough varieties with good level
of resistance to this disease. The variability of the pathogen can be
identified by the presence of chlorosis and/or necrosis on the host
which shows a very specific pathogen/host relationship. The type and
size of lesion produced, and the density of spores ideal for testing the
intensity of the disease adequate for characterize wheat genotypes for
resistance to tan spot, were the objectives of this work. Through this
study, four commercial varieties with known reaction to the pathogen
were challenged with five inoculum densities (1, 3, 6, 9 and 12
thousand spores per millilitre. It was possible to observe their
quadratic curves and their corresponding equations regarding the
number of lesions per leaf for each variety as well as the equations

and linear projections resulted from the quantification of disease
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severity on the leaf area affected on each variety for each density of
inoculum. Some difficulties were found for quantifying the propagules
of the pathogen on lower densities of inoculum. However, it was
observed that concentrations of six and nine thousands spores /mL
showed to be more suitable to evaluate wheat varieties for resistance

to tan spot.

Key-words: Tan spot, inoculum density, resistance.

1INTRODUCAO

Os sintomas da mancha amarela dependem do genétipo de
trigo e do tipo de patétipo do fungo que conduz a possibilidade de
produzir necrose ou clorose na planta (LUZ, 1982). A mancha amarela
do trigo vem sendo estudada com relagdo ao tipo e tamanho de lesdo,
drea foliar infectada, nimero de lesdes por centimetro quadrado,
periodo de incubacdo e colonizagdo do fungo, e tém-se observado
resultados divergentes com relacdo a esses aspectos, dependendo da
bibliografia consultada, principalmente devido a relacdo patégeno/
hospedeiro ser bastante especifica, a variabilidade do fungo e a
resposta do hospedeiro.

Segundo vdrios autores, a quantidade de in6culo utilizada para
produzir doenca em um nivel adequado € de 2 mil a 3 mil
conidios/mL (LAMARI & BERNIER, 1989; LUZ, 1995; GAMBA &
LAMARI, 1998; XU et al, 2004; e TADESSE et al., 2000).
Entretanto, Hosford & Hammond (1990) chegaram a utilizar até 25

mil conidios e conidiéforos/mL. em seus estudos, enquanto que
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Gilchrist et al. (1984) utilizaram 30 mil conidios/mL para fazer a
diferenciacdo de gendtipos em seu trabalho de dissertagcdo. Ainda, Lee
& Gough (1984), em estudos de heranca da resisténcia de D. tritici-
repentis e de Septoria tritici na cultivar de trigo “Carifen 12”
utilizaram somente fragmentos infectivos de micélio de D. tritici-
repentis. A densidade de inéculo se torna ainda mais importante
quando se necessita avaliar o nivel de resisténcia de genétipos.
Segundo Carvalho et al. (1981), baixa ou alta concentragdo de indculo
pode comprometer a reacdo do hospedeiro, uma vez que a utilizagdo
de pressao de in6culo inadequada podera tirar ou colocar um genétipo
da lista de gendtipos portadores de genes de resisténcia em programas
de melhoramento.

Devido a falta de uniformizacdo na literatura, talvez pelas
dificuldades ja encontradas anteriormente com relagdo a esporulacio e
a presente dificuldade na contagem dos esporos (Rodrigez & Bockus,
1996), a partir de uma curva de concentracido de inéculo em resposta
as diferentes quantidades de conidios em suspensdo para inoculagdes
deste perfil, este trabalho foi assim proposto na busca de maior

consisténcia na resposta das cultivares.

2. MATERIAL E METODOS

Cultivo das plantas

Sementes das cultivares de trigo BRS Umbu (resistente - R),
FCEP Nova Era (moderadamente resistente - MR), BRS 179
(moderadamente suscetivel - MS) e BR 23 (suscetivel - S), foram

distribuidas em 96 copos (quatro repeticdo de cada cultivar) com
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capacidade de 500g de substrato, contendo solo peneirado com pH 6,
correspondentes a quatro repeticdes por densidade de indculo. Os
vasos permaneceram em casa de vegetacdo por 15 dias, sendo entdo
transferidos para uma camara climatizada (22 +1°C e fotoperiodo 12
h) por 7 dias. No estddio de duas a trés folhas verdadeiras, as plantas

foram inoculadas com Drechslera tritici-repentis.

Obtencéo do inéculo

O indéculo foi obtido a partir de coldnias monospdricas
desenvolvidas em meio de batata-dextrose-dgar + antibidtico
estreptomicina (BDA + A).

O isolado de Drechslera tritici-repentis utilizado foi obtido em
folhas da cultivar Fundacep 46, proveniente do municipio de Lagoa
Vermelha, RS. A partir do reisolamento em folhas da cultivar de trigo
BR 23, em abril de 2007, com a ajuda de uma agulha histolégica
flambada, conidios de Drechslera tritici-repentis foram transferidos
para placa de petri contendo dgar-dgua. Conidios individuais foram,
entdo, transferidos para o meio de cultura definitivo (BDA + A). A
incubacdo ocorreu por dez dias em regime de fotoperiodo 12h a 24
+1°C.

Apds a coldnia monospdrica estar desenvolvida, trabalhou-se
com a mesma base para in6culo em meio BDA + A.

Os discos de repicagem foram transferidos para o meio suco
V8-BDA onde permaneceram incubados por cinco dias em escuro
direto £ 24 +1°C, seguidos do estresse do micélio em camara de fluxo
com o auxilio de uma lamina de vidro. Posteriormente, as placas

foram mantidas por 24h sob luz direta (para formagdo dos
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conidi6foros), seguido de 24h no escuro (para desenvolvimento dos

conidios).

Preparo da suspensio de inéculo e Inoculagio do Patégeno

A partir do inéculo produzido nas placas com meio V8-BDA
incubadas por sete dias, conforme descrito acima, preparou-se uma
suspensao de esporos em 4gua esterilizada + Tween 20 (1gota por 200
mL), cuja densidade de indéculo foi determinada através da
quantificacdo de conidios na cimara de Neubauer ( 200uL da
solu¢do). A concentracgdo final foi ajustada em 12 mil conidios/ mL. A
partir dessa concentracio, e por diluicdo, obtiveram-se concentracoes
de 9 mil conidios/mL, 6 mil conidios/mL, 3 mil conidios/mL e 1 mil
conidios/mL.

Plantas com 15 dias de idade (duas a trés folhas desenvolvidas)
foram inoculadas com as cinco concentracdes de indculo (descritas no
pardgrafo anterior). Para isso, preparou-se um volume de 200mL de
suspensdo de conidios em dgua esterilizada para cada uma das
concentracdes. Este volume foi usado por tratamento (quatro
repeticdes ou vasos por cultivar), sendo aplicado através de um
atomizador comum de pldstico. Plantas de quatro vasos de cada
cultivar foram inoculadas com a testemunha (somente 4gua) e, na
seqiiéncia, da menor para a maior concentracao.

Nas primeiras 48h de incubagdo, as plantas foram mantidas sob
caixas de madeira revestidas com pldstico transparente, a fim de
garantir maior umidade do ar e evitar a contaminac¢do cruzada dos
tratamentos e nebulizacdo intermitente, suficiente para manter a

umidade relativa do ar em torno de 90%. As plantas inoculadas foram
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mantidas em cdmara climatizada por sete dias, com fotoperiodo 12h

comecando pelo escuro, a 22 + 1°C.

Caracteristicas avaliadas e anilise estatistica

Quando ocorreu o aparecimento dos sintomas e antes das
manchas coalescerem, procedeu-se a contagem do nimero de lesdes
por folha considerando-se a segunda folha, cinco dias apds a
inoculagdo, enquanto a avaliagdo da severidade por folha ou
porcentagem da drea foliar afetada (% AFA) foi efetuada sete dias
ap6s a inoculacdo. As avaliacdes foram feitas na segunda folha
desenvolvida apds a plimula. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado. Os valores obtidos foram submetidos a
andlise de distribuicdo normal, e transformados por /x+0,5,

submetidos a andlise de variincia e a regressdo no programa SAS
(Statistical Analysis Sistems Institute, Cory, NC) versdo 8. A 4rea
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) nas diferentes

densidades de inoculo testadas.
3. RESULTADOS

Incidéncia da Doenca (niimero de lesoes)

Os dados foram ajustados significativamente por equagdes
polinomiais quadraticas, com coeficiente de determinagdo de 46, 67,
72 e 73%, respectivamente, para as cultivares de trigo BRS Umbu,
BRS 179, FCEP Nova Era e BR 23 (FIGURA 1). Todas as densidades
de in6culo testados resultaram em alguma intensidade de doenca em

nimero de lesdes. As concentracdes de esporos de 9 a 12 mil
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conidios/mL foram aquelas que proporcionaram os maior incidéncia
da doenga nas cultivares BRS Umbu, FCEP Nova Era e BR 23. Para
BRS 179, os maiores nimeros de lesdes por folha foram lidos entre 6
e 9 mil conidios /mL, e também, nesta concentracao revelou-se uma
diferenca de intensidade de doenca pelo nimero de lesdes entre as
cultivares testadas.

A incidéncia da doenga aumentou consideravelmente conforme
o aumento da densidade de in6culo, sendo que para densidade de 3
mil conidios/mL ocorreu a menor incidéncia da doenca.

Entre as densidades de indculo de 6 a 9 mil conidios/mL, na
cultivar BRS Umbu ocorreram 65 a 125 ledes por folha, estabilizando
entre 9 a 12 mil conidios/mL, tendendo a diminuir o nimero de lesdes
a partir de 12 mil conidios/mL; BRS 179 entre 75 e 130 lesdes por
folha, decrescendo a partir de 9 mil conidios/mL; FCEP Nova Era
entre 65 a 125 lesdes por folha, ndo demonstrando declinio neste
progresso até 12 mil conidios/mL; e, BR 23 entre 95 e 150 lesdes,
respondeu com maiores intensidade da doenca em nimero de lesdes
por folha entre as cultivares testadas, estabilizando este progresso na
densidade de 12 mil com./mL.

Na cultivar FCEP Nova Era o nimero de lesdes por folha foi

diretamente relacionado a densidade de inéculo usada.
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FIGURA 1 - Efeito da densidade de in6culo de D. tritici-repentis no
nimero de lesdes por folha de plantulas nas cultivares de trigo BRS
Umbu, BRS 179, FCEP Nova Era e BR 23.

Severidade da Doenca

Os resultados para dados de severidade nas quatro cultivares
(FIGURA 2) foram significativos pela regressdo linear explicando
suas projecdes, com coeficientes de determinacdo de 70, 57, 79 e
63%, respectivamente, para as cultivares de trigo BRS Umbu, BRS
179, FCEP Nova Era e BR 23, demonstrando haver um aumento
linear na intensidade de doenca com o aumento da densidade de
inéculo utilizada.

As projecdes encontradas entre as cultivares em teste ficaram

muito semelhantes. Quando se relaciona as taxas de progresso da
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doenga a cultivar BRS 179 tem a menor taxa, e FCEP Nova Era a
maior taxa de crescimento da doenca com relacdo a intensidade de

doenca causada pela medida de severidade.
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FIGURA 2 - Efeito da densidade de in6culo de Drechslera tritici-
repentis na severidade da mancha amarela em folhas de plantulas nas
cultivares de trigo BRS Umbu, BRS 179, FCEP Nova Era e BR 23.

Area abaixo da curva do progresso da doenca

Outra varidvel utilizada para comparar o progresso da doenca
em funcdo da quantidade de in6culo foi a AACPD. As respostas das
cultivares para cada concentragdo de conidios sdo apresentadas na

TABELA 1, em que se pode observar que somente para o nimero de
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lesdo ocorreu diferenca significativa entre o desenvolvimento de a
doenga na cultivar BR 23, que apesar de ndo diferenciar
significativamente de BRS 179, apresentou a maior AACPD,
correspondendo a cultivar de maior suscetibilidade a doenga quanto a

densidades de inoculo entre 1 e 12 mil conidios/mL.

TABELA 1 - Area abaixo da curva de progresso da doenca em
diferentes densidades de indculo de Drechslera tritici-repentis em
quatro cultivares de trigo.

Cultivar Incidéncia Severidade

BR 23 1138425 A* 228625 A

BRS 179 1038100 AB 212500 A

BRS UMBU 922100 B 216225 A

FCEP NOVA ERA 911750 B 227425 A
CV (%) 8,42 1,089

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Relacao nimero de lesoes/severidade nas diferentes densidades de
inoculo testadas para as quatro cultivares.
De uma maneira geral, quando se fez a relagdo entre a

incidéncia de lesdes e a severidade em que as quatro cultivares
responderam as densidades de inéculo testadas, podemos observar que
até 90 lesdes por folha a severidade agrupou de forma mais amena, e a
partir de 90 lesdes por folha (com excegdo a cultivar BRS 179 onde
este aumento ocorreu a partir de 70 lesdes por folha) a severidade
agrupou em valores mais altos aumentando consideravelmente a
epidemia, como podemos observar na FIGURA 3.

A correlagdo, de acordo com o coeficiente de Pearson,
existente entre o nimero de lesdes e severidade para cada uma das
cultivares foi significativo 66, 66, 82 e 75% respectivamente para

BRS Umbu, BRS 179, FCEP Nova Era e BR 23.
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FIGURA 3 - Relacdo entre o niimero de lesdes e a severidade
representada pelo modelo linear logistico nos grificos das quatro
cultivares em teste BRS Umbu, BRS 179, FCEP Nova Era e BR 23
respectivamente.

4.DISCUSSOES

As condicdes propiciadas para o desenvolvimento da doenca
mostraram que com o aumento de indculo o nimero de lesdes
produzidas cresceu seguindo o modelo quadritico, enquanto que para
severidade foi o modelo linear, com consideravel coeficiente de
determinacdo para todas as cultivares em teste, como observado nas
FIGURAS 1 e 2.

Niveis de incidéncia e severidade visualizadas neste trabalho

indicam a viabilidade do isolado utilizado. Com 48h de incubacio 4
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22 +2°C e umidade relativa de 90%, a partir do segundo dia apds a
inoculag@o ja era possivel observar pequenas lesdes escuras, que ao
quinto dia estavam nitidas para a quantificacio na segunda folha
totalmente expandida. Ao sétimo dia a doenca se mostrava avangada o
suficiente para a quantificacdo da severidade. Os pesquisadores
Lamari & Bernier (1989), Singh & Hughes (2006), Tadesse et al.
(2006) indicam 24 horas; enquanto que Luz (1995), Shilder &
Bergstrom (1990) apontam 30h de incubag@do, necessdria para causar
infeccdo e desenvolvimento de sintomas de mancha amarela do trigo.
Hosford & Hammond (1990), também inoculando plantulas em
estdgio de cinco folhas, relataram um aumento significativo no
nimero de lesdes ao quantificar a terceira folha expandida, e quarta
folha expandida, o que ndo ocorreu para as avaliagdes na quinta folha
expandida, ou seja, a melhor separacdo dos gendtipos quanto ao
nimero e expansdo de lesdo ocorre em folhas totalmente expandidas
de 48 a 96 h de incubacdo. Segundo Elias et al. (1989) a lesdo de D.
tritici-repentis é causada pela presenca de dgua livre sobre o tecido,
temperatura adequada e suscetibilidade do hospedeiro sendo que a
infeccdo ocorre poucas horas depois da deposicdo do inéculo e o
fungo requer de 24 a 48h de molhamento pds-inoculacdo para as
lesdes resultarem em severidade. Para cultivares suscetivel seriam
necessarios de 6 as 12h. Por este motivo, Lamari & Bernier (1989)
sugerem que para estudos baseados em grau de severidade o ideal
seria periodo maior ou igual as 30h de incubagdo. Entretanto, para
estudos baseados no tipo e tamanho de lesdo é melhor trabalhar com

24h de incubacao para visualizagdo dos resultados.
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Para o ndmero de lesdes por folha, os resultados representados
pelo modelo quadritico (Figura 1), pode-se observar que a densidade
de inéculo entre 9 e 12 mil conidios/mL. proporcionou o maior
ndmero de lesdo por folha, e entre 6 € 9 mil conidios/mL onde ocorreu
pequena variacdo na quantidade de doenga entre as cultivares testadas.
Esse resultado é diferente de relatos na literatura que citam de 2 a 3
mil conidios/mL em estudos de diferencia¢do de genétipos (LAMARI
& BERNIER, 1989; LUZ, 1995; GAMBA & LAMARI, 1998; XU et
al., 2004; e TADESSE et al., 2006), Orolaza et al.(1995) utilizaram 5
mil conidios/mL. em sua pesquisa, revelando haver uma
dissimilaridade entre respostas a quantificacdo de indculo utilizada
entre autores. O que parecia consolidada em torno de 2 a 3 mil
conidios/mL pode ser muito pouco, ou quantificado de forma pouco
segura. Segundo Francl (1998), em estudo de reacdo com algumas
cultivares, a inoculag@o de conidiéforos causa menores severidade que
o equivalente a inoculacdo com conidios e que, fragmentos de hifas
raramente causam infec¢do até 24h de incubacdo. Entretanto, Lamari e
Bernier (1991) afirmam que conidi6foros resultam no equivalente a
25% da infec¢ao causada por conidios.

Para obtencdo de dados reproduziveis é necessdria a
determinacdo da concentracdo de in6culo bem como sua prova de
viruléncia ou potencial de causar doenca (FERNANDES et al., 1991).
Nos grificos da FIGURA 1, verificou-se um incremento na
intensidade de doenca até a densidade de 9 mil con/.mL, a queda em
nimero de lesdes entre as cultivares testadas, com excec¢do da cultivar
FCEP Nova Era, na concentragdo de conidios em torno de 12 mil

conidios/mL pode estar relacionado ao fato citado por Barba et al.
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(2004), em que altas densidades de in6culo podem produzir efeito
antagdnico na germinagdo dos esporos e/ou varios esporos podem
participar de uma tnica infec¢do ou ainda, a severidade de doenca
pode aumentar proporcionalmente com a concentra¢do de esporos do
patégeno até uma determinada concentracdo onde pode ocorrer uma
reducdo, provavelmente causada pela auto-inibi¢do da germinacio dos
esporos ou pela limitacdo nos sitios de infeccdo. Segundo Bergamim
Filho e Amorin (1996) a expansdo da lesdo representa uma forma
alternativa para o aumento da doenca em condi¢des desfavordveis a
esporulacdo. Portanto, esta queda no nimero de lesdes poderia ter
sido maior se a quantificacdo tivesse sido realizada dois dias depois,
junto com a severidade. No presente trabalho, esta relacdo pode ser
feita ao nimero de lesdo por folha, que foi quantificada na segunda
folha totalmente expandida, o que ndo foi observado nos dados de
severidade, FIGURA 2, em que o progresso € linear, sendo este fato
explicado devido a nota de severidade ter sido representativa de todas
as folhas do vaso, ou seja, a discriminagdo utilizada na segunda folha
expandida segue a légica de uma 4rea delimitada e a nota de
severidade do total de plantas no vaso generaliza a questdo de
disposicdo e posi¢do das folhas, expansdo da lesdo pelo fato de ter
sido quantificada dois dias depois do nimero de lesdes e ainda a
dispersao do in6culo sobre os vasos, evidenciando um progresso mais
lento da doenga, necessitando até mesmo a inclusio de uma
concentracdo maior de indculo para ter maior visualizacdo do
patossistema.

Observando o aumento linear significativo da doenca em

severidade com o aumento da densidade de indculo utilizada para
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todas as cultivares, pode-se relacionar as taxas de progresso de
0,0013; 0,0021, 0,0021 e 0,0014 para as cultivares de trigo BRS
Umbu, BRS 179, FCEP Nova Era e BR 23, respectivamente. A
cultivar BRS 179 pode ser considerada mais resistente que as demais e
FCEP Nova Era a mais suscetivel, devido ao progresso mais acelerado
da doenca com relacdo ao incremento de indculo. No entanto, nas
recomendacgdes técnicas para a cultura do trigo no Rio grande do Sul e
Santa Catarina BRS 179 ¢ denominada como moderadamente
suscetivel e FCEP Nova Era como moderadamente resistente, sendo
que esta ultima alcancou as maiores severidades em todas as
densidades de inoculo. Para cultivar BRS Umbu, considerada
resistente, observa-se o menor nimero € declinio no ndmero de lesoes
por folha, relacionado a um tamanho menor de lesdo. Na severidade
este comportamento intermedidrio entre BRS 179 e FCEP Nova Era,
ressalta a ndo utilizacdo de densidade elevadas de indculo para
diferenciacdo de cultivares para niveis de resisténcia (CARVALHO et
al.,, 1981), j4 que mesmo observando os valores criticos de
variabilidade nas observagdes quantificadas, BRS Umbu continua com
a maioria das quantificacdes superestimadas, e para separar as
cultivares o intervalo entre as densidades de 6 mil a 9 mil conidios/mL
continua melhor diferenciando as cultivares. A cultivar BR 23,
considerada suscetivel, apresentou baixos niveis de severidade para
densidade inferior a 6 mil conidios/mL, ao nimero de lesées por folha
obteve curva devidamente quadritica com aumento na incidéncia até a
12 mil conidios/mL, revelando menor tamanho de lesdo em relagdo as
outras, j4 para a severidade entre 9 mil e 12 mil conidios/mL

demonstrou entre os valores criticos uma certa estabilidade revelada
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por um progresso linear pela projecdo da curva, obtendo severidades
maiores que FCEP Nova Era. Em decorréncia desses dados podemos
relacionar principalmente ao progresso linear na severidade, a
necessidade de controle em niveis iniciais da doenca em parimetros
comerciais das cultivares, em condi¢des de campo tanto o indculo
inicial vindo de sementes, quanto dos restos culturais que resultaram
em lesdes esporulativas dispersadas pelo vento em condigdes
favordveis, podem chegar a elevada densidade de indculo em
condic¢des naturais, respondendo com altas intensidade de doenca em
uma lavoura.

A dificuldade encontrada em separar uma quantidade de indculo
que melhor separe as cultivares quanto a resisténcia ou suscetibilidade
a D. tritici-repentis foi claramente evidenciada quando comparadas as
curvas de progresso da doenca, a drea abaixo da curva relacionando as
densidades de in6culo testadas e as duas mediadas pardmetros
utilizadas para revelar a quantidade de doenca, mostraram ndo haver
diferenca entre o progresso da doenga entre as cultivares testadas para
estas concentracdes de indculo. Somente BR 23 mostrou diferenca
significativa quanto a AACPD para o ndmero de lesdes por folha
(TABELA 1), ndo diferindo significativamente de BRS 179, mas
diferindo das demais cultivares, mostrando realmente a nio ocorréncia
de interacdo entre as cultivares testadas e as densidades de indculo, e
sim somente uma diferenca dentro de cada cultivar para cada
concentracdo testada.

A correlagdo encontrada entre o nimero de lesdes e a severidade
para cada cultivar testado foram em geral altas de acordo com o

coeficiente de correlagdo de Pearson de 66; 65,9; 82,6 e 75%
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respectivamente para as cultivares de trigo BRS Umbu, BRS 179,
FCEP Nova Era e BR 23. Através da plotagem grafica de regressao
representada pelo modelo logistico (FIGURA 3), podemos observar
que através dos coeficientes de determinagdo as equagdes explicam
94% para BRS Umbu, BRS 179, e 95% para FCEP Nova Era e BR 23,
mostrando haver uma alta relacio entre o numero de lesdes
contabilizadas ao quinto dia de ensaio e a severidade quantificada ao
sétimo dia revelando-se uma boa avaliacdo de severidade, muitas
vezes considerada subjetiva. Esta alta relacdo entre as quantificacdes
realizadas também possibilita a utilizacdo das equacdes encontradas
na determina¢do do nimero de lesdes encontradas ao quinto dia para
inferir a severidade alcangcada em até sete dias de ensaio, devido a
quantificacdo de severidade ser um pardmetro subjetivo.

Até 70 a 90 lesodes por folha a severidade nas plantas agrupou de
forma mais amena, em torno de 7 a 20%, e a partir de 90 lesdes de 20
a 40% de severidade, mostrando haver um incremento no tamanho da
lesdo desde o quinto dia quando foi possivel a contagem do niimero de
lesdes até a quantificacdo da severidade (FIGURA 3). Ocorreu
também um agrupamento maior, na figura 3, onde podemos observar
que a partir de 75 lesdes/folna as manchas se tornaram mais
numerosas juntamente com o maior aumento da severidade, Zambolin
et al. 2004, referenciam que o hospedeiro pode resistir ao parasita,
reduzindo seu crescimento, ou tolerar sua presenca e sofrer pouco
dano, no entanto, o grafico mostra um maior progresso da doenca apds
75 lesoes/folha na maioria das cultivares, demostrando ocorrer uma

dinimica diferente no progresso da doenca.
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Ainda observando a FIGURA 3, a cultivar FCEP Nova Era
mostrou maiores respostas em severidade para o mesmo nimero de
lesdes em relagdo as outras cultivares. Isso pode ser explicado pelo
tamanho das lesdes encontradas na cultivar FCEP Nova Era que foi
relativamente maior que nas demais cultivares. Para evidenciar o
tamanho de lesdes podemos fazer a relacio que a cultivar BRS
UMBU com 35 lesdes contabilizadas ao quinto dia, mostrou uma
severidade de 13% ao sétimo dia, para BRS 179 com 15 lesdes  que
mostrou 9% de severidade, na FCEP Nova Era 15 lesdes para 10% de
severidade e na cultivar BR 23 para 30 lesdes 12% de severidade,
condizendo com o observado no ensaio onde as cultivares BRS 179 e

FCEP Nova Era tinham lesdes maiores que BRS Umbu e BR 23.

5. CONCLUSOES

1. Baixas quantidades de conidios dificultam a quantificacio
precisa do indculo a ser usado em inoculagdes do patdgeno;

2. Densidade de indéculo de 6 a 9 mil conidios/mL sdo
adequadas para a avaliacdo de gendtipos quanto a resisténcia

a mancha amarela do trigo.



CAPITULO III

CARACTERIZACAO DA RESITENCIA GENETICA DE
GENOTIPOS DE TRIGO A MANCHA AMARELA

FRANCIELY MOSCHEN', ARIANO MORAES PRESTES?,
PEDRO SCHEEREN?, FLAVIO MARTINS SANTANA*E
MARCIO NICOLAU’.

RESUMO - A mancha amarela do trigo, cujo agente causal é o fungo
Drechslera tritici-repentis, ¢ uma doenca que reduz drasticamente a
produtividade da cultura do trigo (Triticum aestivum) em diversos
paises. Epifitas severas vém sendo observadas em dreas do Brasil e da
América do Sul, onde a maioria das cultivares ndo apresenta bom
nivel de resisténcia. O presente trabalho teve por objetivo caracterizar
a resisténcia de genétipos provenientes do Banco de Germoplasma da
Embrapa Trigo (BAG), incluindo 63 cultivares e linhagens
desenvolvidas de 1930 até 2005, 18 gendtipos dihaploidizados e 18
gendtipos de trigo sintético (derivados de Triticum tauschii). Em
experimentos conduzidos em cdmara climatizada e em condicdes de
campo os genétipos foram avaliados quanto ao tipo de lesdo e drea
foliar infectada. Através de andlises de agrupamento, foi possivel

observar pequenos grupos de gendtipos com resisténcia moderada e
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um elevado ndmero de gendtipos suscetiveis a doenga, tanto em
condi¢des controladas quanto no campo. Observou-se também,
diferencas entre a reacdo de gendtipos nas avaliacdes em plantula
(cAmara climatizada) e de planta adulta (campo) para a maioria dos
gendtipos testados, indicando pouca relagdo entre a reacdo a doenga

nesses dois estddios de desenvolvimento da planta.

Palavras-chave: Mancha amarela, resisténcia, cultivares, condic¢des

controladas, campo.

ABSTRACT - Tan spot of wheat (Triticum aestivum), incited by
Drechslera tritici-repentis is a disease that may drastically reduce
yield of wheat crop in several countries. Severe epidemics have been
observed in South America and in Brazil were the great majority of
wheat varieties do not posses a good level of resistance. This work
have the objective of characterize the resistance of genotypes
belonging to Germplasm Bank of Embrapa Trigo (BAG), including 63
varieties and lines developed from 1930 to 2005, 18 lines double
haploids and 18 genotypes of synthetic wheat derived from Triticum
tauschii. All the genotypes were evaluated in trials carried out in
greenhouse and field condition, considering lesion type and leaf area
infected. It was possible to observe groups of few genotypes with
moderate resistance and groups of high number of susceptible ones, in
greenhouse as well in the field. It was also possible to observe great
differences between reaction in seedling and adult plant stages for the
majority of genotypes tested, indicating a poor correlation of disease

reaction between those plant growths stages.
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Key-words: Tan spot, genetic resistance, greenhouse, field.

1. INTRODUCAO

A mancha amarela do trigo, causada por Drechslera tritic-
repentis (Died.) Shoemaker forma perfeita ou teleomorfica
Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs., é uma doenca de
ocorréncia mundial. A importidncia na pesquisa ressurge com as
técnicas de cultivo minimo em monocultura, pela utilizacdo
generalizada do  plantio direto na palha  aumentando
consideravelmente a incidéncia de patégenos que sobrevivem em
restos culturais, como é o caso de Drechslera tritici repentis, que,
além ser um patdégeno necrotrofico possui mais de 26 espécies
hospedeiras na natureza (HOSFORD, 1982). Segundo revisao de
Tadesse et al. (2007), a mancha amarela foi a doenga com maior
prevaléncia nas lavouras de trigo no Canadd, no ano de 2003,
provocando perdas de 3 a 50% em variedades suscetiveis. Duveiller et
al. (2005) relatou uma média de 30% na redugdo da produtividade no
Sul da Asia. Anteriormente, h4 relatos na literatura que apontam 75%
de perdas em trigo cultivado na Australia (REES et al., 1981). Perello
et al. (2003) notificou o crescente desenvolvimento da doenca nos
paises do Cone Sul e da América do Sul (Argentina, Brasil, Chile,
Paraguai e Uruguai). No Brasil, segundo Balardin (2001), juntamente
com outras manchas foliares da cultura, a mancha amarela causada
por Drechslera tritici-repentis é responsdvel por uma diminuicao no
rendimento em até 49,36%. Porém, Picinini et al. (1996) e, mais

recentemente Dallagnol et al. (2006) relataram reducdo em
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produtividade de 44,6% e 86,74%, respectivamente, devido a
incidéncia de manchas foliares na cultivar de trigo EMBRAPA 16.

A principal medida de controle da mancha amarela juntamente
com a rotacdo de culturas, na busca da eliminacdo dos restos culturais,
¢ a resisténcia genética. O tratamento quimico da semente &
recomendado para semente em lotes com incidéncia inferior a 30%.
As recomendagdes técnicas do trigo elegeram dez fungicidas com
controle acima de 70%, entre eles Iprodione + thiram. Na parte aérea
sdo indicados mais quatorze fungicidas entre triazdis, estrobilurinas e
suas misturas. Assim, analisando os resultados de Dallagnol et al.
(2006) testando nove fungicidas dentre os citados nas indicagdes
técnicas, os resultados encontrados para o controle quimico podem
fornecer protecdo a planta contra o avango das doencgas foliares
possibilitando as cultivares expressar o seu potencial genético de
produtividade, sendo estes resultados varidveis entre os principios
ativos. No entanto o uso de fungicidas aumenta consideravelmente o
custo da lavoura, além do considerdvel custo ecoldgico na utilizacao
de produtos quimicos. Segundo Luz e Bergstrom (1986) e o
observado em pesquisas desde entdo, Triticum aestivum contém genes
de resisténcia, mas nio conferem resisténcia completa, e embora a
resisténcia incompleta seja eficiente (REES & PLATZ, 1992), a
utilizacdo de manejo integrado para o controle da doenca é necessario
(FORCELINI, 2005).

A resisténcia genética é expressa segundo Palevliet, (1997)
como a capacidade do hospedeiro em impedir o crescimento e
desenvolvimento do patégeno, e pode ser obtida por meio da

incorporacdo de um, de poucos ou de vdrios genes de resisténcia de
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um gendtipo (AGRIOS, 1988). O conhecimento da variabilidade do
patégeno e o tipo de heranca da resisténcia sdo de fundamental
importdncia para a obtencdo de resisténcia durdvel e aplicacdo da
mesma no melhoramento para desenvolvimento de cultivares
(VIEIRA et al. 20006). Drechslera tritici-repentis ¢ um patégeno com
conhecida variabilidade genética, sendo identificadas até o momento
oito patétipos relacionados a presenga ou auséncia de necrose e
clorose na mancha (nec, chl), desenvolvida através do tipo de toxina
expressa na relacdo patégeno/hospedeiro (DUVEILLER et al., 2007).
Os oito patétipos foram denominados como ragas (1, 2, 3,4,5,6,7 e
8) devido a identificagdo em gendtipos distintos. As toxinas
identificadas foram Ptr Tox A, que produz necrose na mancha, e Ptr
Tox B e Ptr Tox C, produzindo clorose (OROLAZA et al., 1995; De
WOLF et al., 1998). Ainda ndo foram identificadas as ragas presentes
nas lavouras brasileiras, mas sdo conhecidas diferencas de viruléncia
entre isolados (LUZ, 1995).

Algumas pesquisas (ELIAS et al. (1989); FARIAS et al. 1997;
EFFERTZ et al. 2002) identificaram heranca quantitativa, e outras
(LAMARI E BERNIER, 1989, 1991; GAMBA E LAMARI, 1998;
LEE E GOUGH, 1984) descreveram heranca qualitativa para mancha
amarela, controlada por um tnico gene recessivo principal. Genes de
resisténcia sdo encontrados no genoma D, encontrado no ancestral
Triticum tauschii, usado no cruzamento entre trigo e outras espécies,
principalmente Agropyron spp., sdo relatadas na busca de introducdo
de genes principalmente para resisténcia a doencas e insetos (GILL &
RAUPP, 1987). Até o momento foram mapeados genes recessivos que

conferem resisténcia a isolados que induzem necrose Tsn 1 localizado
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no cromossomo 5B (FARIS et al.,1996; STOCK et al. 1996). Friesen
e Faris (2004) identificaram um QTL no braco curto de cromossomo
2B e designaram tsc2 usando andlise molecular; Faris e Friesen (2005)
identificaram QTL no brago cromossomico 1BS e 3BL, na cultivar
BR 34, usando Ptr racas 1-3 e 5 indicando presenca de raga ndo
especifica na resisténcia a mancha amarela; e, Tsn 2 localizado no
cromossomo 3D, e nesse estudo identificaram dois genétipos imunes e
vinte genétipos resistentes, sendo que os dois genes recessivos Tsn-
syn 1 e Tsn-syn 2 precisam de mais estudos para confirmagdo
(TADESSE et al., 2006). Segundo Sharma et al. 2004, para heranca
qualitativa um, dois ou trés genes recessivos ou dominantes com
epistasia estdo envolvidos conferindo resisténcia em manchas foliares,
e concluiram esse estudo genético relatando 77% de herdabilidade
para resisténcia em manchas foliares, sendo que os mecanismos de
aditividade genética apresentaram maior importancia no controle de
resisténcia de manchas foliares. Lamari & Bernier (1989) salientam a
necessidade de testes usando isolados de diferentes viruléncias para
assegurar o desenvolvimento de resisténcia estdvel a populagdo do
patégeno local.

Na tentativa de identificacdo de gendtipos com considerdvel
resisténcia a Drechslera tritici-repentis, esta pesquisa foi proposta
para caracterizar gendtipos de trigo sintéticos, gendtipos
Diaploidizados e cultivares e linhagens desenvolvidas desde 1930,
pertencentes ao Banco de Germoplasma da Embrapa Trigo, com
intuito da introducdo de possiveis genes de resisténcia ao bloco de

cruzamentos para desenvolvimento de novas cultivares, assim como
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para posteriores estudos genéticos da resisténcia a esta doenca de

potencial importancia mundial na cultura do trigo.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no campo e em condi¢des
controladas (camara “Menoncin”) nas instalacdes do Centro Nacional
de Pesquisa de Trigo (EMBRAPA Trigo) em Passo Fundo, RS, no ano
de 2007.

Escolha dos genétipos a serem testadas

Os genétipos de trigo avaliados neste trabalho pertencem a
“Colecdo Histdéria do Trigo”, composta por genétipos criados em
diferentes épocas, desde 1930 até 2005 (linhagens e cultivares) como,
por exemplo, BH 1146, Mentana, Fronteira, Frontana, BRS
Guamirim, Pampeano, Onix, entre outros, totalizando 65 acessos
dessa colec¢do; incluindo ainda 18 linhagens Dihaploidizadas (DHM)
derivadas de cruzamentos intergenéricos (7. aestivum X Agropyron
elongatum) formadas em 2001, e 12 acessos de trigo sintético
resultantes do cruzamento de Aegilops squarrosa dipléide (DD) com
Triticum durum tetrapléide (AB). A cultivar BR 23 e o sintético PF
844008 foram utilizados como testemunha suscetivel e resistente
respectivamente
Ensaio em condicoes controladas

Os testes em condi¢des controladas foram executadas em

camara climatizada na casa-de-apoio da EMBRAPA Trigo.
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Noventa e cinco genétipos foram utilizados para avaliacdo em
condi¢des controladas (TABELA 1), semeados em vasos de 500g de
capacidade de solo e distribuidos em bandejas aleatoriamente,
devidamente adubados. Dez sementes de cada genétipo foram
distribuidas a 1cm de profundidade. Passados quinze dias, em estddio
de quatro a cinco folhas, as bandejas foram transferidas da casa de
vegetacdo para a cAmara climatizada, onde foram inoculadas com uma
suspensao ajustada em 3000 conidios por mL e 7500 conidios por mL
de 4gua destilada, mantidas em incubacdo por 48h em fotoperiodo de
12h iniciando com escuro, sob nebuliza¢do, para manutenciao de 90%
de umidade relativa, com o auxilio de caixas de madeira revestidas
com pldstico transparente.

O in6culo foi produzido no laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Trigo. O isolado 4" utilizado no presente estudo foi reisolado
em plantulas de BR 23 e repicado em meio BDA para formar a base
de inoculacdo. A partir da base em BDA de col6nias nido
esporulativas, seguindo a técnica descrita por Lamari & Bernier
(1989), discos de repicagem de 5 mm foram transferidos para placas
contendo meio de farinha integral de centeio. As mesmas foram
incubados a +24°C por cinco dias, em escuro continuo, até
preencherem em torno de 4 a 5 cm de didmetro da placa de petri. Ao
final do quinto dia, as placas foram retiradas da incubacio e levadas a
camara de fluxo laminar e submetidas ao estresse pela raspagem do

micélio com o auxilio de uma lamina de vidro esterilizada.

* Isolado da cultivar Fundacep 46, no municipio de Lagoa Vermelha, RS, pela
primeira vez em setembro de 2005 em folhas de trigo (Triticum aestivum).
Reisolado para os estudos em janeiro de 2007, em folhas da cultivar BR 23.
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Posteriormente, as placas foram mantidas por 24h a +24°C em luz
direta, seguidos de 24h a +15°C em escuro direto na cdmara de
crescimento “Percival”. A partir deste procedimento, ao sétimo dia, as
coldnias em esporulacdo foram raspadas com uma ldmina de vidro
removendo os conidios, obtendo-se conidios de D. tritici-repentis para
800mL de suspensdo de in6culo com 3000 conidios/mL de &dgua

destilada + 2 gotas Tween 20 (polyoxyetileno sorbitan monolaurato).

Em sete dias ap6s a inoculagdo, as plantas foram avaliadas

quanto a severidade (0-100%) da area foliar e escala de 0-5 (FIGURA
1).

FIGURA 1 - Escala de reacdo (tipo de lesdo) induzida em trigo por
Drechslera tritici-repentis, baseda em Lamari & Bernier (1989). a)
Lesdo tipo 1 — presenca de pequenas manchas escuras com auséncia
de clorose e necrose; b) lesdo tipo 2 — pequenas manchas escuras
rodeadas com necrose bronzeada; c) lesdo tipo 3 — pequenas manchas
escuras rodeadas por um anel clordtico; d, e) lesdo tipo 4 — com
clorose (d) e necrose bronzeada em (e); f) lesdo tipo 5 — extensiva
clorose cobrindo a maioria das folhas, com auséncia do contorno das
lesdes; g) lesdo tipo 5 — necrose bronzeada (bordas das lesdes bem
definidas); h) lesdo tipo 5 — necrose bronzeada com auséncia de
definicdo das bordas da mancha.
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Ensaio em condicoes de campo

Os gendétipos foram semeados em parcelas de trés linhas de 3m
de comprimento, espacadas 20 cm. Os genétipos que serviram como
testemunha foram BR 23 para suscetibilidade e PF 844008 para
resisténcia. O ensaio foi conduzido conforme as indicagdes técnicas
para cultivo do trigo até quinze dias antes do inicio das inoculacdes,
com a aplicagdo de fungicidas a base de misturas de triazdis e
estrobilurinas para o controle da ferrugem (Puccinia triticina) e oidio
(Brumeria graminis) para ndo ocorrer interferéncias nas futuras
avaliacdes da mancha amarela (D. tritici repentis).

Oitenta e seis gendtipos foram avaliados no ensaio em
condi¢des de campo (TABELA 2), realizado na drea experimental da
Embrapa Trigo no municipio de Passo Fundo, RS, em 2007 em uma
area sob sistema de plantio direto.

As produgdes de indculo para inoculagcdes no campo seguiram
as mesmas técnicas empregadas para os ensaios em condi¢des
controladas no laboratdrio de fitopatologia da Embrapa Trigo. Foram
realizadas seis inoculag¢des sobre as parcelas de campo, com o auxilio
de um pulverizador costal utilizando-se 210 placas da colonia
esporulativa sobre o meio de cultura de farinha integral de centeio
para produzir 10L de solu¢do com 4gua destilada e a proporcao de
0,05 de Tween 20 (Figura 2- B).

As inoculagdes foram realizadas quando 50% dos genétipos
estavam no estadio de alongamento, entre 9 a 10 na escala de Feekes e
Large, devido ao niimero de seis inoculacdes realizadas. Depois das
17h e, a partir da terceira inoculagdo, as parcelas eram irrigadas meia

N

hora antes e no dia seguinte a inoculagdo, através de aspersdo de
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goticulas finas de agua (“mist-irrigation”) conforme (FIGURA 2-A),

buscando o molhamento foliar necessario para o desenvolvimento da

doenca.
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FIGURA 2 - A) Parcelas irrigadas por aspersdo de goticulas finas de
dgua (“mist-irrigation”); B) inoculacdes sobre as parcelas de campo
com o auxilio de um pulverizador costal com barra de 4 bicos

espacadas em 60cm; C, D) Reacdo de doenca em parcela do genétipo
BR 23 treze dias apds a ultima inoculag@o.

\

Os gendtipos em campo foram avaliados quanto a severidade
(0-100%) da area foliar e escala de 0-5, conforme escala usada em
condi¢des controladas, com a diferenca que foram coletadas amostras
destrutivas de 20 folhas por parcela nas duas folhas superiores da
planta - folha bandeira (FB) e folha bandeira menos um (FB-1) - em
trés datas de coletas 18, 22 e 25/10 (Figura 2 —C/D).

Os dados de ambos foram analisados utilizando os PROC
CLUSTER e TREE do SAS (SAS, 1999). Para formar os grupos,
utilizou-se o método hierdrquico por meio da distancia Euclidiana

calculada entre os gendtipos (tanto para o percentual de severidade
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quanto para nota de escala). Para a evolu¢do da doenca no campo,
utilizou-se a distdncia de Canberra para gerar os grupos. Em todos os
casos, utilizou-se o método de agrupamento UPGMA. O
relacionamento entre os dados de campo (planta adulta) e os
observados em condi¢des controladas (plantula) foi avaliado com o
método de Escalonamento Multidimensional (EMD), com base na
distdncia Euclidiana com auxilio do programa estatistico R

Development Core Team (2008).

3. RESULTADOS

As avaliacdes dos genétipos, em condigdes controladas,
resultaram em trés agrupamentos: para os dados de notas atribuidas
pela escala de 0-5 (somadas as notas das repeticdes de cada genétipo),
dados médios de severidade por gendtipo utilizando dados de dois
experimentos com inoculagdes de densidades de indculo 3000 e 7500
conidios/mL (TABELA 1, GRAFICOS 1, 2 e 3).

De modo geral, baseado nos dendogramas (Gréficos 1, 2, 3, 4,
5, e 6), a andlise de agrupamentos gerou grupos com similaridade
interna préxima a 80% (R? = 0,8). Obteve-se entio, quatro grupos de
gendtipos: (1) com maior resisténcia ao fungo; (2) com moderada
resisténcia; (3) moderada suscetibilidade; e (4) com maior
sensibilidade ao fungo, respectivamente relacionado aos dados de
cada gen6tipo, resumidos na Tabela 1. Em que, o grupo 1 compreende
severidades abaixo de 8% (para o experimento utilizando 3000
conidios/mL) e abaixo de 20% (para experimento utilizando 7500

conidios/mL); o grupo 2 compreende de 8,13 a 12,9% e 25,23 a
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37,04% respectivamente para os experimentos utilizando 3000 e 7500
conidios/mL; assim como o grupo 3 compreende de 13,08 a 17,15% e
40,88 a 49,50; e o grupo 4 de 17,55 a 22,13% e 51,38 a 73%
respectivamente para experimento com 3000 e 7500 conidios/mL.

A densidade de indculo de 3000 conidios/mL permitiu uma
boa visualizacdo do tipo de lesdo resultante da reacdo entre
patégeno/hospedeiro no ensaio, e diferenciou melhor os genétipos. No
entanto, a densidade de 7500 conidios/mL proporcionou maior

quantidade de doenca para avaliacdo de severidade.

TABELA 1 - Agrupamento dos gendtipos para soma das notas de
reacdo e média de severidade da mancha amarela do trigo em
condi¢des controladas. Baseado no dendograma dos Gréficos 1, 2 e 3,
pela andlise hierdrquica, agrupamento UPGMA e distancia Euclidiana
entre os genotipos, a 80% de “R>”,

) CLASSE DO Ae(:?;ljfz AGRUP | SEV? (%) | AGRUP | SEV (%)
GENOTIPOS GENOTIPO! (3000 (3000 (3000 (7500 (7500
con./mL) con./mL) con./mL) | com./mL) | con./mL)
ABALONE HT 2 2 8.63 2 27.13
ANAUACH 75 HT 4 3 14.75 2 34.75
BH 1146 HT 3 3 14.58 4 56.63
BR 18 HT 4 3 15.63 4 70.00
BR 23 HT 4 4 20.83 3 47.25
BR 32 HT 4 3 16.98 4 63.50
BR 35 HT 2 2 11.6 3 41.88
BRS 177 HT 2 2 9.03 3 46.18
BRS 179 HT 2 2 8.13 4 54.63
BRS 194 HT 3 2 9.8 2 33.30
BRS 208 HT 2 2 8.75 3 49.13
BRS 220 HT 4 4 20.18 4 72.00
BRS 49 HT 3 3 14.43 3 49.00
BRS CAMBOATA HT 4 3 16.93 4 55.75
BRS CAMBOIM HT 4 3 15.85 4 61.25
BRS CANELA HT 4 3 13.89 4 57.75
BRS GUABIJU HT 4 4 21.3 3 49.50
BRS GUAMIRIM HT 3 3 13.5 4 58.75
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| CLASSE DO Agglljfz AGRUP | SEV? (%) | AGRUP SEV (%)
GENOTIPOS GENOTIPO! (3000 (3000 (3000 (7500 (7500

con./mL) con./mL) | con./mL) | com./mL) | con./mL)
BRS LOURO HT 4 3 13.1 4 73.00
BRS TIMBAUVA HT 4 3 14.85 4 60.46
BRS UMBU HT 3 3 13.7 2 30.00
CD 104 HT 4 3 16.38 4 60.63
CEP 11 HT 4 4 21.95 4 56.25
CEP 14 HT 3 2 9.2 4 56.11
CEP 24 HT 4 2 12.75 4 60.50
CEP 27 HT 4 3 16.63 3 45.38
CNT 10 HT 3 3 13.08 4 68.75
CNT 7 HT 3 4 18.05 2 35.75
CNT 8 HT 4 4 19.5 4 63.75
COTIPORA HT 2 3 14.45 3 48.00
EMBRAPA 16 HT 1 2 10.6 3 42.38
EMBRAPA 27 HT 4 3 15.98 4 54.25
FUNDACEP 30 HT 2 2 12.73 4 58.88
FUNDACEP 52 HT 3 3 14.8 4 53.25
FCEP NOVA ERA HT 2 3 14.53 4 55.88
FRONTANA HT 4 3 15.63 2 31.25
FRONTEIRA HT 3 2 9.67 3 44.38
HULHA NEGRA HT 4 4 19.1 4 64.75
IACS HT 3 3 14.58 4 67.88
IAS 20 HT 3 3 13.98 3 46.05
IAS 54-SEL21 HT 3 2 11.28 3 44.00
IPR 84 HT 3 2 12.9 3 44.38
IWT 05003-2 TS 4 4 20.18 4 60.38
IWT 05003-3 TS 4 4 18.98 4 58.50
IWT 05003-4 TS 4 4 18.08 4 61.75
IWT 05021 TS 2 2 12.05 3 49.00
LONDRINA HT 4 3 16.1 4 52.33
MENTANA HT 4 3 16.85 4 57.38
NE 20156-B TS 3 2 11.2 1 18.13
NE 20159-C TS - - - 4 63.50
NE 20168-C TS 1 2 10.18 4 61.07
NE 20168-P TS 1 2 10.9 4 61.58
NE 20169-C TS 3 2 12.27 4 70.70
ONIX HT 3 2 12.3 2 37.04
OR1 HT 4 3 15.73 3 40.88
PAMPEANO HT 4 3 14.23 3 49.50
PF 007402 DHM 4 3 15.5 3 47.63
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. CLASSE DO Agglljfz AGRUP | SEV? (%) | AGRUP | SEV (%)
GENOTIPOS GENOTIPO! (3000 (3000 (3000 (7500 (7500

con./mL) con./mL) | con./mL) | com./mL) | con./mL)
PF 007403 DHM 2 3 16.25 3 46.75
PF 007404 DHM 2 3 17.15 3 45.13
PF 007405 DHM 2 4 18.25 4 51.63
PF 007410 DHM 4 2 9.38 3 44.88
PF 007414 DHM 3 2 10.55 4 57.80
PF 007415 DHM 4 2 12.18 4 68.58
PF 007419 DHM 4 2 11.93 4 64.25
PF 007436 DHM 4 2 10.06 2 34.25
PF 007437 DHM 4 2 10.11 3 48.75
PF 007438 DHM 4 2 10.13 3 41.75
PF 007439 DHM 3 2 9.68 2 36.63
PF 007449 DHM 4 2 11.73 4 54.00
PF 007450 DHM 4 2 12.71 4 66.01
PF 007451 DHM 2 3 14.56 4 57.13
PF 007452 DHM 4 2 11.9 2 36.73
PF 007455 DHM 4 3 14.56 3 49.13
PF 007457 DHM 3 3 13.81 4 56.88
PF 031190 HT 4 3 16.38 4 61.63
PF 804001 TS 3 2 9.43 4 51.38
PF 804002 TS 3 2 12.76 2 33.25
PF 844001 TS 4 3 13.13 4 63.00
PF 844002 TS 4 3 14.2 4 56.25
PF 844005 TS - - - - 63.50
PF 844008 TS 2 3 14.8 4 72.15
PF 964009 TS 2 2 12.53 2 25.23
PF 970215 HT 2 3 14.97 4 57.25
PF 973279-A HT 2 2 12.57 4 62.00
PF 980241 HT 3 3 15.1 3 45.38
PF 980537 HT 3 4 17.6 3 48.02
PF 980557 HT 3 2 115 3 43.75
PF 980560 HT 4 2 12.45 4 57.25
PF 990283 HT 3 3 13.28 3 4375
PF 990606 HT 4 2 10.28 4 53.63
PFS 801 TS 2 2 11.35 4 68.76
PFS 802 TS 2 3 13.4 4 57.53
PG1 HT 1 1 5.75 3 41.38
RL 5701 TS 3 3 15.23 4 54.63
RUBI HT 4 4 22.13 4 60.68
SAFIRA HT 4 3 16.12 4 59.88
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2
. CLASSE DO Aggllj: AGRUP | SEV® (%) | AGRUP | SEV (%)
GENOTIPOS GENOTIPO! (3000 (3000 (3000 (7500 (7500
con./mL) con./mL) | con./mL) | com./mL) | con./mL)
SONORA 64 HT 4 4 17.55 4 62.63

'CLASSE DOS GENOTIPOS relaciona a classificacio quanto: HT — Cultivares e
Linhagens da Histéria do Trigo; DHM — gendtipos diaploidizados; e, TS- Gendtipos

Sintéticos derivados de Triticum tauschii.

*AGRUP refere-se ao agrupamento observado dos gendtipos através de “Cluster
Analysis” para soma das notas de escala por gendtipo, média de severidade por
gendtipo para 3000 e 7500 conidios/mL respectivamente.
’SEV refere-se a severidade média, em porcentagem, observada por para 3000 e
7500 conidios/mL respectivamente.
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GRAFICO 1- Dendograma da severidade de mancha amarela em

condi¢des controladas com inoculagdo de 3000 conidios/mL, pela
andlise hierdrquica com agrupamento UPGMA e distancia Euclidiana

entre os gendtipos, a 80% de “R*
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GRAFICO 2- Dendograma da severidade de mancha amarela em

condi¢des controladas com inoculagdo de 7500 conidios/mL, pela
andlise hierdrquica com agrupamento UPGMA e distancia Euclidiana

entre os gendtipos, a 80% de “R*
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GRAFICO 3 - Dendograma de reacdo (escala 0-5) a mancha amarela
em condi¢des controladas com inoculagdo de 3000 conidios/mL, pela
andlise hierdrquica com agrupamento UPGMA e distancia Euclidiana
entre os gendtipos, a 80% de “R*.
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A severidade média mdaxima encontrada no experimento
utilizando-se 3000 conidios/mL foi de 22,13% para a cultivar Rubi
classificada entre os genétipos da “Cole¢do Histérica do Trigo”.
Outros gendtipos com alta severidade neste experimento foram: BR
23, BRS 220, BRS Guabiju, CEP 11 e IWT 05003-2. A severidade
minima observada foi de 5,75% para a cultivar PG1, também da
“Colecao Histérica do Trigo”, sendo que os gendtipos Abalone, BRS
177, BRS 179, BRS 208, CEP 14, Fronteira, PF 007410, e PF 804001
também apresentaram baixa severidade da doenga. Para este mesmo
ensaio EMBRAPA 16, NE 20168-C, NE 20168-P, ¢ PG 1 tiveram a
menor soma de notas da escala de 0-5 baseada no tamanho da leséo.
Enquanto isso, noventa e quatro genétipos foram agrupados com as

maiores somas de notas, entre eles aparecem: BRS Timbativa, CD
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104, TWT 05003-2, PF 007419 e Rubi, entre os gendtipos com maior
soma das notas da escala de 0-5 atribuidas nas repeti¢des avaliadas.

A maxima severidade média observada em inoculacdes
utilizando-se 7500 conidios/mL foi de 73% para a cultivar BRS Louro
da “Colecao Histérica do Trigo”, e demais gendtipos com maior
severidade neste experimento foram: BR 18, BRS 220, NE 20169-C, e
PF 844008, com severidade acima de 70%. A severidade minima
encontrada foi de 18,13% para o gendtipo NE20156-B, sendo um
sintético derivado de Triticum tauschii, e outros gendtipos com menor
severidade foram: Abalone, BRS Umbu, e PF 964009, com
severidades abaixo de 30%. Para este experimento, os dados de nota
da escala de 0-5 ndo foram analisados devido a alta severidade da
doenga, ndo sendo possivel fazer diferenciagdo adequada quanto ao
tipo de lesdao (TABELA 1).

Conforme Tabela 2, as avaliacdes em condigdes de campo
resultaram em quatro agrupamentos para os dados de notas pela escala
de 0-5 somadas as repeti¢cdes de cada gendtipo nas avaliagdes do dia
18/10 na folha bandeira menos um, dados médios de severidade para
cada gendtipo, em porcentagem de 0-100%, utilizando dados de
avaliagdes do experimento na coleta de folhas FB-1 nos dias 18 e
22/10 e para folha bandeira no dia 22/10.

De modo geral, baseado nos dendogramas (Graficos 1, 2, 3, 4,
5, e 6), a andlise hierdrquica gerou grupos com similaridade interna
préxima a 80% (R* = 0,8), os mesmos dividiram-se em quatro grupos

conforme os critérios estabelecidos em condicdes controladas.
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TABELA 2- Agrupamento dos gendtipos para soma das notas de
reacdo e média de severidade da mancha amarela do trigo em
condic¢des de campo, pela andlise hierdrquica, agrupamento UPGMA e
distincia Euclidiana entre os gendtipos, a 80% de “R?”.

AGRUP> | AGRUP | SEV*(%) | AGRUP | SEV(%) | AGRUP | SEV(%)
escala 18/10 18/10 22/10 | 22/10 22/10 22/10
GENOTIPOS' 18/10 (FB-1*) | (FB-1) (FB-1) (FB-1) | (FB-1) | (FBY (FB)
ABALONE 4 2 20.06 3 58 2 29
ANAUACH 75 4 3 29.25 3 36.39 1 19
BH 1146 4 4 40.00 4 82 2 29
BR 18 4 4 40.50 3 58.25 2 39.25
BR 23 4 3 28.75 3 52 2 31.58
BR 32 3 1 8.50 2 13.8 1 3.9
BR 35 4 3 34.50 3 40.5 1 24
BRS 177 4 3 25.25 3 52 1 23.75
BRS 179 4 2 21.00 2 31.75 1 11.85
BRS 194 4 2 20.50 2 19.75 1 8.75
BRS 208 4 3 29.44 2 26.75 1 21.5
BRS 220 4 3 34.25 3 46 2 28.75
BRS 49 4 3 25.28 3 44.25 1 13.5
BRS CAMBOATA 4 3 32.89 4 67.89 2 32.75
BRS CAMBOIM 4 3 29.25 2 29.75 1 17.75
BRS CANELA 4 4 43.50 4 80.5 3 49.75
BRS GUABLJU 4 3 25.75 3 40.79 1 17.25
BRS GUAMIRIM 4 2 17.00 2 24.25 1 9.1
BRS LOURO 4 3 23.06 3 55.5 1 14.8
BRS TIMBAUVA 4 2 20.59 3 34 1 9.8
BRS UMBU 3 3 25.00 2 30 1 23
CD 104 4 3 27.50 - - 4 76.75
CEP 11 3 1 12.45 3 45.75 1 22.05
CEP 14 3 2 14.55 2 14.5 1 42
CEP 17 3 2 21.50 3 43.95 1 6.35
CEP 24 3 1 12.40 2 17.5 1 6.3
CEP 27 4 3 23.50 2 30.5 1 16.75
CNT 10 3 2 22.11 3 36 1 11.25
CNT 7 4 3 29.75 3 42.75 2 32.63
CNT 8 4 3 24.75 2 27.6 1 11
COTIPORA 4 3 25.50 3 50.75 1 17
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AGRUP* | AGRUP | SEV*(%) | AGRUP | SEV(%) | AGRUP | SEV(%)
escala 18/10 18/10 22/10 | 22/10 22/10 22/10
GENOTIPOS! 18/10 (FB-1*) | (FB-1) (FB-1) (FB-1) | (FB-1) | (FBY (FB)
EMBRAPA 16 4 3 26.00 3 56.75 2 31

EMBRAPA 27 4 3 32.00 3 36.75 1 9.8
FUNDACEP 30 3 2 16.85 2 30.25 1 5.3

FUNDACEP 52 4 2 17.00 - - 3 51.75
FCEP NOVA ERA 4 3 23.75 3 37.5 1 10
FRONTANA 3 1 8.65 2 27.75 1 3.6
FRONTEIRA 3 1 11.55 2 26.75 1 3.85
HULHA NEGRA 3 3 27.63 3 39.25 1 6.9

IAC5 4 2 17.00 3 50.25 2 37.75

1AS 20 4 3 25.25 3 40 1 10.25
TAS 54-SEL21 4 3 31.58 4 67.5 1 10.3
IPR 84 4 2 16.25 2 31.25 1 10.5
LONDRINA 4 3 23.75 2 25 1 9.5

MENTANA 4 3 33.89 3 55.25 1 26.25
NE 20156-B 4 1 9.28 2 21 1 18.6
NE 20168-P 1 1 2.70 1 475 1 1.7
ONIX 4 3 25.50 2 25.59 1 7.1

OR 1 4 3 31.25 3 37.75 1 15.75
PAMPEANO 4 4 43.00 3 33.25 1 20.5

PF 007402 4 2 19,21 2 29.5 1 50.25
PF 007403 4 3 26.00 3 44 1 30.5

PF 007404 4 2 17.00 3 33.75 1 17.75
PF 007405 4 3 36.75 3 52.5 1 48
PF 007410 3 2 15.35 - 1 0.64
PF 007414 4 3 23.75 - - 1 21.5

PF 007415 4 2 20.75 . - 2 10.75
PF 007419 4 3 27.25 - - 2 12.5
PF 007436 4 1 11.00 2 28.75 1 9.25
PF 007437 3 1 11.75 2 15.5 1 8.05
PF 007438 3 2 13.80 2 25.75 1 8.8
PF 007439 4 2 15.00 2 21.58 1 435
PF 007449 3 2 19.00 3 36.25 1 8.5
PF 007450 4 3 28.25 2 27.1 1 6.89
PF 007451 3 3 24.85 2 30.25 1 9.25
PF 007452 4 3 27.75 2 19.55 1 9.5




87

AGRUP* | AGRUP | SEV*(%) | AGRUP | SEV(%) | AGRUP | SEV(%)
escala 18/10 18/10 22/10 | 22/10 22/10 22/10
GENOTIPOS! 18/10 (FB-1*) | (FB-1) (FB-1) (FB-1) | (FB-1) | (FBY (FB)
PF 007455 4 2 18.25 2 29.75 1 10.65
PF 007457 4 2 14.00 2 26.5 1 15.05
PF 031190 4 2 16.17 - - 3 22.5
PF 031191 4 3 26.25 - - 2 17.75
PF 804002 4 2 19.00 2 31 1 23.68
PF 844002 4 3 23.75 4 67.25 3 37.25
PF 844008 1 1 1.20 1 2.5 1 29.25
PF 964009 4 2 14.55 3 35 1 4.4
PF 970215 4 3 28.75 3 44.25 1 8.25
PF 973279-A 4 3 32.75 3 50.75 1 6.55
PF 980203 4 3 26.00 3 33.5 1 8.8
PF 980241 3 1 12.00 2 26.75 1 6.15
PF 980537 4 2 22.25 3 39.25 1 6.25
PF 980557 4 3 26.25 3 47.89 1 4.65
PF 980560 4 2 20.25 2 24.25 1 5.05
PF 990283 2 1 10.15 2 26.5 1 22
PF 990606 3 3 24.10 2 19 1 16.5
PFS 802 2 1 8.35 1 5.35 1 1.47
PG 1 2 1 4.55 2 29.75 1 3.35
RL 5701 3 1 8.00 1 8.15 1 3.5
RUBI 4 3 313157.00 3 51 1 10.3
SAFIRA 3 2 15.75 4 78 2 31
SONORA 64 4 3 34.00 3 60.53 1 22.22

'GENOTIPOS ji classificados na Tabela 1 quanto a: HT — Cultivares e linhagens da
Histéria do trigo; DHM — genétipos diaploidizados; e, TS- Genétipos Sintéticos
derivados de Triticum tauschii.
2AGRUP refere-se ao agrupamento observado dos gendtipos através de “Cluster
Analysis” para soma das notas de escala 0-5 de tipo de lesdo por gendtipo, média de
severidade por genétipo para cada data na respectiva folha de avaliacio.
3SEV refere-se a severidade média, em porcentagem, observada para cada data na
respectiva folha de avaliacdo.

*(FB-1) refere-se a folha bandeira menos uma folha.
5(FB) refere-se a folha bandeira.
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GRAFICO 4 - Dendograma de reacdo da escala de (0-5) para

Drechslera tritici-repentis em ensaio de condicdes de campo (folha
bandeira menos uma folha — avaliacdo dia 18/10/2007), pela anélise

Euclidiana entre os

ancia

to UPGMA e dist

drquica com agrupamen

,

hier.

genGtipos, a 80% de “R>”.
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GRAFICO 5 - Dendograma de reacdo da severidade para Drechslera
tritici-repentis em ensaio de condi¢des de campo (folha bandeira
menos uma folha “A”/folha bandeira “B”, avaliadas no dia
22/10/2007), pela andlise hierdrquica com agrupamento UPGMA e
distancia Euclidiana entre os gendtipos, a 80% de “R*”.
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Em condi¢des de campo, com inoculagdo artificial do patégeno
e irrigagcdo das parcelas do ensaio, observou-se que os genétipos NE
20168-P e PF 844008 mostraram as menores somas das notas de
escala de 0-5 quanto ao tamanho de lesdo. Esses genétipos sdo
sintéticos derivados do cruzamento Triticum durum/Triticum tauschii,
juntamente com: PF 990283, PFS 802, e PG 1. A severidade médxima
na FB-1, na primeira avaliagdo foi de 43,5% no gené6tipo BRS Canela
(considerando a média das avaliacdes), outros gendtipos apresentaram
alta severidade como BH 1146, BR 18, e Pampeano, com severidades
acima de 40%. Enquanto que o gendtipo PF 007414 apresentou
severidade minima (média de 1,2%) na mesma avaliag¢do, juntamente
com outros genotipos com baixa severidade: BR 32, Frontana, NE
20168-P, PFS 802, PG 1, e RL 5701 que mostraram severidade abaixo
de 9% (TABELA 1).

Na segunda avaliagdo da severidade da doenca na FB-1
realizada com quatro dias de diferenga da primeira avaliacdo, com
temperatura e molhamento propicio para o desenvolvimento da
doenga, o gendtipo com maior severidade média (82%) foi BH1146.
Os gendtipos BRS Camboatd, BRS Canela, IAS 54-SEL21, PF
844002, Safira apresentaram severidade superior a 67%. O genétipo
com menor severidade média (2,5%) foi PF 844008, que juntamente
com os gendtipos NE 20168-P, PFS 802, e RL 5701, apresentaram
severidade inferior a 10%.

Na folha bandeira, o gendtipo que apresentou a severidade
mais elevada foi CD 104 com 76,75% da area média das folhas

afetada. Além desse, outros genétipos como, por exemplo, BRS
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Canela, FCEP 52, e PF 007402, com severidades superiores a 58%,
porém aproximadamente 25% a menos que a severidade média do
gendtipo CD 104. Nessa avaliagdo, o gendtipo com menor severidade
média foi PF 007410 com 0,64% de severidade média nas folhas
avaliadas. Outros gendtipos como, por exemplo, Frontana, NE 20168-
P, PFS 802, PG 1, e RL 5701, também mostraram média de
severidade baixa, inferior a 3,8%.

Entdo, no ensaio de campo o gendtipo sintético PF 844008
mostrou alta resisténcia a Drechslera tritici-repentis, agrupando
sempre com maior resisténcia no campo, até mesmo para a evolucio
da doenca e AACPD, mostrando alta suscetibilidade em condi¢des
controladas em plantula. O gendétipo BR 32 mostrou moderada
resisténcia, assim como o0s gendtipos com sua presenga no
cruzamento. E NE 20168-P, PFS 802, RL 5701, genétipos sintéticos,
também mostraram moderada resisténcia no campo. Os genétipos BR
23 e Rubi mostraram alta suscetibilidade & doenca, juntamente com
BRS Camboatd, BRS Canela, Safira e BH 1146. Apesar de alguns
autores afirmarem correlacdo entre os dados encontrados em
avaliagdes de plantula e planta adulta, inclusive recomendado para
otimizacdo e diminui¢do de custos para teste de um grande nimero de
gendtipos, no presente trabalho ndo podemos afirmar que ocorreu
relacdo entre os resultados de plantula e condi¢des controladas,
necessitando maiores estudos interagindo esta correlacio e o
rendimento dos gendtipos atacados pela doenca, devido a diferenca
encontrada nas avaliacdes da FB.

Conforme Tabela 3, considerando trés avaliagdes na FB-1 em

intervalos de quatro dias, medindo o percentual de drea foliar afetada
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(severidade), foi possivel obter grupos com similaridade interna

proxima a 80% (R*=0,8). A partir da estrutura dos dados — medidas

coletadas ao longo do tempo — foi possivel utilizar a distancia de

Canberra para avaliar a evolucdo da severidade. Observou-se a divisdao

dos gendtipos em quatro grupos quanto a evolucio da doenga, fazendo

relacdo a drea abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) das

cultivares (Tabela 3).

TABELA 3 - Agrupamento dos gendtipos para soma das notas de
reacdo e média de severidade da mancha amarela do trigo em
condi¢des de campo pela andlise hierdrquica, agrupamento UPGMA e
distancia de Canberra entre os gen6tipos, a 80% de “R*”.

GENOTIPOS' AGRUP*> | SEV*(%) | SEV (%) SEV (%) AACPD*
18/10 22/10 25/10

BR 23 4 28.75 52.00 53.63 319.94
BRS 179 4 21.00 31.75 60.59 244.01
BRS 194 4 20.50 19.75 84.12 236.30
BRS GUAMIRIM 4 17.00 24.50 36.39 174.33
BRS UMBU 4 25.00 30.00 29.21 198.82
CNT 10 4 22.11 36.00 38.16 22745
FUNDACEP 30 4 16.85 30.25 34.50 191.33
HULHA NEGRA 4 27.63 39.25 36.25 24701
ONIX 4 25.50 25.59 39.00 199.06
PF 007402 4 19.21 29.50 38.50 199.42
PF 007449 4 19.00 36.25 24.00 200.88
PF 007451 4 24.85 30.25 30.75 201.70
PF 007452 4 27.75 19.55 2475 161.05
PF 007455 4 18.25 29.75 41.50 202.88
PF 007457 4 14.00 26.50 4775 192.38
PF 970215 4 28.75 44.25 46.25 281.75
PF 973279-A 4 3275 50.75 80.50 363.88
PF 980241 4 12.00 26.75 40.50 178.38
PF 980537 4 22.25 39.25 39.00 240.38
PF 980560 4 20.25 24.25 39.74 184.98
PF 990283 4 10.15 26.50 21.75 145.68
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GENOTIPOS' AGRUP? SEV? (%) SEV (%) SEV (%) AACPD*
18/10 22/10 25/10
NE 20168-P 3 2.70 4.75 19.50 51.28
PFS 802 3 8.35 5.35 15.37 58.48
RL 5701 3 8.00 8.15 21.05 76.10
BR 32 2 8.50 13.80 56.67 150.30
PF 844008 1 0.95 1.33 3.95 12.49

TGENOTIPOS ji classificados na Tabela 1.
2AGRUP refere-se ao agrupamento observado dos gendtipos através de “Cluster

Analysis” para propor¢do média de severidade por gendtipo para cada data.

3SEV refere-se a severidade média de 20 folhas por gendtipo, em porcentagem,
observada para cada data de avaliag@o.
*AACPD refere-se a drea abaixo da curva do progresso da doenca, calculada a partir
dos dados de severidade médios de 20 folhas por gendtipo avaliadas nas trés

referentes datas.
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GRAFICO 6 - Dendograma de reacdo de severidade através da
evolucdo da doenca em trés avaliagdes para Drechslera tritici-repentis
em ensaio de condicdes de campo pela andlise hierdrquica com
agrupamento UPGMA e distancia de Canberra entre os genétipos, a
80% de “R™”.
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Considerando a édrea abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD), o genétipo PF 844008 mostrou a menor evolucdo da
doenca no campo com AACPD de 12,46. E devido a diferenca dos
genodtipos, este constitui sozinho o grupo de maior resisténcia pela
andlise de agrupamento, diferindo dos demais. Num segundo grupo o
gendétipo BR 32 (150,30) que apresenta resisténcia moderada, em
campo, formou grupo isolado, entretanto, outros genétipos como PF
990283, NE 20168-P, PFS 802 e RL 5701 apresentaram AACPD
inferior a BR 32 e formaram grupo distinto. Os outros 21 genétipos
testados mostraram suscetibilidade, entre eles BR 23 de reacdo
conhecida ao patégeno com a maior AACPD (319,94).

Para relacionar os dados de campo (planta adulta) com os
dados de gendtipos testados em condicdes controladas (plantula) foi
efetuada andlise de Escalonamento Multidimensional (EDM),
apresentada na Tabela 4 e no Gréfico 7 de distribuicdo dos genétipos,
conforme matriz de correlagdo calculada pela distancia Euclidiana.
Existem genétipos que apresentam uma boa relagdo entre os dados
observados no campo e em condi¢des controladas, mesmo em estadios
diferentes da planta, como foi o caso dos genétipos PG 1 e NE 20168-
P, que juntamente com mais 21 gendtipos estdo localizados no
primeiro quadrante da distribuicdlo com relativamente baixa
severidade da doenca. BR 23 e Rubi localizados no terceiro quadrante
aparecem junto com mais 20 gendtipos que apresentaram alta
severidade em ambas as situacdes. O segundo e quarto quadrante
incluem os genétipos com dissimilaridade entre os dados de campo e
condic¢des controladas, apresentando sensibilidade em uma condi¢do e

grau de resisténcia em outra (TABELA 4). No segundo quadrante, PF
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844008, mostrou sensibilidade em plantula sob condicdes controladas
e resisténcia no ambiente de campo, e vice versa para os gendtipos no
quadrante quatro. Dos genétipos avaliados 53,57% possuem

similaridade entre os dados de campo e condic¢des controladas.

TABELA 4 — Divisdo dos gendtipos por quadrante de dispersdo,
conforme relacdo entre a severidade dos dados observados no Campo
(planta adulta) e em Condi¢des Controladas (plantula) observados no
Griéfico 7, pela Andlise de Escalonamento miltidimensional.

GENOTIPOS GENOTIPOS GENOTIPOS GENOTIPOS
QUADRANTE 1 QUADRANTE 2 QUADRANTE 3 QUADRANTE 4
1 | ABALONE 6 |BR32 5 [BR23 2 | ANAHUAC 75
9 [BRS 179 20 [ BRS TIMBAUVA | 12| BRS 220 3 |BH1146
10 | BRS 194 23| cEP 11 14| BRS CAMBOATA | 4 |BR 18
18 | BRS GUAMIRIM | 25 | CEP 24 15| BRSCAMBOIM | 7 | BR 35
24 | CEP 14 36 | FRONTANA 17 | BRS GUABIJU 8 [ BRs 177
27| eNT 10 39|1aC5 19 | BRS LOURO 11 | BRS 208
33 | FcEP 30 42 | 1PR 84 22| cp 104 13| BRS 49
34 | FCEP 52 52| PF 007404 26 | CEP 27 16 | BRS CANELA
37 | FRONTEIRA 67 | PF031190 28| CNT7 21| BRS UMBU
45 | NE 20156B 70 | PF 844008 29| CNT S8 30 [ coTrPORA
46 | NE 20168P 71 | PF 964009 38 | HULHANEGRA |31 | EMBRAPA 16
50 [ PF 007402 74 | PF 980241 40 | 1AS 20 32 | EMBRAPA 27
54 | PF 007410 78 | PF 990283 43 | LONDRINA 35 | FCEP NOVA ERA
56 | PF007415 80 | PES 802 44 | MENTANA 41| 1AS 54SEL21
s8 [ PF007436 82 [ RL 5701 48 |OR 1 47 [ ONIX
59 [ PF 007437 84 | SAFIRA 51| PF 007403 49 [ PAMPEANO
60 | PF 007438 53 | PF 007405 55| PF 007414
61 | PF 007439 64 | PF 007451 57| PF 007419
62 | PF 007449 69 | PF 844002 63 | PF 007450
66 | PF 007455 72| PF 970215 65 | PF 007452
68 | PF 804002 75 | PF 980537 73 [ PF973279°
77 | PF 980560 83 | RUBI 76 | PF 980557
81|PG 1 79 | PF 990606
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GRAFICO 7 - Divisio dos genétipos por quadrante de dispersdo,
conforme relag@o entre a severidade dos dados observados no Campo
(planta adulta) e em Condi¢des Controladas (plantula) pela Andlise de
Escalonamento multidimensional.
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4. DISCUSSOES

Os dados apresentados neste trabalho corroboram com os
estudos de Luz (1995 e 1997), pois os gendtipos suscetiveis sao
predominantes, devido a base do germoplasma de 1995 até os dias
atuais ser a mesma, com apenas reciclo de alguns genétipos chaves
que deram origem a cultivares novas.

Foi  possivel detectar mudanca no cardter de
resisténcia/suscetibilidade de alguns gendtipos, na condugdo de
experimentos em condi¢des controladas (plantula) e condicdes de
campo (planta adulta). Isso pode ocorrer devido a diferencas de
expressdo dos genes em plantula ou em planta adulta, Embora Riede
et al. (1996) e Luz (1995) tenham relatado correlacdo de resultados de
plantula e planta adulta, enquanto que Evans et al. (1999) chegaram a
recomendar utilizacdo de testes em plantulas para diminuicdo de
tempo e custo na avaliacdo de elevado nimero de gendtipos. Porém,
neste trabalho ndo foi o observado relagdo estreita da reacdo plantula e
planta adulta. Embora os genétipos do quadrante 1 e 3 tenham
respostas similares de reacdo ao patégeno em ambas as condi¢des, 0s
gendtipos nos quadrantes 2 e 4 mostraram respostas adversas entre as
duas condicdes pela andlise de Escalonamento Multidimensional
(Tabela 4, Gréfico 7).

Para estudar a relacdo de dados obtidos no campo (planta
adulta) com dados gerados com genétipos testados em condigdes
controladas (plantula) foi utilizado o escalonamento multidimensional,
que segundo Telles et al. (2003), descreve medidas de semelhancga da

percepcdo da amostra estudada, e trata-se de uma exploracdo visual
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dos pontos, contrariando o tradicional arranjo numérico. Esta técnica
posiciona dados x y de forma que a distancia entre eles no espaco
dimensional seja menor que a distdncia entre quaisquer outros pares
de objetos, e 0 mapa perceptivo resultante mostra a posi¢ao relativa de
todos os objetos. O objetivo geral é o de determinar dimensdes
subjacentes significativas que permitam ao pesquisador explicar
similaridades ou dissimilaridades observadas entre objetos
investigados (ALMEIDA, 2008).

Diferencas de reacdo das cultivares ao patégeno relativos a
outros estudos foram encontrados (RIEDE et al.,1996; e LUZ, 1995 e
1997) que pode ser atribuido a diferencas de viruléncia no patégeno,
devido a existéncia de variabilidade entre patétipos de Drechslera
tritici-repentis. Assim, € impossivel saber qual raga foi utilizada e se é
equivalente a raca dos estudos anteriores, e se a reacdo das cultivares
¢ a mesma, considerando que nem sempre € realizada com clareza a
distingdo os dois tipos de sintomas (clorose e necrose) devido a
presenca das toxinas, e dependendo da raga uma ou mais toxinas sdao

produzidas (CIUFFETTI & TUORI, 1999).

Ensaio em Condi¢oes Controladas (plantula)

Sob condig¢des controladas, o grupo 1 com o melhor nivel de
resisténcia observado, agrupou o gendtipo PG1 tanto quando foi usado
a escala de notas quanto para a varidvel severidade no experimento
com a densidade de inéculo de 3000 conidios/mL. O genétipo PG 1
foi lancado em 1924 com alta resisténcia a acidez nociva do solo. Esse
gendtipo foi originado de uma selecdio de POLYSSU que havia sido

selecionada por Jorge Polyssu, em 1922, a partir de sementes
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provenientes de Guaporé, RS, “provavelmente” de um trigo Turco.
Essa cultivar foi um marco para resisténcia a ferrugem Puccinia
triticina, e para resisténcia a toxicidade ao aluminio, onde o niimero

z

de genes deste gendtipo no germosplasma brasileiro é expressivo.
Relatos sobre a reacdo deste gendtipo a mancha amarela datam de
1996 - 1997 (publicacdo online EMBRAPA Trigo) e mostram que em
condi¢cdes de campo apresenta moderada resisténcia. Esse resultado
confere com dados obtidos por Riede et al. (1996), na Universidade de
North Dakota, EUA utilizando o isolado 86-124 em condicdes
controladas em plantula, observando uma severidade de 5% e reacao
“2” pela escala de Lamari & Bernier (1989).

Também deve ser destacado o desempenho dos gendtipos de
trigo sintético NE 20168-C e NE 20168-P, derivados de T. tauschii
(genoma D), que demonstraram menor suscetibilidade ao patégeno no
grupo 1 tanto para a soma da nota pela escala usada quanto para
porcentagem de drea foliar infectada no experimento em condicdes
controladas com 3000 conidios/mL. Entretanto, o sintético NE 20156-
B demonstrou menor suscetibildiade com maior concentracdo de
in6culo, (7500 conidios/mL). Porém, em menor concentragdo de
esporos, esse gendtipo mostrou moderada suscetibilidade e
enquadrou-se no grupo 2 para severidade e no grupo 3 pela escala de
notas. Para alguns gendtipos, mesmo mostrando lesdo com notas
elevadas, pela escala usada, a severidade pode ser menor em funcao
do tamanho da lesdo, ndo estando necessariamente relacionada com a
drea foliar afetada. Entretanto, para a severidade a variacdo entre os
grupos 1 e 2, deve ser levada em consideragdo a maior quantidade de

doenca produzida no experimento com 7500 conidios/mL. Neste caso,
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os gendtipos podem agrupar de forma menos severa quanto a
quantidade de doencga pelo patamar geral dos genétipos avaliados.

O genétipo EMBRAPA 16, teve um comportamento moderado
para a area foliar afetada em severidade em ambos os experimentos,
permanecendo entre os grupos 2 e 3, respectivamente. Segundo Luz
(1995), esta cultivar € classificada como suscetivel em condi¢des
controladas, atingindo severidade de 65%. Este resultado pode ser
explicado pela diferenca de isolados utilizados na inoculagdo, ao qual
esta cultivar apresentou resisténcia moderada. Este genétipo ainda
recebeu notas menores para o tamanho da lesdo baseado na escala,
permanecendo no grupo 1, com menor soma de notas entre 0-5.

A cultivar BRS Umbu, resistente pelas Indicagdes Técnicas da
Cultura do Trigo (2007), foi inserida no experimento como
testemunha resistente. Em plantula, sob condi¢des controladas,
apresentou resisténcia moderada para as duas concentragdes de
inéculo pela escala de notas em tamanho de lesdo classificada no
grupo 3, 3 e 2 respectivamente para nota de escala FB-1, severidade
FB-1 e FB para o isolado testado, chegando a severidade de 30% em
7500 conidios/mL.

Na busca de informagdes sobre a cultivar BR 23, foi possivel
identificar que esta se originou do cruzamento CORRE CAMINOS /
ALONDRA SIB /3/ IAS 54-20 / COTIPORA // CNTS. Este
cruzamento foi realizado em Passo Fundo, RS, em 1976, pela
EMBRAPA Trigo, sua indicagdo para cultivo iniciou no Rio Grande
do Sul em 1987, e ainda permaneceu indicada para cultivo em 2004

para os estados do RS, SC como cultivar tolerada, e no PR até 2005.
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Esteve indicada para o MS de 1993 a 1997; foi também indicada para
cultivo em Zambia, na Africa.

BR 23, genétipo considerado como testemunha de
suscetibilidade, confirmou essa reacdo, com excec¢do da severidade
encontrada no experimento com 7500 conidios/mL, em que agrupou
como moderadamente suscetivel no grupo 3, com severidade de
47,25%, enquanto que a severidade médxima encontrada neste
experimento foi de 73% no genétipo BRS Louro. Para o experimento
utilizando 3000 conidios/mL os genétipos BRS Guabiju, CEP 11, e
Rubi, mostraram severidades mais altas que BR 23. A suscetibilidade
de BR 23, provavelmente, venha do genétipo Alondra, considerado
suscetivel a alguns isolados (RIEDE, et al., 1996)

O genétipo Rubi “ORL 9285=EMBRAPA 27/KLEIN H 3450
C 31317 comportou-se como suscetivel assim como outros genotipos
contendo EMBRAPA 27 no cruzamento.

BH 1146, considerado resistente a moderadamente resistente
na literatura para vdrios isolados, (Hosford, 1982; Schilder &
Bergstrom, 1990; Riede et al., 1996; Luz, 95/1997) no presente
trabalho, em condi¢des controladas, com 7500 conidios mostrou-se
moderadamente suscetivel a suscetivel, com severidade média de
56,63% . Segundo trabalho realizado por Bertan et al. (2007),
utilizando 19 gendtipos, BH 1146, BR 35 e BRS 49 foram os que
representaram maior grau de parentesco, ao passo que o restante dos
genotipos formaram agrupamentos com elevada distancia genealdgica,
revelando reduzidas relagdes de genealogia entre seus genitores.
Resultados semelhantes foram obtidos por BERED et al. (2001)

avaliando 40 cultivares e 10 linhagens de trigos brasileiros, sendo que
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alguns genétipos coincidem aos avaliados (BH 1146, BR 18, BR 23,
BR 35, CEP 24 e Sonora 64). No presente trabalho, para a
caracterizagdo da resisténcia & mancha amarela suas reagdes foram
muito parecidas, em condi¢des controladas, agrupando entre
moderadamente suscetivel para 3000 conidios/mL e suscetivel para
7500 conidios/mL; com excecdo do gendétipo BR 35 que mostrou
moderada resisténcia ao ser avaliada nos experimentos de inoculagdo
com 3000 conidios/mL e CEP 24 com moderada resisténcia em 3000
conidios/mL.

Anahuac 75, considerada suscetivel, no presente trabalho
mostrou-se moderadamente suscetivel em ambas as inoculagdes em

condicdes controladas, mas foi suscetivel para a avaliagdo de lesdo.

Ensaio em Condic¢oes de campo (planta adulta)

Destaque deve ser feito aos genétipos sintéticos NE 20168-P,
PF 844008, PFS 802, e RL 5701, derivados de T. tauschii, que
mostraram resisténcia em campo em planta adulta. PFS 802 e RL
5701 agruparam por suscetibilidade moderada para o tamanho de
mancha e evolucdo da doenga baseado da distancia de Canberra e
relacionando a AACPD.

PF 844008 mostrou resisténcia ao patégeno de forma a
permanecer sempre no grupo de maior resisténcia, inclusive para a
evolucdo da doenga no campo e AACPD. Em estudo realizado por
Riede et al. (1996), este gendtipo demonstrou resisténcia tanto no
estddio de plantula em condicdes controladas quanto em estddio de

planta adulta no campo. Porém, neste estudo, contrariando os



104

resultados obtidos em condi¢des controladas em todas as inoculacdes,
mostrou maior suscetibilidade em plantula.

O gendtipo BR 23, apesar de ter atingido a severidade média
de 52% na segunda avaliacio da FB, quinze dias apds a ultima
inoculagdo, mostrou comportamento moderado para severidade 4
campo na FB e FB-1, mas foi suscetivel para avaliacdo da lesdo e
evolugdo da doenca, atingindo AACPD de 319,94.

BR 32 variou entre resisténcia e moderada resisténcia para as
diferentes folhas avaliadas nas diferentes datas, mas comportou-se
como moderadamente suscetivel na avaliacdo do tipo de lesdo. Para a
evolucdo da doenca, apesar de ter apresentado AACPD de 150,3,
superior que a AACPD de genétipos agrupados como suscetiveis, o
agrupamento levou em consideracdo a evolucido da doenca no campo
em que este gendtipo apresentou resisténcia nas duas primeiras
avaliacdes, evidenciando menor evolugdo da doenca, considerada pela
distincia de Canberra a 80% de R® Esta resisténcia moderada
observada neste gendtipo pode ser derivada do parental IAS 59,
descrita como fonte de resisténcia na literatura (Osério, 1982). Assim,
os gendtipos descendentes de BR 32, que foram BRS Timbatva e
FUNDACEP 30, avaliados neste ensaio apresentaram resisténcia
moderada ao patégeno.

O gendtipo Rubi apresentou moderada suscetibilidade na
avaliacdo de severidade, e suscetibilidade para tipo de lesdo no campo,
sendo que a avaliacdo realizada na folha bandeira foi de resisténcia
comparada as demais cultivares em distincia euclidiana a 80% de R
Este resultado € relevante a questdo de rendimento, ndo avaliado no

presente trabalho. Observou-se que 82 gendtipos tiveram severidade
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abaixo de 15% na avaliacdo da FB quinze dias apds a inoculagio,
dentre eles os gendtipo que demonstraram resisténcia e resisténcia
moderada na FB-1 e para tipo de lesdo, e 18 que mostram moderada
suscetibilidade e suscetibilidade como: BRS 49, BRS Louro, BRS
Timbaava, CEP 17, CNT 10, EMBRAPA 27, FCEP Nova Era, Hulha
Negra, IAS 20, IAS 54-SEL21, PF 007449, PF 964009, PF 970215,
PF 973279-A, PF 980203, PF 980537, PF 980557, e Rubi. CD 104
ficou isolada e ndo agrupou com outras cultivares quanto a
suscetibilidade na FB, atingindo 76,75% de severidade na data de
avaliacdo. Segundo Osoério (1982) e Riede et al. (1996), existe pouca
relacdo entre a infeccdo nas folhas e a redugdo no nimero e peso de
grdos de variedades de trigo atacadas por Drechslera tritici-repentis,
havendo a necessidade de maiores estudos ligados a esta questdo.
Porém, deve ser levado em consideragdo que esses estudos foram
realizados a varios anos atrds quando a pressao de inculo era menor e
que com a disseminagdo do plantio direto na palha, a mancha amarela
teve sua importincia aumentada devido sua sobrevivéncia em restos
culturais. Década de 90, 1 milhdo de hectares eram sob o sistema de
plantio direto no Brasil, e partir dai os restos culturais que
permanecem na lavoura contribuem com a permanéncia de algumas
doencas quando ndo se faz uso da rotacdo de culturas (KOCHHANN
& DENARDIN, 1992; FERNANDES, 1999)

O genétipo BH 1146 mostrou suscetibilidade nas avaliagdes de
severidade e de lesdo na FB-1, e moderada resisténcia na folha
bandeira. Entretanto, segundo a literatura, em condi¢des controladas, o
resultado esperado para este gendtipo era de resisténcia. Hosford

(1982), em estudo com 12 patétipos em North Dakota (EUA),
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observou suscetibilidade de BH 1146 a apenas um entre osdoze
patétipos estudados, mostrando elevada resisténcia ao patégeno. No
entanto, no presente trabalho este resultado nao foi confirmado, talvez
por diferenca devido ao patétipo, ou mesmo pela diferenca em
evolugdo da relacdo patégeno/hospedeiro desde o ano de 1982,
considerado por Luz (1995) que observou resisténcia moderada desse
gendtipo ao patdtipo testado na época. Schilder & Bergstrom (1990),
testaram 17 patétipos em New York (EUA), que foram comparados
pela “Cluster Andlysis” pelo método Centréide, e agruparam BH 1146
juntamente a Houser, Frankenmuth e BR 8, como moderadamente
resistente aos patétipos, baseados na média de dois experimentos.

Outros genétipos agruparam com suscetibilidade elevada entre
eles BRS Camboata, BRS Canela, IAS 54-SEL21, Safira e. PF
844002, sintético derivado de “Triticum durum BOLIVIA
(118572)/Triticum tauschii RL 5271, NE 29341(118523)”.

Esses resultados sugerem a necessidade de estudos sobre
localizacdo e ndmero de genes de resisténcia a mancha amarela do
trigo, oriundos de espécies afins, e a nivel hexapléide (Triticum

aestivum).
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5. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir
que:
1. Existem poucas fontes de resisténcia a mancha amarela do

trigo.

2. O genétipo PG1 apresenta resisténcia tanto em condig¢des
controladas quanto no campo, e¢ pode ser usada em programas de
melhoramento para resisténcia a mancha amarela.

3. Os gendtipos de trigo sintético NE 20168-C e NE 20168-P,
derivados de T. rauschii (genoma D), apresentam potencial de
resisténcia em condi¢des controladas.

4. O gendtipo de trigo sintético PF 844008 apresenta
resisténcia de campo a D. tritici-repentis. Os gendtipos BR 32, NE
20168-P, PFS 802 e RL 5701 apresentam resisténcia moderada no
campo.

5. Nao hé relacdo direta da reacio de plantula com a reagdo de
planta adulta para a mancha amarela do trigo para todas os genétipos
testados.

6. Densidades de in6culo mais baixas sdo adequadas para
avaliacdo da reacdo de gendtipos quando considerado o tipo de lesdo,
entretanto, as densidades de indculo mais elevadas sdo mais

apropriadas para determinar a severidade da doenga.
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