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RESUMO

Pizolotto, Carlos Augusto. Aspectos epidemioldgicos e manejo integrado da brusone
do trigo. [156] f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade de Passo Fundo,
Passo Fundo, 2019.

A emergéncia do patégeno causador da brusone (Magnaporthe oryzae) infectando a cultura do
trigo (Triticum aestivum L.), é relativamente recente no Brasil. Os estudos publicados até o
momento indicaram a ocorréncia de variabilidade genética e de viruléncia entre as populagdes
de M. oryzae infectantes do trigo no Brasil. Plantulas e espigas destacadas de 11 gendtipos de
trigo e um de cevada (T&C) foram utilizados em experimentos conduzidos em condi¢des
controlada, nos quais suspensdes individualizadas de conidios de 89 isolados de M. oryzae e
dois isolados de M. grisea foram utilizadas em procedimentos de inoculagdo. A presenca do
segmento cromossomal 2NS nos gen6tipos T&C foi determinada via PCR. Verificou-se que
grupos de viruléncia de M. oryzae estdo amplamente distribuidos no pais e que, devido a alta
resisténcia a brusone demonstrada, a cultivar de trigo Santa Fé assume um papel de destaque
como fonte de resisténcia a doenca. A avaliacdo de isolados quanto a viruléncia gerou padrdes
de classificacdo muito distintos quanto as infecgdes em folhas e espigas. Para monitorar a
sobrevivéncia saprofitica de M. oryzae em restos de trigo e explorar a importancia dos residuos
culturais como fonte de inéculo, as cultivares de trigo Anahuac 75 e BRS 229 foram inoculadas
com uma suspenséo de esporos de 100.000 conidios mL™, sendo utilizado um isolado mais
virulento (Py 12.1.209) e um menos virulento (Py 12.1.132). Ap6s a manifestagdo dos sintomas,
as lesdes foram circundadas em vermelho, com a utilizacdo de pincel atbmico. Posteriormente
foram destacados folhas, colmos e espigas de cada planta, sendo esses acondicionados em sacos
de nylon separadamente e distribuidos no campo. A cada 14 dias, foram coletadas amostras de
cada material, e em laboratério as lesdes marcadas foram examinadas em microscépio Optico
para verificar a presenca de conidiéforos e conidios de M. oryzae. A esporulacdo de M. oryzae
foi observada nos residuos de trigo por até cinco meses. Em relacdo ao manejo da doenca na
cultura do trigo, o controle quimico ainda é a principal estratégia, mas necessita de estudos que
visem a melhor cobertura da espiga. Os experimentos foram conduzidos em delineamento de
blocos casualizados em esquema fatorial 4x2, com quatro pontas/bicos de pulverizagdo e dois
adjuvantes, sob trés repeticdes. No experimento em casa-de-vegetacdo foram avaliados a
qualidade de cobertura proporcionada por quatro diferentes pontas/bicos de pulverizagdo em
espigas artificiais de trigo envoltas por cartdo hidrossensivel, a severidade da doenca nas espigas
- SEVE e o numero de pontos de infeccdo na raquis — NPI. No experimento em casa-de-
vegetacdo as menores médias de SEVE e NPI foram encontradas no tratamento T9 (mancozebe
+ Break-Thru + Grip — ponta: TJ60 10002 — 60°). Em condic¢Ges de campo foram avaliadas a
incidéncia — INC e a severidade da doenca nas espigas — SEVE. O tratamento com mancozebe
(T9) apresentou as menores médias para as duas variaveis da doenca, no entanto, sem diferir de
T8 para a varidvel INC, e ndo diferindo dos tratamentos onde foi adicionado o adjuvante Break-
Thru®(T5, T6, T7 e T8), para a variavel SEVE.

Palavras-chave: 1. Magnaporthe oryzae. 2. Sobrevivéncia saprofitica. 3. Tecnologia de
aplicagdo.



ABSTRACT

Pizolotto, Carlos Augusto. Epidemiological aspects and integrated management of
wheat blast. [156] f. Thesis (Doctor in Agronomy) — Universidade de Passo Fundo,
Passo Fundo, 2019.

The emergence of blast pathogen (Magnaporthe oryzae) infecting wheat (Triticum aestivum L.)
is relatively recent in Brazil. The studies published so far have indicated the occurrence of a
genetic variability and virulence variability between the M. oryzae populations that are infecting
wheat in Brazil. Seedlings and detached heads from 11 wheat cultivars and one barley lineage
(T & C) were used in experiments conducted under controlled conditions in which
individualized conidial suspension of 89 M. oryzae isolates and two M. grisea isolates were
used in inoculation procedures. Presence of the 2NS chromosomal segment in the T & C
genotypes was determined via PCR. It was verified that M. oryzae virulence groups are widely
distributed in the country and that, due to the high resistance to blast demonstrated, Santa Fe
wheat cultivar plays a prominent role as a source of resistance to the disease. In addition, it was
found that the evaluation of wheat M. oryzae isolates for virulence generates a very distinct
classification patterns depending on whether the object of infection analysis is leaf or head. To
monitor the saprotrophic development of M. oryzae on wheat debris and explore the importance
of crop residues as a source of inoculum, wheat cultivars BRS 229 and Anahuac 75, moderately
and highly susceptible to the disease, respectively, were inoculated with a spore suspension of
10 conidia mL* using an aggressive (Py 12.1.209) and a less aggressive (Py 12.1.132) isolate.
At maturity, a portion of leaves, stems and spikes were detached from plants, and a group of ten
lesions were randomly selected and marked on each type of plant organ. The air-dried plant
organs were placed separately inside bags and exposed outside. Each 14 days, samples were
taken from the field and tested for sporulation. Sporulation of the fungus was observed on the
wheat residues for up to five months. For managing blast disease in wheat, the chemical control
is the main option, due to absence of resistance wheat cultivars, but it needs to improve wheat
head coverage. The experiments were arranged in a randomized block design in a 4x2 factorial
scheme, four spray nozzles and two adjuvants, under three replications. The fungicides were
sprayed 24 hours before the wheat heads inoculation. In the greenhouse experiment were
evaluated the coverage quality by four different spray nozzles in artificial wheat heads
surrounded by a hydrosensitive cards, the head blast severity - SEVE and the number of
infection points on the rachis — NPI. In the greenhouse experiment, the lowest values to SEVE
and NPI were found in the treatment T9 (mancozeb + Break-Thru + Grip: TJ60 10002-60°). In
field conditions the wheat blast incidence - INC and head blast severity - SEVE were evaluated.
The treatment with mancozeb (T9) showed the lowest averages for both disease variables,
however, treatment T9 did not differ statistically of treatment T8 for INC variable, for the
variable SEVE, treatment T9 not differ statistically of treatments that Break-Thru® adjuvant
was added in the spray solution (T5,T6,T7 e T8).

Key words: 1. Magnaporthe oryzae. 2. Saprotrophic survival. 3. Application technology.
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) tem importancia significativa na histéria da
humanidade, sendo um dos grdos mais consumidos no mundo e estd presente na
alimentacdo da maioria das pessoas e animais criados pelo homem (ROSSI e NEVES,
2004). No Brasil, desenvolveu-se com a vinda dos colonizadores europeus para 0
continente americano (ABITRIGO, 2018), no entanto, o pais jamais conseguiu a
autossuficiéncia em relagéo a este cereal (CUNHA e TROMBINI, 1999).

O grande desafio para a triticultura nacional € tirar o pais da posi¢do de grande
importador e leva-lo a autossuficiéncia no abastecimento desse cereal
(BACALTCHUK, 1999). Para a safra 2018/19, a producdo de trigo no Brasil esta
estimada em 5.143,8 milhdes de toneladas, estando distribuida em areas de cultivo que
se estendem pelas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, perfazendo 2.034,2
milhGes de hectares, com produtividade média de 2.529 kg ha' (CONAB, 2018). A
regido Sul do Brasil é responsavel por aproximadamente 90% dessa producao (4.554,2
milhdes de toneladas), no entanto, apresenta 0 menor rendimento médio de graos por
hectare, 2.481 kg hal. Ainda, de acordo com dados da CONAB, em 2018 o pais
importou 6,3 milhdes de toneladas de graos, o que representa aproximadamente 60% do

seu consumo interno (11.005,1 milhdes de toneladas).

A regido tropical do Brasil (Cerrado) possui amplo potencial para expansao do
cultivo de trigo, no entanto, ha uma caréncia de informacGes sobre a interacdo gendétipo
X ambiente, especialmente relacionadas aos estresses térmico, hidrico e fitossanitario
(PASINATO, 2017). O trigo, como outras culturas de interesse econémico, é acometido
por diversas doengas que afetam o seu desenvolvimento, comprometendo a
produtividade e a qualidade dos grdos (BARROS et al., 1989; LAU et al., 2011). A
brusone do trigo causada pelo fungo Magnaporthe oryzae constitui um dos principais
entraves a expansdo da producdo triticola no Brasil Central (GOULART et al., 2007;
MACIEL et al., 2013). Na América do Sul, a doenca também é uma grande ameaca a
producdo do cereal, afetando mais de trés milhGes de hectares, e limitando seriamente o
seu potencial de producdo (KOHLI et al., 2011). Em fevereiro de 2016, a brusone do

trigo foi identificada pela primeira vez fora do continente americano, na Asia, com

Carlos Augusto Pizolotto
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relatos de graves epidemias da doenca em campos de trigo em Bangladesh
(CALLAWAY, 2016).

Poucos estudos investigaram a diversidade genética do patdgeno causador da
brusone do trigo no Brasil. Os poucos estudos publicados indicaram que ha a ocorréncia
de variabilidade genética e de patotipos (URASHIMA et al., 2004; MACIEL et al.,
2014). O fungo infecta varias gramineas, como o arroz (Oryza sativa L.), aveia (Avena
sativa L.), cevada (Hordeum vulgare L.), centeio (Secale cereale L.), capim arroz
(Echinochloa spp.), azevém (Lolium multiflorum Lam.), braquiaria (Brachiaria spp.),
entre outras (COUCH et al., 2005).

Em experimentos conduzidos por Maciel et al. (2008) a maioria das cultivares de
trigo testadas foram consideradas como altamente suscetiveis a brusone, embora BR 18
- Terena, BRS 229, e MGS 3 Brilhante foram consideradas moderadamente resistentes
em condicBes de campo. No entanto, a tolerancia dessas variedades tem se configurado
em uma alternativa erratica e inconsistente para controlar a doenca. Geno6tipos de trigo
aparentemente resistentes se comportam como suscetiveis em outras regides do pais,
indicando interacdo entre gendtipo e ambiente (URASHIMA et al., 1999; URASHIMA
et al., 2005; MACIEL, 2011).

Agrega-se a toda variabilidade observada, em fungéo de clima, local e ano, a
diversidade genética do patdgeno, distribuida aleatoriamente nas regibes triticolas
brasileiras (MACIEL et al., 2014), fato que dificulta o desenvolvimento de cultivares
resistentes, gerando um grande desafio para os programas de melhoramento genético de
trigo, em regides com histérico de ocorréncia da doenca (URASHIMA et al., 2004;
CRUZ et al., 2010; ROCHA et al., 2014). Segundo Martinez et al. (2018), a melhor
estratégia para 0 manejo da brusone do trigo consiste na combinacao entre cultivares
resistentes e préaticas culturais adequadas, como época de semeadura adequada, uso de

fungicidas no tratamento de sementes e em pulverizagdes da parte aérea.

Haja vista a disponibilidade limitada de cultivares de trigo resistentes a brusone
e adaptadas as distintas condi¢Ges de cultivo de trigo no Brasil, o controle quimico
ainda é uma das principais alternativas de controle (COMISSAO DE TRIGO E

Carlos Augusto Pizolotto
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TRITICALE, 2011). No entanto, a disponibilidade de fungicidas registrados para o
controle da brusone é limitada, com o agravante de serem pouco eficazes. Assim,
estima-se que a eficiéncia do controle quimico seja de, no maximo, 50% (MACIEL,
2011).

Essa maior dificuldade no controle da brusone, ndo se restringe apenas a grande
variabilidade genética encontrada em populagdes do patégeno, ou em virtude da baixa
eficiéncia dos fungicidas (REIS et al., 2005; MACIEL et al., 2008; ROCHA et al.,
2014), mas tambem ao fato de que o fungo pode ser encontrado sobrevivendo em
hospedeiros secundarios, como plantas infestantes, plantas nativas, além de restos
culturais de plantas cultivadas (GOULART et al., 1990; REIS et al., 1995; DIAS
MARTINS et al., 2004). Pizolotto et al. (2018) avaliaram a capacidade do patdégeno em
se manter viavel e produzir in6culo em restos culturais de trigo, e com base nos
resultados deste estudo, verificaram que o periodo de sobrevida do agente causal da
brusone em restos culturais de trigo é relativemente baixo, em torno de cinco meses. Em
teoria, na regido Sul do Brasil, o trigo pode retornar para a mesma area em intervalos de
8 meses, assim, 0 manejo dos restos culturais de trigo na entressafra ndo € um ponto-
chave no controle da doenca, indicando que se deve dar atencdo a presenca de

hospedeiros alternativos da familia Poaceae.

O presente estudo foi realizado com os objetivos de: a) caracterizar e comparar a
viruléncia de isolados M. oryzae do trigo e de outras gramineas invasoras e cultivadas
no Brasil baseando-se na reacdo de um conjunto formado por 11 gendtipos de trigo e
um de cevada (T&C) a infeccdo do patégeno; b) comparar 0s gendtipos T&C em
relacdo a reacdo a infeccdo de M. oryzae em folhas de plantulas e espigas destacadas; c)
relacionar a presenca do segmento cromossomal 2NS de A. ventricosa nos genotipos
T&C e resisténcia a brusone; d) monitorar o desenvolvimento saprofitico de M. oryzae
em restos culturais de trigo e explorar a importancia relativa destes restos culturais
como fonte de indculo; e) avaliar a qualidade de cobertura proporcionada por quatro
diferentes pontas/bicos de pulverizagdo em espigas artificiais de trigo envoltas por
cartdo hidrossensivel, e a eficiéncia dos tratamentos fungicidas no controle da brusone

do trigo.

Carlos Augusto Pizolotto
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Brusone do trigo

Embora conhecida como uma doenga de ocorréncia generalizada em todas as
regides rizicolas do mundo, e sendo considerada a doenga mais importante do arroz, a
brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae B. Couch [anamorfo - Pyricularia
oryzae Cav.] também acomete uma grande variedade de espécies graminaceas,
incluindo outros cereais como trigo e cevada, e espécies forrageiras, como 0 azevém
(OU, 1985; YOSHIDA et al., 2016).

No Brasil, além do arroz, a doenca também ocorre na cultura do trigo, tendo sido
identificada pela primeira vez em 1985 no estado brasileiro do Parand (IGARASHI et
al., 1986) e posteriormente espalhou-se para outras regidoes de cultivo de trigo na
América do Sul (PICININI e FERNANDES, 1990; DOS ANJOS et al. 1996;
GOULART e PAIVA, 2000; MACIEL et al., 2014). Durante alguns anos ap0s 0 seu
surgimento, a doenca ficou restrita ao Brasil. Anos mais tarde, espalhou-se para os
paises vizinhos, incluindo Bolivia (BAREA e TOLEDO, 1996), Paraguai (VIEDMA,
2005) e Argentina (CABRERA e GUTIERREZ, 2007) e mais recentemente, para a Asia
(MALAKER et al., 2016).

Apbs Magnaporthe ser descrita em trigo, surgiram distintas hipdteses sobre o
hospedeiro responsavel pela sua origem, no entanto, 0 arroz apresentava-se COmo
provavel hospedeiro de origem (MEHTA et al., 1992). Urashima et al. (1993) sugeriram
haver duas populacdes diferentes de patdgenos infectando trigo, uma que poderia ter

sido originada do arroz e outra oriunda de uma segunda fonte ndo identificada.

No final da década de 1970 e inicio dos anos 80, a cultivar de trigo mais
semeada no Brasil foi o IAC-5. Por volta de 1980, um novo cultivar (Anahuac) foi
introduzido no pais e recomendado aos agricultores, pois apresentava elevado potencial
de rendimento, porte semi-ando e adaptava-se muito bem a solos ndo &cidos
(CAMARGO e FILHO, 2000). Em 1985, alguns anos apds a introducdo da cultivar
Anahuac, o surto da brusone do trigo ocorreu (URASHIMA et al., 1993). Estudos sobre

Carlos Augusto Pizolotto
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distribuicbes de genes de aviruléncia e resisténcia, juntamente com dados histdricos
sobre o trigo no Brasil, sugerem que a brusone do trigo surgiu devido & implantacdo
generalizada da cultivar Anahuac, ndo portadora do gene de resisténcia rwt3 (suscetivel
aos isolados de Lolium), seguida da perda de funcdo do gene aviruléncia PWTS3,
indicando que o trigo rwt3 serviu como intermediario para o ingresso do patégeno na
cultura do trigo (INOUE et al., 2017).

Experimentos conduzidos por Maciel et al. (2014) compararam populagdes
simpatricas de M. oryzae que infectavam o trigo e o arroz e verificaram que quase todos
os isolados eram portadores do gene AVR1-CO39, o que previa a aviruléncia em Oryza
spp., indicando que os isolados testados foram avirulentos em arroz, e que a populagéo
brasileira infectante de trigo foi derivada exclusivamente de uma populagcdo de M.
oryzae que infecta uma poacea ainda desconhecida. Ceresini et al. (2011) também
avaliaram populacGes simpatricas de M. oryzae adaptadas ao arroz e ao trigo, e
verificaram baixissima migracdo histdrica entre os isolados obtidos de ambas as
culturas, sugerindo que a origem da populacdo que infecta o trigo é desconhecida,

podendo ser originaria de outras poaceas invasoras, distintas do arroz.

Analises filogenéticas realizadas por Castroagudin et al. (2016), agruparam
isolados de Pyricularia oryzae em trés grupos principais. O grupo 3 continha isolados
obtidos de trigo, bem como de outras poaceas hospedeiras, indicando que 0 mesmo era
distinto de P. oryzae e representava uma nova espécie, Pyricularia graminis-tritici
(Pgt). De acordo com os autores, nenhuma diferenca morfoldgica foi observada entre
estas espécies, mas um espectro distinto de patogenicidade foi observado. Gladieux et
al. (2018), por meio de andlises filogenéticas de genes ortélogos de copia Unica e SNPs
de genoma total identificados em genomas de M. oryzae de multiplos hospedeiros de
cereais e gramineas, evidenciaram que M. oryzae é subdividido em maultiplas linhagens
associadas preferencialmente com um género de planta hospedeira, e constataram que
nem a reandlise de dados anteriores e nem a andlise de novos dados usando marcadores
de reconhecimento de espécies filogenéticas anteriores sustentam a existéncia de uma

espécie associada a brusone do trigo chamada P. graminis-tritici.
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2.2 Etiologia da doenca

Durante a década de 1980, a nomenclatura do agente causal da brusone do trigo
se mostrou indefinida e confusa. No Brasil, estudos iniciais desenvolvidos por Igarashi
et al. (1986) identificaram como Magnaporthe sp., e posteriormente 0s mesmos autores
identificaram como M. oryzae, baseados em caracteristicas morfologicas e culturais do
fungo. Rossman et al. (1980) estudaram as duas espécies descritas por Igarashi et al.
(1986), M. grisea e M. oryzae, e confirmaram suas similaridades morfoldgicas, e
consideraram as duas espécies como sinonimias, priorizando o nome mais antigo, M.
grisea. Atualmente € aceita a classificacdo taxondmica de Couch e Kohn (2002), onde
0 agente causal da brusone do trigo é o fungo Magnaporthe oryzae, que corresponde ao
estadio teleomdrfico de Pyricularia oryzae. O fungo pertencente ao filo Ascomycota,

classe Sordariomicetes, ordem Magnaporthales e familia Magnaporthaceae.

O fungo apresenta conidios piriformes com &pice estreito e base abaulada,
solitarios, secos, terminais ou laterais, simples, hialinos ou subhialinos, lisos, septados,
com presenca de hilo protuberante. Os conidios sdo aderidos aos conidiéforos por uma
pequena célula, que com o amadurecimento dos conidios, se divide em duas produzindo
um denticulo na base do conidio e na lateral do conidiéforo (ELLIS, 1971; PURCHIO e
MUCHOVEJ, 1994; TALBOT, 2003). Na extremidade da hifa germinativa, forma-se
um apressorio bem desenvolvido, arredondado e melanizado (HOWARD e VALENT,
1996).

Apensar de nunca ter sido encontrada na natureza, a fase teleomorfica foi obtida
de isolados oriundos de Digataria sanguinalis L. em laboratério, descobrindo-se que 0
fungo apresentava capacidade de se reproduzir sexuadamente. Munk (1957) classificou-
0o como pertencente a familia Diaporthaceae e espécie Ceratosphaeria, mas
morfologicamente a escolha ndo se adequava ao taxon. Ou (1985) reclassificou-o,

inserindo M. oryzae como parte do filo Ascomycota do grupo dos Pirenomicetos.

Na forma sexual ocorre a formacéo de ascomas do tipo peritécio, ostiolados, sem
estroma, rostrados e periafises esparsas e delgadas. Nos peritécios hd a formacdo de

ascos, unitunicados, com anel refrativo e ndo amildide. Cada asca origina oito
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ascosporos, com trés septos cada, fusiformes, curvados e hialinos (PURCHIO e
MUCHOVEJ, 1994; MASSOLA Jr. e KRUGNER, 2011).

2.3 Ciclo da doenca

A Dbrusone caracteriza-se como uma doenca policiclica em folhas do trigo,
apresentando varios ciclos do patdgeno em relacdo a um ciclo do hospedeiro (FILIPPI
et al., 2006; PAGANI, 2011). O ciclo de vida de M. oryzae (Figura 1) tem inicio
quando os conidios produzidos nas lesbes sdo disseminados pelo vento e respingos de

chuva e caem sobre folhas e espigas de trigo.

Infecgdo das
Ciclos espigas
! secundarios

Infecgdo das
sementes

Lesdes elipticas
(Tipo 4)

Infecgdo @ -
Disseminagio pelo vento L/ N v S !
e respingos de chuva e )
So‘t)rcwvcncua Armazenagem
saprofitica (10 meses)
\14 R
Tipos de indculo

Transmiss3o Incculo primario
{sementes)

Hospedeiros
secundarios

Inoculo primario
(restos culturais) Colheita

Disseminagao pelo vento
e respingos de chuva

Sobrevivéncia em sementas
{6-7 meses)

Figura 1. Etapas do ciclo de vida de Magnaporthe oryzae.

a) Fonte de in6culo: Os conidios sdo considerados os principais meios de disseminacao
e infeccdo da doenca. As fontes primarias para a producdo de esporos de M. oryzae
incluem hospedeiros secundarios, restos culturais e sementes infectadas (BRUNO e
URASHIMA, 2001; MACIEL et al., 2014). Hospedeiros secundarios sdo a fonte mais
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importante de sobrevivéncia do patdgeno causador da brusone do trigo, pois 0 mesmo
pode sobreviver na entressafra da cultura e se tornar uma fonte de indculo em potencial
para posteriormente infectar as plantas de trigo. Magnaporthe oryzae pode infectar mais
de uma centena de espécies da familia Poaceae, incluindo arroz, trigo, cevada e centeio
(KATO et al., 2000; TOSA et al., 2004; HIRATA et al., 2007; CHOl et al., 2013).

O patdgeno também pode ser encontrado sobrevivendo na forma de micélio
dormente no interior de sementes ou na superficie das mesmas, entretanto, a semente
ndo se constitui na principal fonte de indculo, devido a grande gama de hospedeiros em
que M. oryzae pode ser encontrado (REIS et al., 1995; GOULART e PAIVA, 2000;
MACIEL et al., 2014). De acordo com Reis et al. (2013) os hospedeiros secundarios
constituem-se na principal fonte de indculo para M. oryzae, pois na entressafra o
hospedeiro principal esta ausente, e neste momento o patégeno faz uso dos hospedeiros
secundarios, nos quais serdo produzidos os propagulos que irdo dar inicio a um novo
ciclo do patodgeno. Estudos conduzidos por Raveloson et al. (2018) mostraram que, em
Madagascar, a sobrevida de M. oryzae em colmos de arroz (Oryza sativa) ao longo de
trés anos variou de 5 a 18 meses, sendo que o maior periodo de sobrevivéncia do fungo

foi observado na estacéo fria, e 0 menor na estacdo quente e chuvosa.

b) Producdo, disseminacao e deposi¢ao dos conidios: O ciclo da doenca se inicia com
a disseminacdo dos conidios produzidos nas lesbes de hospedeiros secundarios. Nas
lesGes sdo produzidos conididforos aéreos, e nas extremidades de cada um destes se
formam, em arranjo simpodial (crescimento lateral), os conidios, originando o in6culo
para os ciclos secundarios de infeccdo. O vento € responsavel pela disseminagdo e
transporte do fungo a longas distancias, isso facilitado pelas dimensdes reduzidas (34,5
a 36,1 um x 9,8 a 10,3 um) dos esporos e pela caracteristica de serem secos
(URASHIMA et al., 2007). Segundo Wilson e Talbot (2009) os respingos de chuva
também auxiliam na remoc¢do dos conidios dos conidiéforos aéreos, oportunizando a

esses encontrar um novo hospedeiro dando inicio ao ciclo secundério da doenca.

No transporte em curtas distancias, a &gua € um agente de transporte importante,
sendo responsavel por disseminar os conidios entre plantas vizinhas por gotas de
orvalho e/ou de chuva (HAMER et al., 1988; TALBOT, 2003; WILSON e TALBOT,
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2009). Durante a noite, com temperatura proxima aos 22 °C e umidade relativa do ar de
100% ocorre a liberagdo e o transporte de conidios (ESPINOZA e SHOHARA, 2003).
Toledo (2004) relatou que o transporte e liberacdo dos conidios ocorrem
preferencialmente em temperaturas entre 15 a 35 °C, entre as 18h e as 2h. Estudos
realizados por Li et al. (2014) indicaram que para que a infec¢do ocorra com sucesso, a
UR% deve ser > 92% e a temperatura de 28 °C.

Os esporos produzidos nas lesbes atingem a superficie do hospedeiro que, em
contato com a agua, libera uma substancia mucilaginosa no seu apice, que o adere a
superficie do mesmo (EBBOLE, 2007; LEITE et al., 2001; PRABHU e FILIPPI, 2006).
A substancia mucilaginosa é composta por carboidratos e glicoproteinas, e permite a
aderéncia na superficie da folha até mesmo na presenca de agua sobre a mesma
(HOWARD e VALENT,1996).

c¢) Inoculacéo e germinacdo dos esporos: Apds o conidio aderir-se ao substrato, ele
necessita de agua livre para germinar, pois a mesma funciona como catalizador para que
0s processos de germinacdo e infecgdo ocorram. Nas condi¢fes de alta umidade os
conidios germinam e o tubo germinativo € emitido em torno de 30 a 120 minutos apds o
contato com a agua (PRABHU e FILIPPI, 2006). O inicio da germinacdo ocorre com a
emissdo do tubo germinativo, podendo ser produzido pela célula basal ou apical. Nesta
fase comeca a ocorrer a degradacdo de carboidratos, fonte de energia dos conidios
(RIBOT et al., 2008).

Apds a germinacdo, o tubo germinativo achata-se e prende-se ao hospedeiro
antes do inicio da producdo de estruturas especializadas que possibilitam a infeccao,
chamadas de apressoérios, permitindo a adeséo e infec¢do do tecido na planta (TUCKER
e TALBOT, 2001). O apressorio sera responsavel pela penetracdo do fungo nas células
epidérmicas em menos de 24-30 horas ap6s a inoculacdo (PRABHU e FILIPPI, 2006;
RIBOT et al., 2008).

d) Penetracdo e colonizacdo: Na penetracdo da cuticula, o apressorio exerce uma
pressdo de turgor de aproximadamente 80 atm. A medida que o apressorio amadurece, 0

conidio entra em colapso e morre em um processo programado de autélise (TALBOT,
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2003; EBBOLE, 2007). Posteriormente, ocorre a melanizacdo do apressorio e o
desenvolvimento substancial da pressdo de turgor, que rompe a superficie externa da
planta, e que ao penetrar na célula diferencia-se em uma hifa especializada dando
origem a um grampo de conexdo (PAGANI, 2011). O grampo de conexdao move 0
conduto nuclear e citoplasmatico do apressorio para a hifa primaria em
desenvolvimento. A colonizagdo ocorre através de plasmodesmas, havendo a passagem
célula-célula pelas hifas infectivas (KANKANALA et al., 2007).

Posteriormente, o fungo inicia o processo de diferenciacdo das hifas infecciosas
que irdo colonizar os tecidos do hospedeiro, ainda sem danos visiveis, caracterizando a
colonizagdo inter e intracelular. Apds a penetracdo, o fungo destroi os tecidos
colonizados produzindo lesdes necroticas que irdo esporular. Por meio da producdo de
lesbes esporulativas, o fungo produzira novos conidios assexuais e que serao
disseminados dando inicio a um novo ciclo. A formacéo de lesdes acontece entre 72 e
96 horas ap0s a infeccdo (RIBOT et al., 2008).

e) Producdo de inéculo: A esporulagcdo somente acontece sob condi¢fes ideais de
umidade, que se encontra na faixa dos 93%. Os conidios sdo removidos dos
conidioforos aéreos ajudados com o auxilio do vento e por respingos de chuva, podendo
encontrar um novo hospedeiro dando inicio ao ciclo secundario da doenca (WILSON e
TALBOT, 2009). Alves e Fernandes (2006) observaram que quando a umidade relativa
é elevada (>90%) e a temperatura se encontra ao redor de 28 °C, a producdo de
conidios de M. oryzae é favorecida. De acordo com Li et al. (2014), o processo de
infecgdo e a formac&o de conidios requerem diferentes limiares: 92% e 96% de umidade
relativa do ar (UR), para a infeccdo e producdo de conidios, respectivamente. Os
esporos produzidos durante o ciclo da cultura servirdo para aumentar a doenca na
lavoura, caracterizando a doenca como policiclica (PAGANI, 2011) e as novas lesbes
podem produzir até 20.000 conidios (BARKSDALE e ASAI, 1961). De acordo com
Cruz et al. (2015), sob condicdes étimas, M. oryzae teve o potencial de produzir dezenas

a centenas de milhares de conidios em pequenas quantidades de folhas basais de trigo.
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2.4 Sintomatologia

Os sintomas mais caracteristicos da brusone do trigo ocorrem nas espigas, isto,
devido a infeccdo do patégeno na raquis, onde se observa lesdo de coloragdo negra
brilhante com formato irregular e, posteriormente, ocorre abundante frutificacdo do
fungo (IGARASHI, 1988). Essas lesdes apresentam uma necrose no ponto de infeccao e
causam secamento prematuro a partir do mesmo, impedindo a translocacdo da agua e
dos nutrientes e, como consequéncia, o branqueamento parcial ou total da espiga
imediatamente acima da lesdo (IGARASHI e BALAN, 2004; ESPINOZA e
SHOHARA, 2003).

A infeccdo da espiga € a forma mais destrutiva de ocorréncia da doenca. Esse
estrangulamento da espiga inviabiliza o enchimento dos gréos, pois a translocagdo de
seiva fica restrita apenas a essa regiao da espiga, uma vez que a acdo do fungo na raquis
impede a passagem da mesma para a parte superior da espiga prejudicando o
desenvolvimento de grdos nessas regides (GOULART et al., 2007). Mesmo quando ha
producdo de grdos nessas espigas, 0S mesmos tornam-se enrugados, pequenos,
deformados e com baixo peso especifico, 0 que caracteriza perdas no rendimento,
tornando-os inutilizaveis tanto para comercializa¢do, quanto para utilizacdo humana
(CRUZ et al., 2009).

Além do branqueamento causado nas espigas, quando a doenga ocorre nas folhas
da planta, a sintomatologia da brusone do trigo € bastante caracteristica, apresentando
lesbes elipticas de centro acinzentado em folhas (LIMA, 2004). Ocasionalmente, no
limbo foliar, sdo observadas lesdes elipticas de bordos cloréticos e centros acinzentados
decorrentes da infeccdo por M. oryzae (REIS et al., 2005).

2.5 Gama de hospedeiros

O género Magnaporthe inclui vérias espécies de fungos patogénicos que sdo
causadores de uma doenca denominada brusone em mais de 50 gramineas distintas
(OU, 1985). Entre essas espécies, M. oryzae é 0 patdgeno mais importante, devido a sua

distribuicdo mundial em plantas da familia Poaceae. A brusone causada por M. oryzae é
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responsavel por graves prejuizos em culturas de grande importancia econémica, tais
como: arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum aestivum), aveia (Avena sativa), cevada
(Hordeum vulgare), azevém (Lolium multiflorum), cana-de-aglcar (Saccharum
officinarum), centeio (Secale cereale), sorgo (Sorghum vulgare) e milho (Zea mays)
(METHA e BAIER, 1998).

O fungo também infecta espécies ndo cultivadas, muitas das quais sdo invasoras
de lavouras de trigo e arroz, como: grama-bermuda (Cynodon dactylon), tiririca
(Cyperus rotundus), escalracho (Panicum repens), milha (Digitaria spp.), capim-pé-de-
galinha (Eleusine indica), braquiaria (Brachiaria spp.), capim-amoroso (Cenchrus
echinatus), capim-rabo-de-raposa (Setaria geniculata), capim-arroz (Echinochloa
colona) capim-mé&o-de-sapo (Dactyloctenium aegyptium), capim-andrequicé (Leersia
hexandra) e capim-camalote (Rottboellia exaltata). Embora existam muitas espécies
hospedeiras de M. oryzae, sdo raros os casos de infeccdo cruzada (BAILEY e
EIJNATTEN, 1961; IGARASHI et al., 1986; URASHIMA et al., 1993; ANJOS et al.,
1996; COUCH e KOHN, 2002; GOULART et al., 2003; COUCH et al., 2005).

A adocdo da designacdo Magnaporthe oryzae é recente, tendo sido utilizada para
as espécies onde a brusone foi diagnosticada recentemente. Até o inicio dos anos 2000,
Magnaporthe grisea foi considerado o patdgeno da brusone no arroz, braquiaria, cevada
e trigo (URASHIMA et al. 1993, MARCHI et al. 2005). A reclassificacdo filogenética
molecular proposta por Couch e Kohn (2002) mostrou que M. grisea foi associado
exclusivamente a brusone de gramineas do género Digitaria, enquanto que M. oryzae
foi associada com o arroz, o trigo e outras gramineas cultivadas ou gramineas invasoras.

Com base neste estudo, uma nova classificacdo tornou-se necessaria.

O fungo M. oryzae é considerado um complexo de espécies compostas de
diferentes subgrupos, que diferem pelo tipo de acasalamento, caracteristicas
filogenéticas, pela gama de hospedeiros ou por meio dos patotipos. Os patotipos
representativos de M. oryzae e sua respectiva gama de hospedeiros descritos até o
momento sdo: patotipo Oryza, patogénico ao arroz (Oryza sativa), patotipo Panicum,
patogénico ao pain¢co comum (Panicum miliaceum); patotipo Setaria, patogénico ao

milho-pain¢o (Setaria italica), patotipo Triticum, patogénico ao trigo (Triticum
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aestivum), patotipo Avenae, patogénico a aveia (Avena sativa), patotipo Eleusine,
patogénico ao capim-pé-de-galinha (Eleusine coracana), e patotipo Lolium, patogénico
ao azevém perene (Lolium perenne) (TOSA e CHUMA, 2014).

Entre as espécies cultivadas, Kang et al. (2001) observaram que isolados obtidos
de cevada foram patogénicos ao arroz, sendo 0 mesmo observado quando isolados de
arroz foram inoculados no trigo. No entanto, isolados provenientes de trigo ndo séo
patogénicos ao arroz (METHA e BAIER, 1998). Mackill e Bonman (1986) relataram a
ocorréncia de infeccdo cruzada entre isolados de capim-camalote, braquiaria e arroz, o
que permitiu a especulacdo de que populagdes do patdgeno que infectam estas espécies

poderiam ser uma fonte de indculo para o arroz.

Estudos realizados por Gladieux et al. (2018) utilizando a sequéncia completa do
genoma de 76 isolados de M. oryzae, amostrados de diferentes géneros de gramineas,
revelou maltiplas linhagens divergentes de M. oryzae, sugerindo a sua especiacdo ap0s
mudanca de hospedeiro. Analises de fluxo génico demonstraram que mudangas
genéticas contribuiram para a composi¢do de multiplas linhagens dentro de M. oryzae
(Figura 2).
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Figura 2. Arvore filogenética de Magnaporthe oryzae. Adaptada de: Gladieux et al.
(2018).

2.6 Mecanismos de variabilidade genética

Dentre 0os mecanismos envolvidos na variabilidade de M. oryzae estdo a
recombinacédo sexual, parassexualidade e a ocorréncia de mutacdes (KISTLER e MIAO,
1992), em muitos casos provocados por delecbes de genes AVR e insercdes de
elementos de transposic¢ao (LU et al., 2006; STUKENBROCK e BATAILLON, 2012).
Durante muito tempo o patégeno causador da brusone foi considerado essencialmente
assexual, pois a fase sexual somente era obtida em condicGes de laboratério (KATO,
1977; YAEGASHI, 1977; NOTTEGHEM e SILUE, 1992). O frequente rearranjo
cromossémico derivado de elementos genéticos méveis de DNA pode ter causado a
degeneracdo do comportamento sexual (CHUMA et al.,, 2011). A recombinagéo
parasexual pode ser uma alternativa ao ciclo sexual, porque este ciclo ocorre raramente.

O ciclo parassexual envolve a formagdo de anastomose, resultando em células
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heterocarioticas que podem sofrer cariogamia e se tornar uma célula diploide e, em

seguida, ser capaz de realizar a recombinacdo mitotica (SCHEURMANN et al., 2012).
2.6.1 Recombinacéo sexual

Da recombinagao sexual resultam estruturas reprodutivas do tipo “ascoma”,
denominadas peritécio, contendo em seu interior as ascas, nas quais estdo 0S esporos
sexuais, 0s ascosporos (PRABHU e FILIPPI, 2006). O gene que controla a
compatibilidade em M. oryzae tem dois idiomorfos, Mat1-1 e Mat1-2 (NOTTEGHEM e
SULUE, 1992; PEIXOTO, 2014). A deteccdo do equilibrio gamético em populacdes do
patdgeno é uma maneira indireta de determinar se 0 modo reprodutivo do patégeno no

campo é principalmente sexual ou clonal (MACIEL et al., 2014).

A recombinacdo sexual é controlada por A fase sexuada de M. oryzae
normalmente ndo é observada na natureza (HAYASHI et al., 1997). No entanto, existem
muitos estudos que sugerem que isolados patogénicos ao arroz se reproduzem
sexuadamente, devido a presenca de talos geneticamente compativeis e fémeas férteis
em populagdes do fungo na india (DAYAKAR et al., 2000), em Bangladesh
(SHAJAHAN, 1994), e no sudeste da Asia (SALEH, 2012), centros de origem do arroz.
Dayakar et al. (2000) relataram elevados niveis de fertilidade (24 a 52%) em isolados

provenientes de arroz, em diferentes regides da india.

A possibilidade da alta variabilidade ser ocasionada pela recombinacdo sexual é
ainda maior para M. oryzae do trigo, uma vez que estudos realizados por Urashima et al.
(1993) demonstraram que os isolados provenientes do trigo produziram peritécios em
mais de 93% dos casos, sendo que em mais de 68% ocorreu a formagdo completa dos
Orgdos sexuais, enquanto que para os isolados obtidos de plantas de arroz, somente 24%
formaram peritécios, sendo que em nenhum desses ocorreu formacdo completa dos

Orgaos sexuais.

Quanto a fertilidade sexual dos isolados da brusone do trigo, Bruno e Urashima
(2001) observaram a incidéncia de isolados altamente férteis, com producdo abundante

de peritécio. Esta alta fertilidade foi observada em praticamente todos os isolados
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oriundos do Mato Grosso do Sul. Isolados do patdégeno coletados no Parana
apresentaram diferentes graus de fertilidade, confirmando que ocorre variabilidade entre
isolados de M. grisea dentro de uma mesma regido geografica.

2.6.2 Recombinacéo parassexual

A recombinacdo parassexual no género Magnaporthe foi sugerida pela primeira
vez por Yamasaki e Niizeki (1965) que observaram a formacao de anastomose das hifas
e obtiveram isolados auxotréficos, ou seja, que apresentavam incapacidade de sintetizar
um composto organico necessario ao seu proprio crescimento. A parassexualidade é
uma fonte geradora de variabilidade para fungos imperfeitos, em que a fase teleomorfa
ocorre raramente em condic¢des de campo (NAMAI e YAMANAKA, 1982).

A ocorréncia desse evento é precedida pela formacdo de tufos miceliais na
regido de encontro entre as col6nias de dois isolados do fungo geneticamente distintos
(ZEIGLER et al., 1997). A recombinacdo parassexual ocorre por meio da anastomose
de hifas (fusdo de hifas haploides) em forma de “H” ou adjacentes, que permite a troca
ou passagem do nucleo com fusdo dos mesmos, e a obtencdo de células heterocarioticas
gue podem ser submetidas a cariogamia e tornar-se uma célula dipldide e, em seguida,
ser capaz de realizar recombinacdo mitética (AZEVEDO, 2008; NOGUCHI, 2011).

De acordo com Zeigler et al. (1997), a recombinagéo parassexual pode contribuir
para a variagdo genética, mesmo em supostas populagdes clonais. Além de ser uma
fonte de variabilidade genética, a recombinacdo parassexual também pode ser um
mecanismo para restaurar o genoma, impedindo que a acumulacdo de mutagdes ponha
em perigo a aptiddo do patdgeno (SCHEUERMANN et al., 2012). Caracteristicas
relativas a estabilidade e aptiddo de recombinantes parassexuais sdo importantes para a

sobrevivéncia do patdgeno em condicdes de campo (NOGUCHI et al., 2006).

2.6.3 Mutacoes

Outra fonte de variabilidade genética encontrada em M. oryzae s@o as mutacgdes
(KISTLER e MIAO, 1992), oriundas das delecbes de genes AVR e insercbes de
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elementos de transposicdo. Um tragco comum observado entre isolados de M. oryzae € a
elevada instabilidade genética de caracteres relacionados com a morfologia, a fertilidade
e a patogenicidade quando esses isolados sdo mantidos em laboratério (VALENT e
CHUMLEY, 1991).

A répida evolucdo de novas racas € atribuida a rapida perda de fungédo de genes
efetores de aviruléncia que correspondem aos genes de resisténcia de uma maneira
gene-gene, (FLOR, 1956). A perda de fungé@o dos genes de aviruléncia pode ser devido
a mutacdes pontuais, incluindo mutacfes induzidas pelas insercdes e repeticdes de
elementos, ou delecbes de genes inteiros (DE WIT et al.,, 2009; FUDAL et al.,
2009). De acordo com Jia et al. (2000), mutacGes em genes AVR podem ser decisivas
para o relacionamento planta-patégeno. Diversas mutaces do gene de aviruléncia
AVR-Pita ocorreram em varias cepas de M. oryzae em laboratoério, confirmando que a
eliminacdo de AVR-Pita € um mecanismo de superacdo da resisténcia no campo,
embora mutacGes e insercdes de elementos transponiveis também levam a viruléncia
(ORBACH et al., 2000; KANG et al., 2001; ZHOU et al., 2007).

Os genes AVR residem em localizagbes subtelomericas e tendem a ser
geneticamente instaveis, o que leva ao aparecimento de mutantes que sdo capazes de
infectar o hospedeiro (CHUMA et al., 2011; CHADHA e SHARMA, 2014), como é o
caso de AVR-Pita (ORBACH et al., 2000), AVRMedNoi-1 e AVRKu86-1 (DIOH et al.,
2000), AVR-Piz (LUO et al., 2002), AVR-Pii (YASUDA et al., 2006), AVR-Pi15 (MA
et al., 2006), e AVR-Pit e AVR-Pia (CHEN et al., 2007).

A insercdo de transposons em genes AVR, também foi observada para o gene
AVR1-C039, por meio de genes que controlam tracos morfoldgicos, como Acrl, o qual
estd envolvido no controle da morfologia do conidio (NISHIMURA et al., 2000). A
insercdo do transposon de Pot-3 no promotor de AVR-Pita causou 0 ganho de viruléncia
em cultivares de arroz contendo Pi-ta, que demonstrou a capacidade do Pot-3 de se
mover dentro do genoma de M. grisea. O aparecimento de Pot-3 em M. grisea parece
anteceder a diversificacdo de varios hospedeiros especificos do fungo (KANG et al.,
2001). Recentemente foi demonstrado que 0s transposons podem se movimentar através

do genoma e podem também carregar genes AVR localizados proximos a eles. Chuma
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et al. (2011) verificaram que o gene AVR-Pita pode estar localizado em diferentes
locais no mesmo cromossomo e em diferentes cromossomos, abrangendo assim, um

grande nimero de cromossomos.
2.7 Sobrevivéncia saprofitica do patégeno

A sobrevivéncia do patdgeno pode ocorrer na forma de conidios e micélios em
sementes, plantas voluntarias de trigo, restos culturais, estruturas em repouso
(microesclerddio), ervas daninhas e espécies cultivadas, como cevada (Hordeum
vulgare), aveia (Avena sativa), braquiaria (Urochloa brizantha), entre outras gramineas
(OU, 1985; CASTROAGUDIN et al., 2016; FERNANDES et al., 2017).

A adocdo generalizada de praticas de plantio direto em regides produtoras de
trigo no Brasil pode contribuir para prolongar o periodo de sobrevivéncia do patogeno.
A cobertura vegetal do solo, pode proporcionar efeitos negativos que estdo relacionados
a doencas de cereais, que se multiplicam em tecidos mortos deixados na superficie do
solo (SANTOS e REIS, 1991). Raveloson et al. (2018) avaliaram a sobrevivéncia do
fungo M. oryzae em restos culturais de arroz e a sua influéncia no inicio de epidemias
de brusone, e verificaram que o patdgeno pode sobreviver por até 18 meses sob
condicdes de campo, e que a presenca de residuos culturais de arroz infectados poderia

desencadear uma nova epidemia da doenga.

De acordo com Nunes et al. (2014), o conhecimento das ragas de M. oryzae
permite direcionar o melhoramento genético, visando o desenvolvimento de cultivares
resistentes, direcionando, também, a recomendacdo de cultivares para determinadas
regides, conforme a reacdo a estes isolados. O uso de cultivares que possuam genes de
resisténcia (R) podem ser manejadas de forma a exercer uma menor pressao de selecao
sobre o patdgeno, mantendo-se deste modo estaveis os niveis de resisténcia a brusone
no campo (CRILL et al., 1981).

A transmissé@o de M. oryzae via sementes foi relatada pela primeira vez no Japéo
(KURIBAYASHI, 1928). A semente & um dos meios mais eficientes de disperséo,

sobrevivéncia e transmissdo para varios fitopatogenos (SIQUEIRA et al., 2016; ETEBU
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e NWAUZOMA, 2017), desempenhando importante papel no ciclo da doenca (LEE e
DEAN, 1994). O efeito da presenga de M. oryzae na germinagéo de sementes de trigo
também é pouco conhecido apesar dos relatos sobre a presenca do patdégeno nas
sementes (LOPES e BUENO, 1990), sua transmissdo para plantulas (GOULART e
PAIVA, 1991), e sua sobrevivéncia em restos culturais (REIS et al. 1995). As sementes
podem ser consideradas a principal fonte de ino6culo primario, podendo avangar para
novas areas (REIS et al., 1988). No patossistema brusone do trigo as sementes sdo
consideradas um dos principais meios de sobrevivéncia para o patdgeno na entressafra,
pois as mesmas tornam-se fonte de in6culo primario para o inicio das epidemias (REIS
etal., 1995; ALI e BHAT, 2003).

A taxa de transmissdo de fitopatdgenos é fortemente influenciada pelo meio
ambiente e pelas caracteristicas inerentes do patogeno e do hospedeiro (SIQUEIRA et
al., 2016). A esporulacdo de M. oryzae atinge o seu auge ao amanhecer (LI et al., 2013).
A presenca de orvalho é fundamental para a infeccdo, porque o efeito da lavagem pode
resultar no acumulo de esporos na raquis, quando a duracdo do orvalho é prolongada.
No azevém, o limiar de umidade relativa do ar para infeccdo bem sucedida por M.
oryzae foi >92% a 28 °C (LI et al., 2014). Alves e Fernandes (2006) avaliaram a
producdo de conidios sob condicBes naturais de ambiente e verificaram que quando a
umidade relativa do ar foi >90% e a temperatura de 28°C a producdo de conidios de M.
oryzae foi favorecida. Em contraste, as populacdes do patdégeno sdo drasticamente
reduzidas em regides temperadas (HARMON e LATIN, 2005).

O patoégeno também pode sobreviver em hospedeiros secundarios como plantas
infestantes, plantas nativas, bem como outras culturas (DIAS MARTINS et al., 2004),
tendo sido verificado em mais de 80 géneros de plantas, que estdo presentes na
paisagem e assim fornecem um reservatorio para M. oryzae (MARANGONI et al.,
2013; CASTROAGUDIN et al., 2016). Essas plantas sdo pertencentes a familia
Poaceae, dentre eles estdo incluidas espécies de interesse agronémico, como: arroz
(Oryza sativa), cevada (Hordeum vulgare), milheto (Pennisetum americanum), milho
(Zea mays), triticale (X Triticosecale Wittmack), centeio (Secale cereale) e azevém
(Lolium multiflorum) (URASHIMA e KATO, 1998; COUCH e KOHN, 2002; COUCH
et al., 2005).
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2.8 Fontes de resisténcia a doenca

O uso de fontes de resisténcia se constitui em uma alternativa importante em
funcdo da baixa eficiéncia dos fungicidas atualmente utilizados (CRUZ et al., 2016). No
entanto, desde a emergéncia do patdégeno da brusone em trigo na Gltima década de 80, o
uso de cultivares de trigo resistentes a doenca tem se configurado em uma alternativa
erratica e inconsistente para controlar a doenca, devido a ampla variabilidade genética
do patdgeno (URASHIMA et al., 2004; CRUZ et al., 2010). A incidéncia e a severidade
da brusone numa regido dependem do variante do fungo prevalente em tal ambiente,
caracterizando a forte influéncia do fator variabilidade genético-fenotipica no
patossistema em questdo (MACIEL et al., 2014; DANELLI, 2015).

Até 0 momento ha uma escassez de cultivares de trigo com niveis eficazes de
resisténcia genética para a brusone do trigo (GOULART e PAIVA, 1993; PAGANI,
2011). Maciel et al. (2008) avaliaram diferentes genoOtipos de trigo em relacdo a
suscetibilidade da doenga na espiga e verificaram que poucos cultivares apresentaram
algum grau de resisténcia a doenca. Os autores sugeriram que para maior validacdo da
reacdo de resisténcia a doenca, os cultivares deveriam ser testados em condicGes de
campo, pois a reacdo de cada gendtipo de trigo pode variar de acordo com a regido
geogréfica em que é cultivado. Dessa forma, o pleno éxito do processo de geracdo de
cultivares de trigo, com adequados niveis de resisténcia a brusone, passa pela
identificacdo e monitoramento dos fatores relacionados a reacdo das plantas a infeccao
do patégeno (CRUZ et al., 2010; MACIEL et al., 2014).

De acordo com Urashima e Kato (1994) a dificuldade em se obter cultivares de
trigo com elevado nivel de resisténcia a brusone esta relacionado a homogeneidade do
germoplasma de trigo cultivado no mundo aliado a variabilidade genética existente nas
populacdes de M. oryzae. Para Urashima et al. (2004) a disponibilidade de genoétipos de
trigo que possam servir como fontes de resisténcia € extremamente restrita, e a busca
por genotipos com essas caracteristicas tem sido intensa no Brasil. Dessa maneira, para
a identificacdo de genoOtipos de trigo resistentes, é necessario verificar o grau de
resisténcia a doenca por meio de inocula¢fes com isolados representativos de diferentes
populacdes do patdgeno (MACIEL et al., 2004).
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A identificacdo de genes de resistétncia € um passo importante no
desenvolvimento de uma estratégia de manejo de doencas, no entanto, poucos genes de
resisténcia que sdo eficazes contra o fungo causador da brusone do trigo foram
identificados (URASHIMA et al., 2004; CRUZ et al., 2012). A fim de efetivamente
produzir novas cultivares de trigo com resisténcia a brusone sdo necessarias maiores
informagdes sobre a estrutura e a estabilidade dos genes de aviruléncia e seus
correspondentes genes de resisténcia (CHUMA et al., 2011).

Em grande parte, os programas de melhoramento genético de trigo tém adotado
0 uso da resisténcia parcial ou quantitativa, que é poligénica e efetivamente
uniformemente contra um grande ndmero ou todas as ragas do patdgeno, e por ser
geneticamente mais simples. A resisténcia parcial & conferida por um loci de
caracteristicas quantitativas (QTLS) e € presumivelmente raca ndo especifica e duravel
(ROUMEN, 1994), sendo caracterizada pela prevencdo da reproducdo do fungo em
interacbes incompativeis entre hospedeiro e patégeno (PARLEVLIET e VAN
OMMEREN, 1975; ZENBAYASHI et al., 2002; AGRIOS, 2005). Na resisténcia parcial
observa-se uma distribuicdo continua de graus de resisténcia entre as progénies,
classificando-as de altamente resistentes até altamente suscetiveis (CAMARGO, 2011).
A densidade das lesbes e a area de tecido vegetal doente sdo consideradas os principais
indicadores da resisténcia parcial, pois a densidade das lesbes reflete o sucesso da
penetracdo do patdgeno, e a area doente esta condicionada a capacidade do patégeno em
progredir dentro dos tecidos da planta (TALUKDER et al., 2005).

Inoue et al. (2017) clonaram os genes de aviruléncia PWT3 e PWT4, cujos
produtos génicos provocaram a defesa contra o patdgeno em cultivares de trigo
contendo os correspondentes genes de resisténcia Rwt3 e Rwt4. Os autores também
identificaram o gene de resisténcia em trigo que reconhece o PWT4 e 0 denominaram
Rmgl (Resisténcia a Magnaporthe grisea 1). Vy et al. (2014) identificaram um gene
(denominado A1) desempenhando importante funcdo na aviruléncia do isolado TP2 de
Lolium em trigo, bem como o seu correspondente de resisténcia, 0 gene Rmg6. Testes
de alelismo revelaram que o PWT3 esta localizado no mesmo locus de Al, e é
reconhecido por Rmg6. Estes dados sugerem que o mesmo par de genes, PWT3 e

Rmge6, esta envolvido na incompatibilidade dos isolados de Lolium e Avena em trigo.
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Um anico gene para resisténcia, denominado Rmg7, foi identificado em um
ancestral de trigo tetrapldide (Triticum dicoccum), denominado St24, quando inoculado
com o isolado de Magnaporthe oryzae Triticum Br48. Dois outros ancestrais de trigo,
denominados Stl7 e St25, também foram inoculados com o mesmo isolado, e
demonstraram ser resistentes a essa raca do patdgeno. Os trés ancestrais foram
colocados em blocos de cruzamento, e as progénies (F2) ndo foram suscetiveis ao
isolado Br48, pois carregavam o mesmo gene de resisténcia dos parentais. Além disso,
um unico gene de aviruléncia correspondente a Rmg7 foi encontrado, sendo que, 0
mesmo foi reconhecido ndo somente por St24, mas também por Stl7 e St25,
demonstrando que a fonte de resisténcia dos trés ancestrais tetraploides de trigo
utilizados é o gene Rmg7. Esse gene ¢é diferente de Rmgl, Rmg4, Rmg5 e Rmg6,
porque esses quatro genes ndo sdo eficazes contra o isolado Br48 (TAKABAYASHI et
al., 2002; VY et al., 2014). Além disso, Rmg7 é diferente de Rmg2 e Rmg3 pois seu
corresponde de aviruléncia (AVR-Rmg7) é diferente dos correspondentes de resisténcia
de Rmg2 e Rmg3.

Nga et al. (2009) identificaram dois genes de resisténcia denominados Rmg4 e
Rmg5 nas cultivares de trigo Norin 4 e Red Egyptian, respectivamente. Eles foram
eficazes contra isolados de Digitaria pertencentes a uma outra espécie, M. grisea.
Rmg6, outro gene encontrado em "Norin 4" também foi eficaz contra um isolado do
patégeno oriundo de Lolium (VY et al., 2014). Anh et al. (2015) identificaram outro
novo gene, Rmg8, na cultivar de trigo S-615, sendo resistente a brusone tanto no estadio
de plantula quanto no estddio de planta adulta (espiga). Os autores também
identificaram o seu correspondente de aviruléncia, o gene AVR-Rmg8, e por meio da
analise de segregacao sugeriram que ambos os genes de aviruléncia, AVR-Rmg8 e
AVR-Rmg7, sdo 0 mesmo, sendo um unico gene de aviruléncia reconhecido por dois

genes de resisténcia, Rmg7 em trigo tetrapl6ide e Rmg8 em trigo hexaploide.

O desenvolvimento de trigos sintéticos visa a transferéncia de genes de
importancia agronémica de espécies selvagens afins para o trigo cultivado. Esses
gendtipos de trigo sintético podem conter novos genes capazes de conferir resisténcia as
doengas que atingem a cultura do trigo (MORAES-FERNANDES et al., 2000;
ALMEIDA et al., 2007).
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Cruz et al. (2016) descobriram que um segmento da translocacdo cromossémica
de Aegilops ventricosa (2NS) conferia resisténcia ao fungo causador da brusone. Essa
translocacédo transporta um segmento distal de 25 a 38 cM do brago 2 do cromossomo
de A. ventricosa para a regido distal do braco cromossémico 2AS em trigo
(HELGUERA et al., 2003). Cruz et al. (2016) avaliaram 418 cultivares de trigo que
foram inoculadas em camara de crescimento, e verificaram que dentre elas, aquelas que
possuiam 2NS apresentaram uma reducgdo de 50,4 a 72,3% na severidade da doenca nas
espigas quando comparado com aquelas sem 2NS. Quando inoculadas com isolados
recém coletados, as cultivares que possuiam 2NS apresentaram uma reducédo de 64 a
80,5% na severidade da doenga nas espigas quando comparado com aquelas sem 2NS.
Contudo, quando linhas isogénicas com ou sem 2NS foram plantadas no campo, houve

forte evidéncia de que o 2NS conferiu resisténcia a brusone.

Na década de 1990, uma fonte potencial de genes de resisténcia foi identificada
em Aegilops tauschii (URASHIMA e KATO, 1994), uma das gramineas ancestrais que
contribuiram para o genoma hexapléide do trigo moderno (PETERSEN et al., 2006). De
acordo com Hanzalova et al. (2007) a cultivar de trigo Renan que foi derivada de
cruzamento com A. tauschii foi considerada uma fonte promissora de resisténcia a
brusone do trigo. No entanto, Castroagudin et al. (2015) demonstraram que a resisténcia
ao 2NS (na cultivar Renan) pode ser superada por trés dos nove grupos de viruléncia do
patdgeno da brusone do trigo ja identificados no Brasil. Pizolotto et al. (2017) avaliaram
um conjunto de 21 genoétipos de trigo, todos portadores da translocacdo 2NS, e
observaram ampla variabilidade de reacdo a doenca. Esses dados indicaram que o
simples fato da presenca do segmento cromossomal 2NS no genoma néo
necessariamente significa resisténcia de espiga ao patogeno. Segundo Wulff e Moscou
(2012) genes de resisténcia de pelo menos 52 espécies, e de 13 géneros ja foram
introgredidos no genoma do trigo, incluindo o 2NS, mas algumas das ragas do fungo
oriundas da América do Sul j& sdo capazes de superar a resisténcia conferida por esse
gene (CRUZ et al., 2016; CRUZ e VALENT, 2017).
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2.9 Controle quimico da brusone no trigo

O uso de cultivares resistentes € o melhor método de controle de doengas, tanto
no ambito econdmico, quanto ambiental. No entanto, tem se configurado em uma
alternativa erratica e inconsistente para controlar a brusone do trigo, devido a ampla
variabilidade genética do patdgeno, o reduzido numero de fontes de resisténcia
encontradas em trigo comum e as condi¢fes climéticas no Brasil (ANJOS et al., 1996;
URASHIMA et al., 2004; CRUZ et al., 2010; DANELLI, 2015). Embora algumas
fontes de resisténcia a brusone do trigo tenham sido relatadas em cultivares de trigo, ndo
héa registro de resisténcia duravel (MACIEL et al., 2014). Combinado a isso, a escolha
de cultivares menos suscetiveis, o escalonamento da semeadura ou a diversificacdo de
cultivares para evitar a ocorréncia do espigamento na mesma época (GOULART et al.,
2007), ndo tem sido medidas de controle eficazes para a reducdo dos niveis da doenca
em condic¢des de campo (KOHLI et al., 2011).

Os fungicidas minimizam os danos causados pela doenca, sendo uma medida
emergencial, rdpida e eficiente, quando comparado a resisténcia genética e ao
escalonamento da semeadura (URASHIMA et al., 2004; CRUZ et al., 2011). Dessa
forma, o controle quimico ainda é a principal alternativa adotada pelos produtores rurais
para o controle da doenca, mesmo sua eficacia média de controle sendo considerada
baixa (GOULART, 2005). De acordo com Maciel et al. (2014), os fungicidas
disponiveis atualmente sdo ineficazes sob alta pressdo de doenca, e sdo parcialmente
eficazes sob infeccdo moderada a baixa dos isolados de trigo no Brasil. Essa baixa
eficacia estd associada as dificuldades na cobertura do alvo, da efetividade do principio
ativo utilizado (PANISSON et al., 2004), das condi¢des de ambiente no momento da
aplicacdo, do grau de suscetibilidade das cultivares (CRUZ et al.,, 2011) e ao
desenvolvimento da resisténcia a fungicidas pelo patdgeno (CASTROAGUDIN et al.,
2015; MOTTALEB et al., 2018).

Aliado a isso, ha um reduzido nimero de trabalhos relativos ao controle quimico
da brusone do trigo, e a disponibilidade de produtos quimicos registrados para o
controle da doenca na cultura também é pequena. Segundo as indica¢des técnicas da

Reunido da Comissdo Brasileira de Pesquisa de Trigo e Triticale (2014), trés fungicidas
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sdo indicados para o controle da brusone do trigo na parte aérea da cultura. S&o eles:
tebuconazol (250 g i.a. hal), metconazol (81 g i.a. hal) e piraclostrobina +
epoxiconazol (133 + 50 g i.a. ha). De acordo com resultados de pesquisa mostrados na
Reunido da Comissdo Brasileira de Pesquisa de Trigo e Triticale (2012), a mistura de
estrobilurina + triazol apresentou maior efetividade no controle da doenca

comparativamente aos triazdis isolados.

Em 2005, a Comissdo Centro-Sul de Pesquisa de Trigo sugeriu que o controle
fitossanitario fosse realizado com fungicidas que apresentassem eficacia aceitavel para a
doenca e que a aplicacdo fosse realizada no inicio da floracdo plena. Nesse periodo, a
eficacia do controle quimico da brusone em cultivares suscetiveis era na ordem de 30 a
50%. Diferentemente, de acordo com a Reunido Técnica de Trigo e Triticale (2011), a
primeira aplicacdo, de forma preventiva, deve ser realizada na fase final do
emborrachamento, e a segunda na fase intermediaria da antese, estadios 45 e 65 da
escala de Zadoks et al. (1974), respectivamente, correspondendo a um intervalo de 14
dias entre as aplicacfes (ROCHA et al., 2014).

De acordo com Goulart (2005) o controle obtido com a aplicacdo de fungicidas
em condicdes de campo pode variar de 30% a 50% dependendo do grau de resisténcia
da cultivar, do manejo da cultura e, principalmente, das condi¢Bes climaticas, que
podem ser extremamente favoraveis a ocorréncia da brusone, ou seja, alta umidade e
longo periodo de molhamento foliar e da espiga associados a temperatura em torno de
25°C. Em experimentos realizados por Goulart e Paiva (1993), alguns fungicidas se
destacaram no controle da doenca. O fungicida triciclazol apresentou eficacia de
controle de 38%, sem, no entanto, diferir estatisticamente do tebuconazol com 31% de
controle, o qual foi semelhante ao tiofanato metilico + mancozebe (22%). O mancozebe

e o procloraz controlaram a brusone em indices de 18%.

Em experimentos conduzidos por Santana et al. (2015), os autores avaliaram a
eficacia de fungicidas do grupo quimico triazol, isoladamente ou em mistura com
fungicidas do grupo das estrobilurinas e constataram que, apesar da reducdo da
incidéncia da doenca nas espigas, o nivel de controle ndo foi suficiente para manter

rendimentos compativeis com a média de rendimento da cultura no Brasil.
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Cruz et al. (2015) avaliaram os fungicidas picoxistrobina +ciproconazol,
trifloxistrobina + tebuconazol, e azoxistrobina + ciproconazol, para o controle da
brusone em parte aérea do trigo, e observaram reducdes de 62 a 77% na severidade da

doenca nas espigas, quando comparado a testemunha sem aplicacdo de fungicida.

Agrega-se a toda variabilidade observada, em funcdo de clima, local e ano, o
fato do patdgeno possuir uma diversidade genética distribuida aleatoriamente nas
regides triticolas brasileiras, a reducdo na ocorréncia de brusone pelo do uso de
fungicidas e a consequente protecdo ao rendimento variaram em funcdo do ano, local e
manejo da cultura (MACIEL et al., 2014). Até o momento ndo é conhecido o quanto
essa diversidade genética influencia no controle quimico da doenga. Resultados
preliminares sugerem que pode haver resposta diferencial ao principio ativo do
fungicida, dependendo do patotipo de M. oryzae (CASTROAGUDIN et al., 2015).

3. Tecnologia de aplicacdo de fungicidas

A pulverizacdo é um processo mecanico de geracdo de um grande numero de
gotas, a partir de uma calda preparada para um tratamento fitossanitario. Ja, aplicacéo é
0 processo de colocar um produto fitossanitario no alvo bioldgico, depositando-o no
local exato onde a sua acdo € necessaria (CHRISTOFOLETTI 1999; MATUO, 2001). A
eficiéncia da aplicacdo é a relacdo entre a dose teoricamente requerida para o controle e
a dose efetivamente empregada, geralmente expressa em porcentagem. A eficiéncia de
um produto fitossanitario aplicado ao alvo dependera estritamente da quantidade de

ingrediente ativo que atinge o alvo (MATUO, 1998).

De acordo com o0s preceitos da tecnologia de aplicacdo de defensivos agricolas,
uma boa aplicacdo é aquela que é realizada no momento correto e proporciona uma
cobertura suficiente do alvo, depositando a quantidade de defensivo necessaria para
eliminar ou abrandar, com seguranca, um determinado problema, a fim de evitar a
ocorréncia de perdas econdmicas (MATUOQO, 1998). Assim, todo o processo que envolve
a aplicacdo de um defensivo agricola necessita de cuidados especiais em relacdo a
forma e 0 momento da aplicacdo, aléem da escolha de equipamentos adequados de modo

a garantir que o produto alcance o alvo de forma eficiente, minimizando-se as perdas e a
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contaminacdo ambiental (CUNHA et al., 2005). Essas perdas também estdo diretamente
relacionadas as condi¢bes meteorolégicas no momento da aplicagdo, por isso ndo se
recomenda a realizacdo de aplicacBes em periodos de temperatura superiores a 30°C,
com velocidade dos ventos superior a 10 km h e umidade relativa do ar abaixo de 50%
(WODAGENEH e MATTHEWS, 1981; FERREIRA, 2006).

A aplicacdo de agrotdxicos se d& por meio da fragmentagdo do liquido em gotas
de pulverizacdo. O processo da conversdo de liquido em gotas de pulverizacéo, assim
como o destino apds a formacao das gotas sdo dependentes das propriedades fisicas do
produto a ser aplicado, do volume de calda, do tipo de ponta, da presséo e das condi¢bes
ambientais no momento de aplicagio (PROKOP e VEVERKA, 2006). Entre as
diferentes técnicas de aplicacdo de produtos fitossanitarios, as que se baseiam na
pulverizacdo hidraulica sdo as mais difundidas, gracas a flexibilidade que oferecem em
diferentes situacdes (TEIXEIRA, 1997).

As principais dificuldades relacionadas com o controle quimico de doencas de
espiga na cultura do trigo, sdo: a) esporadicidade de sua ocorréncia (REIS, 1988), b)
dificuldade de aplicar os fungicidas no momento correto (REIS, 1988; MESTERHAZY
e BARTOK, 1996) e c) dificuldade de atingir os sitios de infeccdo com os fungicidas
(REIS et al., 1996). Em relacdo a brusone do trigo, a baixa eficécia dos fungicidas esta
associada as dificuldades no alcance do alvo, em decorréncia das caracteristicas
inerentes ao sitio de infeccdo (rdquis das espigas) (KOHLI et al., 2011), da elevada
diversidade de isolados quanto aos padrdes de viruléncia (URASHIMA et al., 2004), as
condi¢Bes de alta favorabilidade do ambiente, ao alto grau de suscetibilidade das
cultivares (CRUZ et al., 2011), e a propria ineficacia do principio ativo do fungicida
utilizado contra o patégeno (MACIEL, 2011; PAGANI et al., 2014).

Uma das formas de se obter uma boa deposicdo da pulverizacdo em alvos
biol6gicos é a correta selecdo das pontas de pulverizacdo (SCUDELER et al., 2004),
pois séo elas que determinam as caracteristicas da pulverizagdo produzida (CUNHA e
TEIXEIRA, 2003). Atualmente, existem varios modelos de pontas disponiveis no

mercado, sendo que cada uma delas produz um espectro de tamanho de gotas diferente,
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bem como larguras e padrdes diferentes de deposicdo para diferentes condicdes
operacionais (ANDEF, 2004; SOUZA et al., 2011).

No caso especifico da brusone do trigo, o desafio a ser vencido é o
redirecionamento do jato de pulverizacdo de modo a atingir o alvo de interesse, que
nesse caso € o raquis, onde ocorre a penetracdo e a colonizacdo por parte do patdgeno.
De acordo com Reis et al. (2016) essa alteracdo na direcéo do jato da calda pulverizada
pode ser obtida por meio do uso de pontas de pulverizacdo de leque vertical e/ou duplo
leque (30° para frente e 70° para tras). Butrinowski (2015), avaliaram diferentes arranjos
dos bicos na barra de pulverizacdo para aplicacdo de fungicida, visando o controle de
giberela em trigo, e verificaram que a utilizacdo de uma barra modificada, com pontas
gémeas com angulo ajustavel (30° para a frente e 70° para tras), que dirigia os jatos para
as laterais das espigas, contribuiu para a melhora na deposicdo dos fungicidas,
resultando em melhor controle da doenca. Para Ozeki e Kunz (1996), uma densidade
entre 30 e 50 gotas cm™ ¢ suficiente para que os fungicidas sistémicos apresentem a
eficdcia desejada. Na grande maioria das culturas e nos cereais de inverno, a parte
inferior do dossel da planta mantém por mais tempo o molhamento foliar, favorecendo,

dessa forma, o inicio da infeccdo da maioria dos patdgenos.

Boaretto et al. (2017) avaliaram diferentes pontas de pulverizacdo e volumes de
calda, e concluiram que para o controle de brusone em espigas de trigo recomenda-se a
utilizacio de volumes de calda entre 150 e 200 L ha. Teixeira et al. (2008) também
encontraram resultados semelhantes em relacdo a maior cobertura das espigas e
consequentemente maior controle da doenca, quando o volume de calda passou de 100
para 200 L ha, no entanto n&o diferindo de 300 L ha. Logo, a estratégia adotada por
produtores em reduzir o volume de calda com a intencdo da reducdo de custos e
aumento da eficiéncia da pulverizacdo deve ser utilizada com cautela para as doencas

em parte aérea do trigo.

Outra possivel forma de melhorar a eficiéncia das aplicacfes, além da selecéo
correta das pontas e volumes de aplicacdo, pode ser através da adi¢do de adjuvantes a
calda de pulverizagdo (IOST, 2008). Hazen (2000) define os adjuvantes como materiais

adicionados ao tanque de mistura que auxiliam ou modificam a agdo do agrotoxico, ou a
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caracteristica fisica da mistura. Além disso, a melhoria do efeito biologico dos
fungicidas também é atribuida a interagdes fisicas proporcionadas pelo uso de
adjuvantes na calda de pulverizacdo, como: adesividade, umedecimento, penetracéo,
retencdo, espalhamento e duracdo da acdo do ingrediente ativo (SPANOGHE et al.,
2007; TAYLOR, 2011). Ryckaert et al. (2007) avaliaram a deposicéo e o espalhamento
do fungicida propiconazol com ou sem adi¢do de adjuvante na calda de pulverizacéo,
para o controle de giberela em triticale, e observaram redugfes na severidade da doenga
e no custo da aplicacdo por hectare. Souza et al. (2014) demonstraram que a adi¢éo de
adjuvantes a calda de pulverizacdo interferiu positivamente no desempenho dos
fungicidas aplicados para o controle de doencas em parte aérea do trigo, reduzindo a
severidade de doencas, aumentando o nimero de gréos por espigas e consequentemente

gerando um incremento na produtividade final da cultura.
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3 CAPITULO |

Viruléncia de Magnaporthe oryzae do trigo e de outras gramineas invasoras e

cultivadas e resisténcia a brusone

3.1 Resumo

Trabalhos realizados especialmente no Brasil indicam que Magnaporthe oryzae do trigo possui
extrema complexidade nas suas caracteristicas de viruléncia, inclusive sendo capaz de promover
reacOes qualitativas em determinados gendtipos de trigo. Também existe uma demanda bastante
intensa por fontes de resisténcia a brusone do trigo e pela elucidacdo e compreensdo de muitos
aspectos relacionados a resisténcia a infeccdo de M. oryzae em plantas de trigo. Em 2016, o
relato sobre a relacdo da presenga do segmento cromossomal 2NS de Aegilops ventricosa em
gendtipos de trigo e resisténcia a brusone estabeleceu uma nova perspectiva sobre o alcance do
controle genético da brusone do trigo. Os objetivos do trabalho foram: a) caracterizar e
comparar a viruléncia de isolados M. oryzae do trigo e de outras gramineas invasoras e
cultivadas no Brasil baseando-se na reacdo de um conjunto formado por 11 geno6tipos de trigo e
um de cevada (T&C) a infeccdo do patdgeno; b) comparar os genotipos T&C em relacdo a
reacdo a infeccdo de M. oryzae em folhas de plantulas e espigas destacadas; e c) relacionar a
presenca do segmento cromossomal 2NS de A. ventricosa nos genotipos T&C e resisténcia a
brusone. Plantulas e espigas destacadas dos geno6tipos T&C foram utilizados em experimentos
conduzidos em condi¢des controlada, nos quais suspens@es individualizadas de conidios de 91
isolados de M. oryzae do trigo e de outras gramineas invasoras e cultivadas foram utilizadas em
procedimentos de inocula¢do. A presenca do segmento cromossomal 2NS nos genétipos T&C
foi determinada via PCR. Verificou-se que grupos de viruléncia de M. oryzae estdo amplamente
distribuidos no pais e que, devido a alta resisténcia a brusone demonstrada, a cultivar de trigo
Santa Fé assume um papel de destaque como fonte de resisténcia a doenca. Além disso,
determinou-se que a avaliagdo de isolados de M. oryzae do trigo quanto a viruléncia gera
padrdes de classificagdo muito distintos dependendo se o objeto de analise das infeccdes é a
folha ou a espiga.

Palavras-chave: 1. Brusone do trigo. 2. Grupos de viruléncia. 3. Espiga destacada.

3.2 Introducéo

O género Magnaporthe inclui varias espécies de fungos patogénicos que sdo
causadores de uma doenca denominada de “brusone” em mais de 50 gramineas distintas
(OU, 1985). Entre essas espécies fungicas, M. oryzae é o patdgeno mais importante,
devido a sua distribuicdo mundial em plantas da familia Poaceae (MEHTA e BAIER,

1998). No final do século XX, M. oryzae emergiu como importante patégeno adaptado

Carlos Augusto Pizolotto
41



ao trigo no Sul do Brasil, tendo sido identificado pela primeira vez em 1985
(IGARASHI et al., 1986). Atualmente é aceita a classificacdo taxondmica de Couch e
Kohn (2002), em que isolados do patégeno, oriundos de arroz, trigo e outras poaceas
invasoras sdao denominados de Magnaporthe oryzae, e isolados associados a

hospedeiros do género Digitaria sdo classificados como Magnaporthe grisea.

De acordo com Levy et al. (1993), as provaveis causas para a emergéncia de
surtos epidémicos de brusone em culturas agricolas cuja ocorréncia desse tipo de evento
ndo havia sido reportada até determinado momento, como € o caso da cultura do trigo,
sdo derivadas de trocas genéticas no patdgeno, que acaba gerando novos variantes do
mesmo em relacdo a viruléncia. Nesse sentido, Danelli (2015) avaliou uma populagdo
de isolados de M. oryzae oriundos de diferentes regides brasileiras produtoras de trigo, e
0 espectro de viruléncia indicou um grau elevado de variabilidade nessa populagdo. A
similaridade entre isolados de trigo e aqueles de poaceas invasoras, foi um indicativo da
importancia que outros hospedeiros exercem sobre o ciclo biolégico do patdégeno da
brusone do trigo no Brasil. Maciel et al. (2014) também encontraram evidéncias de
diversidade na viruléncia e em resposta diferencial de cultivares de trigo ao patégeno.
Assim, avaliacdes realizadas em relacdo ao patossistema M. oryzae-trigo indicam que o
pleno éxito na geragdo de cultivares de trigo, com adequada resisténcia a brusone, passa
pela identificacdo e monitoramento dos fatores relacionados a reagdo das plantas a
infeccdo do patdgeno. Entre tais fatores, o mais relevante € a complexidade genética da
populacdo de M. oryzae ocorrente nas lavouras de trigo do Brasil (CRUZ et al., 2010;
MACIEL et al., 2014).

A busca por resisténcia ao patdgeno tem sido uma constante das pesquisas
desenvolvidas nas principais regides triticolas do Brasil (GOULART, 2004). Apesar de
um esfor¢o continuo dos programas de melhoramento genético, a maioria das cultivares
de trigo avaliadas tem demonstrado suscetibilidade a doenga (CRUZ et al., 2010).
Apesar dessa condicdo, cultivares como BR18 Terena, BRS 229 e MGS 3 Brilhante
apresentam relativa resisténcia a brusone sob condic¢es de campo (CRUZ et al., 2010;
MACIEL et al., 2014; FERREIRA et al., 2018). Mais recentemente, tem sido observado
que cultivares como BRS 404, TBIO Sintonia, TBIO Mestre e CD 116, também tém
demonstrado um nivel significativo de resisténcia a doenca (REUNIAO, 2017).
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Em 2016, Cruz et al. (2016) relatou a associacdo entre a presenca da
translocacdo cromossdmica 2NS/AS de Aegilops ventricosa e resisténcia a brusone do
trigo. No referido trabalho, foram avaliados 418 geno6tipos de trigo quanto a resisténcia
a brusone em avaliacdes sob condicdes controladas e/ou sob condi¢cdes de campo em
experimentos conduzidos na Bolivia. Em ambas as situacdes, observaram-se menores
incidéncias de brusone nas cultivares portadoras da translocacdo 2NS/2AS. A
resisténcia de A. ventricosa a doencas do trigo, incluindo a ferrugem, foi mencionada
pela primeira vez na década de 1960 (MAIA, 1967).

Os objetivos do trabalho foram: a) caracterizar e comparar a viruléncia de
isolados M. oryzae do trigo e de outras gramineas invasoras e cultivadas no Brasil
baseando-se na reacdo de um conjunto formado por 11 genétipos de trigo e um de
cevada (T&C) a infec¢do do patdgeno; b) comparar os genotipos T&C em relacdo a
reacdo a infeccdo de M. oryzae em folhas de plantulas e espigas destacadas; e c)
relacionar a presenca do segmento cromossomal 2NS de A. ventricosa nos genoétipos
T&C e resisténcia a brusone.

3.3 Material e Métodos

Todas as atividades realizadas neste experimento foram conduzidas nas
instalagdes da Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS. No Laboratério de Fitopatologia,
foram feitas as repicagens das coldnias do fungo, meios de cultura, preparo do inoculo e
avaliacbes da reacdo dos gendtipos quanto a brusone. Em casa-de-vegetacdo, foi
realizada a conducédo das plantas utilizadas no experimento. Em camara com ambiente

controlado, as plantas foram inoculadas e mantidas por sete dias até serem avaliadas.

3.3.1 Amostragem das plantas e isolamento de Magnaporthe oryzae

Entre 2013 e 2017, espigas de trigo (Triticum aestivum) e triticale (X
triticosecale) e folhas de azevém (Lolium multiflorum), aveia preta (Avena strigosa),
aveia branca (Avena sativa), cevada (Hordeum vulgare) e capim suddo (Sorghum
sudanense), espécies hospedeiras de M. oryzae, alem de folhas de milhd (Digitaria

sanguinalis), foram coletadas em lavouras de trigo localizadas nos estados do Rio
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Grande do Sul, Parana, S&o Paulo, Minas Gerais, Goiads e no Distrito Federal. Cada
local de coleta foi georreferenciado com o auxilio de um GPS manual. Todas as
amostras, as quais apresentavam sintomas de brusone em espigas ou folhas, foram
colocadas em sacos de papel, secas naturalmente ao ar livre e mantidas a -20 °C até o
momento do isolamento (MACIEL et al., 2014).

Realizou-se a assepsia dos segmentos sintomaticos das plantas que foram
coletadas. A seguir, esse material foi colocado em ambiente de camara-Umida, em
placas de Petri, por 24 h. Confirmada a esporulacdo com o auxilio de um microscopio-
estereoscopico, segmentos com os corpos frutiferos do patdgeno foram transferidos com
auxilio de uma agulha histoldgica para um tubo contendo 5 mL de agua esterilizada,
formando uma suspensdo de conidios do fungo. Essa suspensdo foi vertida em uma
placa de Petry com o meio &gar-agua (agar, 16 g/L) (preparado de acordo com
FERNANDEZ, 1993), tomando o cuidado para que toda superficie da placa ficasse
preenchida pela suspensdo de esporos. As placas de Petry foram mantidas por
aproximadamente 4 h em camara de crescimento a 25 + 2 °C para que ocorresse a
germinacdo dos conidios sobre o meio agar-agua que foi verificada com auxilio de
microscopio-estereoscopico.  Os  esporos  germinados  foram  transferidos,
individualmente, para placas de Petri com meio BDA contendo estreptomicina (0,2 g/L)
e com a seguinte composi¢do para 1000 mL de agua destilada: batata, 200 g; dextrose,
15 g; e é&gar, 16 g. A seguir, estas placas foram incubadas a 24 °C (RIBEIRO e

TERRES, 1987). De cada amostra infectada, foi obtido um isolado monosporico.

Apos a formacdo de cada colénia monospérica, foi realizada a repicagem de
segmentos miceliais para a superficie de pedacos de papel filtro (1x1 cm) dispostos
sobre a superficie de trés placas de Petri contendo meio aveia-agar (farinha de aveia, 60
g/L; &gar, 16 g/L). Posteriormente, as placas foram colocadas por 10 dias em camara de
crescimento a 25+ 2°C e sob fotoperiodo de 12 h. Apo6s a colonizacdo dos papéis-filtro,
0s mesmos foram removidos das placas com auxilio de uma pinga, e secos em camara
de fluxo de ar por dois dias. Os papéis filtro foram transferidos para microtubos de 2
mL. Os microtubos foram identificados da seguinte forma, Py 13. 0. XXX e Py 13. 1.
XXX. Onde, “Py” significa Pyricularia; “13” o ano em que o isolado foi coletado; “0” o

numero atribuido para isolados provenientes de gramineas invasoras e “1” para isolados
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provenientes de trigo; “XXX” ¢ a identificagao individual na colecao de isolados
pertencentes a Embrapa Trigo, como: 001, 002, ... 83. Por exemplo: Py 13.1.001:
isolado coletado em 2013, proveniente de trigo, na posi¢do de nimero 1 na cole¢édo de
isolados de trigo; Py 15.0.001: isolado coletado em 2015, proveniente de graminea
invasora, na posicdo de numero um na colecdo de isolados de gramineas invasoras e

outras gramineas cultivadas.

3.3.2 Genotipos

Os isolados de M. oryzae utilizados no experimento foram avaliados quanto a
viruléncia baseando-se na reagdo a infeccdo de um conjunto formado por 11 cultivares
de trigo e uma linhagem de cevada (c). Os referidos genotipos sdo 0s seguintes: a
linhagem de cevada PFC 2010123 e as cultivares de trigo Anahuac 75, BRS 229, BRS
Buriti, BRS 234, Renan, Jagger, Jackpot, Fuller, Santa Fé, Pampeano e TBIO Mestre.
Dois critérios foram utilizados para selecdo destes gendtipos e inclusdo dos mesmos nos
experimentos para avaliagdo da viruléncia dos isolados de M. oryzae: resultados de
trabalhos ja publicados (CRUZ et al., 2009; CRUZ et al., 2010; DANELLI, 2015,
MACIEL et al., 2014) e avaliacdes realizadas por fitopatologistas e melhoristas
envolvidos na conducdo do programa de melhoramento genético de trigo da Embrapa
Trigo. Além de permitir comparar os isolados de M. oryzae quanto a viruléncia, 0s
dados obtidos no experimento foram usados para classificar os gendtipos T&C quanto a
reacdo a brusone. Os gendtipos T&C também foram avaliados quanto a presenca do

segmento cromossomal 2NS.

3.3.3 Preparacéo do indculo e inoculagdes

Os genotipos T&C foram submetidos a inoculacdo com isolados de M. oryzae
em dois estadios de desenvolvimento: de plantula (quatro folhas expandidas) e de planta
adulta (inicio da antese), nos estadios 14 e 63 da escala de Zadoks et al. (1974),
respectivamente. Antes de serem semeadas nos vasos, as sementes das cultivares Jagger,

JackPot, Fuller, Santa Fé e Renan foram vernalizadas a 4 °C por 45 dias.
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Plantulas utilizadas nos experimentos foram desenvolvidas em vasos de 0,1 L
contendo substrato, os quais foram acondicionados em bandejas de aluminio

(40x20x10cm). Foram mantidas 10 plantulas por vaso.

Plantas destinadas a producdo de espigas para serem submetidas a inoculacéo
com suspensdes de conidios dos isolados de M. oryzae foram desenvolvidas em baldes
de 8 L contendo solo adubado e corrigido de acordo com a analise quimica do solo.
Foram mantidas 5 plantas por balde apds a emergéncia, sendo essas, conduzidas em
casa-de-vegetacdo até o estadio 63 da escala de Zadoks et al. (1974). As espigas destas
plantas foram destacadas com o auxilio de uma tesoura e fixadas em blocos de espuma
fendlica, os quais estavam previamente saturados com &gua e envolvidos por filme
plastico. Os blocos de espiga fendlica com as espigas fixada foram colocados em
bandejas e a inoculacdo foi realizada conforme descrito por Maciel et al. (2014) e
Danelli (2015).

As bandejas com os dois tipos de materiais, vasos de plantulas e blocos de
espuma fenolica com as espigas fixadas, foram envoltas em sacos plasticos apds a
inoculacdo, mantidas 24 h no escuro e sob UR maior do que 90%. Depois de 24 h, o

fotoperiodo foi ajustado para 12 horas e a UR para 60-70%.

Oitenta e trés isolados monosporicos, obtidos de coletas realizadas entre 2013 e
2017, foram utilizados nos procedimentos de inoculacfes realizadas no experimento.
Além destes, outros oito isolados de M. oryzae foram incluidos no experimento, 0s
quais se caracterizam por terem sido obtidos a partir de coletas realizadas em 2012 e
com suas respectivas viruléncias avaliadas por Danelli (2015) considerando a reagéo a
infeccdo de isolados de M. oryzae de um conjunto de gendtipos distinto do que foi
utilizado no presente trabalho. Cada par destes oitos isolados foram classificados em um
dos quatro grupos de viruléncia estabelecidos por Danelli (2015) baseando-se na
severidade em espigas destacadas. Os quatro grupos sao os seguintes: A’ (Py 12.1.100 e
Py 12.1.150), B’ (Py 12.1.111 e Py 12.1.124), C’ (Py 12.1.077 e Py 12.1.195) e D’ (Py
12.1.058 e Py 12.1.187).
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Nos procedimentos de inoculacdo, os 91 isolados monosporicos de M. oryzae,
que sao preservados em papel-filtro no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Trigo,
foram transferidos de forma individual para placas de Petri com o meio de cultura aveia-
agar e incubados por 12 a 15 dias, sob lampadas fluorescente, fotoperiodo de 12 h a
25°C (ATKINS et al., 1967, RIBEIRO e TERRES, 1987). Para a preparacédo do indculo,
as coldnias de M. oryzae foram inundadas com agua destilada acrescida de espalhante
adesivo Tween 80® (0,01%) e raspadas com o auxilio de um pincel para desalojar os
conidios dos conidioforos. Em seguida, a solucéo foi filtrada em uma peneira contendo
um pedaco de gaze, e foi realizada a contagem dos conidios em camara de Neubauer no
microscopio oOptico, sendo que a concentragdo foi ajustada para 10° conidios/mL. As

inoculagdes foram realizadas com o auxilio de um atomizador plastico de 0,5 L.

3.3.4 Avaliacdes

As avaliacdes foram realizadas sete dias apds a inoculacdo. Para cada uma das
10 plantulas de cada vaso, foi selecionada a folha que apresentava o maior nimero de
lesbes da doenca. Foram avaliadas duas repeti¢ces, num total de 20 folhas por genétipo,
considerando-se apenas as lesdes do tipo 4, com base na escala diagramatica descrita
por Torres et al. (2015). Com base no numero de lesGes esporulativas, 0s genotipos
foram classificados em: resistente — R (nimero de lesdes esporulativas <I),
moderadamente resistente — MR (duas a trés lesdes esporulativas), moderadamente
suscetivel - MS (quatro a cinco lesbes esporulativas) e suscetivel — S (mais de cinco
lesGes esporulativas). Para cada uma das 20 folhas avaliadas, também se determinou o
grau de severidade da doenca por meio de observacdo visual, onde foram atribuidas
notas de 0 a 100% para cada folha avaliada. Com base nas notas de severidade
estimadas visualmente, os gendtipos T&C foram classificados da seguinte forma: R,
resistente - severidade <10%; MR, moderadamente resistente - severidade entre 11 e
30%); MS, moderadamente suscetivel - severidade entre 31 e 50%; e S, suscetivel -
severidade > 50%.

Nas espigas, as avaliagcbes foram realizadas por meio da observagéo visual do
grau de severidade que a doenca atingiu, sendo estimadas notas visuais de 0-100%. Esse

experimento foi realizado duas vezes, cada um deles contando com a avaliacdo de 6
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espigas por genotipo, com base na escala diagramatica desenvolvida por Maciel et al.
(2014). Baseando-se nas médias de severidade verificadas para cada gendétipo, 0s
mesmos foram classificados usando o mesmo critério adotado para a severidade

observada nas folhas das plantulas.

3.3.5 Analise estatistica

O delineamento experimental para ambos os experimentos foi inteiramente
casualizado. Para plantula, cada vaso foi considerado uma repeticdo, tendo sido
semeados dois vasos para cada um dos genotipos de trigo e cevada. Em planta adulta,
cada um dos trés blocos de espuma fendlica em que as espigas foram fixadas, foi
considerado uma repeticdo, tendo sido mantidos trés blocos de espuma fendlica de
forma aleat6ria em cada bandeja. Ambos os experimentos foram repetidos uma vez. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando os dados originais obtidos nas
avaliacdes em plantulas e planta adulta por meio do pacote estatistico do software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017).

A resisténcia dos genotipos de trigo e cevada foi baseada nas reagdes
diferenciais aos 91 isolados de M. oryzae inoculados, obtidas nas avaliacdes das
seguintes varidveis: severidade nas espigas destacadas, severidade de lesdes
esporulativas em folhas de plantulas e numero de lesdes esporulativas em folhas de
plantulas. Os dados foram submetidos a analise exploratoria e de visualizacdo dos dados
utilizando o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016; ggplot2: Elegant Graphics for Data
Analysis. Springer-Verlag. New York). A comparacdo da viruléncia dos isolados foi
determinada por meio de andlise de similaridade baseada na Distancia Euclidiana para
os dados originais obtidos na avaliacdo das trés varidveis aferidas: a) severidade nas
espigas destacadas, b) severidade de lesdes esporulativas em folhas de plantulas e c)
namero de lesdes esporulativas em folhas de plantulas. Para cada uma destas variaveis,
foi estabelecido um dendrograma circular com a formacéo arbitraria de 10 grupos (G01
a G10), para que isolados com grau de viruléncia semelhantes pertencessem ao mesmo
grupo e isolados com grau de viruléncia distintos pertencessem a grupos diferentes.
Desse modo, a composicao dos grupos teve caracteristica de homogeneidade dentro dos

grupos e heterogeneidade entre os grupos. Para a constru¢cdo dos dendrogramas foi
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utilizado o pacote ggdendro (DE VRIES e RIPLEY, 2013; ggdendro: Create
Dendrograms and Tree Diagrams Using ‘ggplot2’ R package version 0.1-20).

3.3.6 Andlise da presenca da translocagdo cromossomal 2NS/2AS

A determinacdo da presenca da translocacdo cromossomal 2NS/AS nos
gendtipos utilizados no experimento foi realizada por meio de técnicas moleculares. O
DNA gendmico foi extraido do tecido foliar dos genotipos C&T pelo método CTAB
(ROMANO e BRASILEIRO, 1999). A qualidade e quantidade do DNA de cada
amostra foi avaliada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio. Para a
identificacdo da translocacdo, foram utilizados os primers VENTRIUP (5°’AGGGGCT
ACTGACCAAGGCT3’) e LN2 (5TGCAGCTACAGCAGTATGTACACAAAAZ’),
cujo produto € um fragmento de 262 pares de bases (HELGUERA et al., 2003). As
reacOes de polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas com 100 ng de DNA
genémico e concentracdes finais de tampédo 1X, 2,5 mM MgClz, 0,35 mM de cada
dNTP, 0,2 uM de cada primer, 0,5 U de Taq polymerase (RBC Bioscience, #RT011C).

O volume final das reagdes foi de 10 uL. Os produtos de amplificacdo foram
analisados em gel de agarose 2%. O marcador de peso molecular de 50 pb (50 bp DNA
Ladder, Invitrogen, Cat. 10416-014) foi utilizado para a estimativa do comprimento dos

fragmentos amplificados.
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3.4 Resultados

Das plantas sintomaticas amostradas, foram obtidos 83 isolados monosporicos
de M. oryzae, 70 deles oriundos de plantas de trigo, quatro de triticale (X triticosecale),
um de azevém (Lolium multiflorum), um de aveia preta (Avena strigosa), dois de aveia
branca (Avena sativa), um de cevada (Hordeum vulgare) e dois de capim sudao
(Sorghum sudanense) (Tabela 1). Também foram obtidos dois isolados de M. grisea de
milha (Digitaria sanguinalis).
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Tabela 1. Caracteristicas dos isolados de Magnaporthe oryzae utilizados nos experimentos. Passo Fundo-RS, 2019.

Isolado Origem Coordenadas geograficas Hospedeiro Gendtipo
Py 13.0.001 Cascavel-PR S24°56'15,6”- W053°30'57,6” X triticosecale Wittmack Guarani
Py 13.0.002 Cascavel-PR S24°56'15,6”- W053°30'57,6” X triticosecale Wittmack Guarani
Py 13.0.003 Cascavel-PR S24°56'15,6”- W0O53°30'57,7” X triticosecale Wittmack Guarani
Py 13.0.004 Cascavel-PR S24°56'15,6”- W0O53°30'57,7” X triticosecale Wittmack Guarani
Py 12.1.058 Rio Verde-GO S17°5025,8”- W0O51°11'00,1” Triticum aestivum BR 18-Terena
Py 12.1.077 Perdizes-MG S19°18'29,8- W047°26'15,9” Triticum aestivum BR 18-Terena
Py 12.1.100 Perdizes-MG S19°1829,6”- W047°26'14,6” Triticum aestivum BR 18-Terena
Py 12.1.111 Rio Verde-GO S17°47'31,1”- WO51°06'30,7” Triticum aestivum BR 18-Terena
Py 12.1.124 Amambai-MS S23°02'06,5- W055°16'59,3” Triticum aestivum BRS Guamirim
Py 12.1.150 S&o Luiz Gonzaga-RS S28°24°47,4”- W0O54°45°48,3” Triticum aestivum PF 080680
Py 12.1.187 Sdo Luiz Gonzaga-RS $28°24°46,8”- W054°45°48,9” Triticum aestivum PF 090625
Py 12.1.195 Brasilia-DF S16°0124,6”- W0O47°37'50,5” Triticum aestivum BRS 264
Py 13.1.001 Cascavel-PR S24°52'53,4”- W053°27'47,3” Triticum aestivum Gralha Azul
Py 13.1.002 Cascavel-PR S24°52'53,4”- W0O53°27'47,3” Triticum aestivum Gralha Azul
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Py 13.1.003
Py 13.1.004
Py 13.1.005
Py 13.1.006
Py 13.1.007
Py 13.1.008
Py 13.1.009
Py 13.1.010
Py 13.1.011
Py 13.1.012
Py 13.1.013
Py 13.1.014
Py 13.1.015
Py 13.1.016
Py 13.1.017

Py 13.1.018

Cascavel-PR
Cascavel-PR
Cascavel-PR
Toledo-PR
Toledo-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR

Assis Chateaubriand-PR

S24°49'30,5”- W0O53°27'56,3”

S24°49'30,5”- W0O53°27'56,3”

S24°59'28,9”- W0O53°22'19,0”
S24°43'13,2”- WO53°46'41,0”
S24°43'13,2”- W0O53°46'41,0”
S24°35'42,5”- W0O53°36'49,4”
S24°35'42,5”- W0O53°36'49,4”
S24°35'42,57- W0O53°36'49,4”
S24°35'44,5”- W053°36'50,0”
S24°35'44,4”- W0O53°36'50,0”
S24°35'43,3”- W0O53°36'49,8”
S24°35'44,3”- W0O53°36'49,7”
S24°35'44,3”- W0O53°36'49,7”
S24°35'44,3”- W053°36'49,6”
S24°35'44,0”- W0O53°36'49,5”

S24°35'43,4”- W0O53°36'49,3”

Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum

Triticum aestivum

CD 150
CD 150
Gralha Azul

CD 150

CD 150
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada

Nao determinada
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Py 13.1.019
Py 13.1.020
Py 13.1.021
Py 13.1.022
Py 13.1.023
Py 13.1.024
Py 13.1.025
Py 15.0.001
Py 15.0.002
Py 15.0.003
Py 15.0.005
Py 15.1.001
Py 15.1.002
Py 15.1.003
Py 15.1.004

Py 15.1.005

Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Assis Chateaubriand-PR
Campo Mouréo-PR
Campo Mouréo-PR
Trés de Maio-RS
Trés de Maio-RS
Trés de Maio-RS
Londrina-PR
Montividiu-GO
Santa Juliana-MG
Patrocinio-MG
Uberaba-MG

Patrocinio-MG

S24°35'43,2”- W0O53°36'49,3”
S24°35'42,8”- W0O53°36'49,2”
S24°35'42,6”- W053°36'49,2”
S24°35'42,5”- W0O53°36'49,1”
S24°35'42,4”- W0O53°36'49,0”
S24°05'28,5”- W052°20'28,2”
S24°05'36,5”- W052°20'40,4”
S24°47'43,4”- WO54°12'53,6”
S24°47'43,5”- WO54°12'53,6”
S24°47'43,4”- W0O54°12'53,6”
S23°21'11,27- WO51°10'4,12”
S17°14'42”- WOS51°14'25”
S19°18'12,87- WO47°27'98,8”
S18°59'46,6”- W0O47°05'03,9”
S19°28'53”- W0O47°50'64”

S18°59'46,6”- W0O47°05'03,9”

Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum

Triticum aestivum

Lolium multiflorum

Avena strigosa
Avena sativa
Avena sativa

Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum

Triticum aestivum

Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
CD 104
CD 104
Ponteio
Embrapa 139
Corona
Né&o determinada
N&o determinada
BRS 264
BRS 264
BRS 264

BRS 264
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Py 15.1.006
Py 15.1.007
Py 15.1.008
Py 15.1.009
Py 15.1.010
Py 15.1.011
Py 15.1.012
Py 15.1.013
Py 15.1.014
Py 15.1.015
Py 15.1.016
Py 15.1.017
Py 15.1.018
Py 15.1.019
Py 15.1.020

Py 15.1.021

Santa Juliana-MG
Patrocinio-MG
Uberaba-MG
Uberaba-MG
Uberaba-MG
Pedrindpolis-MG
Tapira-MG
Patrocinio-MG
Romaria-MG
Romaria-MG
VVgem. Grande do Sul-SP
Serra Branca-SP
Serra do Salitre-MG
Monte Carmelo-MG

Tapira-MG

Patrocinio-MG

S19°18'12,8”- WO47°27'98,8”
S18°59'44,9”- W0O47°05'05,9”
S19°29'96,9”- WO47°45'94,4”
S19°36'64,9”- W0O47°44'76,5”
S19°39'59,0”- W0O47°39'05,8”
S19°11'74,47- W0O47°33'52,2”
S19°48'74,7°- W0O46°45'55,5”
S18°59'44,9”- W0O47°05'05,9”
S18°58'60,8”- WO47°32'42,6”
S18°56"25,17- W0O47°29'67,7”
S21°50'49,4”- W0O46°57'55,9”
S21°54'44,5”- WO47°08'80,2”
S19°08'96,9”- W0O46°42'75,5”
S18°56'65- W047°23'43,2”
S19°52'14,8”- W046°42'75,5”

S18°54'74,9”- W0O47°02'95,5”

Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum

Triticum aestivum

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264

BRS 264
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Py 15.1.022
Py 15.1.023
Py 15.1.024
Py 15.1.025
Py 15.1.026
Py 15.1.027
Py 15.1.028
Py 15.1.029
Py 15.1.030
Py 15.1.031
Py 16.0.001
Py 17.0.003
Py 17.0.004
Py 17.0.005
Py 17.0.007

Py 17.1.001

Araguari-MG
Casa Branca-SP
Aguai-SP
Santa Juliana-MG
Perdizes-MG
Argenita-MG
Argenita-MG
Londrina-PR
Cascavel-PR
Itabera-SP
Passo Fundo-RS
Passo Fundo-RS
Passo Fundo-RS
Passo Fundo-RS
Passo Fundo-RS

Passo Fundo-RS

S18°36'04”- W0O48°13'54,8”
S21°49'04,7”- W0O47°10'79,6”
S22°01'56,57- WO47°02'01,1”
S19°27'79,9”- WO47°25'73,6”
S19°33'90,5”- W0O47°24'39,5”

S19°39'30™- W046°42'43”
S19°39'30™- W046°42'43”
S23°11'03,8”- WO51°10'05,8”
S24°56'01,2- WO53°30'05,7”
S23°49'0,07”- W049°05'0,03”
S28°14'11,47- W052°24'24,8”
S28°13'59,0”- W052°24'24,0”
S28°23'59,0”- W052°24'24,0”
S28°13'39,0”- W0O52°24'11,0”
S28°13'39,0”- W0O52°24'11,0”

S28°1326”- W052°23'6,6”

Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum

Hordeum vulgare

Digitaria sanguinalis
Digitaria sanguinalis
Sorghum sudanense

Sorghum sudanense

Triticum aestivum

BRS 394
Casa Branca
Gralha Azul

IAC 24
IAC 26
Né&o determinada
Né&o determinada
BRS Tangara
BRS Sabia
Gralha Azul
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada
Né&o determinada

BRS Guamirim
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Py 17.1.002
Py 17.1.003
Py 17.1.004
Py 17.1.005
Py 17.1.006
Py 17.1.007
Py 17.1.008
Py 17.1.009
Py 17.1.010
Py 17.1.011
Py 17.1.012
Py 17.1.013

Py 17.1.014

Uberaba-MG
Uberaba-MG
Uberaba-MG
Uberaba-MG
Uberaba-MG
Nova Ponte-MG
Sacramento-MG
Uberaba-MG
Nova Ponte-MG
Nova Ponte-MG
Sacramento-MG
Perdizes-MG

Brasilia-DF

S19°4326”- W0O47°57'40,5”
S19°43'25,8”- WO47°57'41,5”
S19°43'25,87- WO47°57'41,5”
S19°43'25,87- WO47°57'41,8”
S19°43'25,9”- WO47°57'41,0”

S19°28'08”- W047°43'10,5”
S19°3521,4”- WO47°35'21,1”
S19°43'26,3”- WO47°57'39,8”
S19°28'15,57- WO47°43'12,2”
S19°28'15,57- W0O47°43'12,2”
S19°35'49,1”- W0O47°36'02,3”
S19°23'23,2”- W0O47°20'15,6”

S15°36'02”- WO47°42'42”

Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum

Triticum aestivum

CD 116
Lagoa Vermelha
TBIO Mestre
TBIO Sintonia
IPR 144
BRS 264
BRS 404
BR 18- Terena
PF 100368
MGS1 Aliancga
BRS 229
BRS 264

Néao determinada
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Todos os isolados utilizados no experimento demonstraram ser patogénicos, e
promoveram a ocorréncia de lesdes do tipo 4 (lesdes esporulativas) nas folhas das
plantulas das cultivares Anahuac 75, BRS Buriti, BRS 234, Jagger, JackPot, Fuller e
Santa Fé. Na Figura 1, é possivel verificar um padrao de reacdo em folhas de plantulas
observado no experimento para um isolado de M. oryzae. A presenca de lesdes
esporulativas pode ser visualizada em todos os genétipos T&C, com as excegOes da
linhagem de cevada PFC 2010123 (6) e da cultivar TBIO Mestre (12). A avaliagdo da
severidade das espigas considerou a estimativa da area percentual da espiga com
coloracdo mais clara ou esbranquicada. Todas as espigas de todas as cultivares tiveram
algum tipo de clareamento, mesmo nas espigas da cultivares com maior nivel de

resisténcia.

R

-3

—— — o

-

Figura 1. Espectro de viruléncia e lesGes tipicas de brusone em pléantulas de trigo e
cevada, em um conjunto de gen6tipos composto por 11 cultivares de trigo: 1) Anahuac
75; 2) BRS 229; 3) BRS Buriti; 4) Renan 10; 5) BRS 234; 7) Jagger; 8) JackPot; 9)
Fuller; 10) Santa Fé; 11) Pampeano; 12) TBIO Mestre; e uma linhagem de cevada: 6)
PFC 2010123. Passo Fundo-RS, 2019.
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Na Figura 2, onde é possivel verificar a reacdo em espigas de todos 0s gendtipos
T&C a infeccdo de um isolado de M. oryzae, percebe-se que a cultivar Santa Fé (10) € a
que apresenta a menor proporc¢do de area afetada pela doenca.

Figura 2. Espectro de viruléncia e lesdes tipicas de brusone em espigas de trigo e

cevada, em um conjunto de gendtipos composto por 11 cultivares de trigo: 1) Anahuac
75; 2) BRS 229; 3) BRS Buriti; 4) Renan 10; 5) BRS 234; 7) Jagger; 8) JackPot; 9)
Fuller; 10) Santa Fé; 11) Pampeano; 12) TBIO Mestre; e uma linhagem de cevada: 6)
PFC 2010123. Passo Fundo-RS, 2019.

O pré-estabelecimento de um numero fixo de grupos determinou a formacéo de
grupos com alta similaridade entre si, condigdo que minimiza a eficiéncia de uma
analise comparativa apropriada dos isolados utilizados no experimento. Esta situacdo foi
contornada pela formacdo dos chamados grupos maiores (GM), identificados por letras
maiusculas (A-K) nos dendrogramas. Os GMs compreendem grupos (ou isolados) que
ficaram com até a metade da menor similaridade determinada em cada analise (metade
do raio do dendrograma), considerando-se que o menor grau de similaridade é a que

divide grupos no centro do dendrograma.

Na Figura 3, relativa a severidade nas espigas destacadas, os isolados foram
divididos em 5 GMs, caracterizados como A, B, C, D e E, nos quais estdo inseridos os
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grupos GO01, G02 e GO03; G04; G05 e G06; GO7 e G08; e G09 e G010, respectivamente.
Na mesma figura é possivel verificar uma legenda em que aparecem os valores medios
de severidade de cada um dos 10 grupos, considerando as reagOes para todos o0s
gendtipos T&C. Os grupos de maior viruléncia pertencem aos GMs C, D e E. Em
especial, destaca-se 0 GM E, em que a severidade média de brusone em ambos o0s
grupos foi superior a 50%. Os trés isolados agrupados em GO09 produziram a maior
média de severidade da doenca no conjunto de gendtipos avaliados (56,3%). Os
isolados agrupados nesse grupo sdo oriundos de trigo, sendo eles: Py 15.1.011, Py
15.1.018 e Py 12.1.195. Os dois primeiros foram coletados em 2015 em Minas Gerais, €
0 ultimo no Distrito Federal, coletado em 2012. Em G10 a severidade média da doenca
foi de 52,4%, e este grupo também foi composto por trés isolados de trigo, sendo eles:
Py 12.1.124, Py 15.1.010 e Py 15.1.017, oriundos de Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, e Sdo Paulo, respectivamente. O primeiro foi coletado em 2012, e os dois

altimos em 2015.
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Cmupo Grupa Sevendads
| fE8s0d
A GOl 237
A G2 20,7
A G03 39
B G 139
c GO 424
C GG 473
D GOT R0
D Gig 342
E [eliz] 36,3
E G1o 524

Py 170,004
———— _lp_,-wmem‘ B

Figura 3. Dendrograma de agrupamento de 91 isolados de Magnaporthe oryzae baseado na severidade de brusone em espigas destacadas de
gendtipos de trigo e cevada. Passo Fundo-RS, 2019.
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A severidade média ainda foi relativamente alta no GM C, com média de 47,3%
42,4%, nos G06 e GO5, respectivamente. No GM D, os grupos GO7 e G08 tiveram a
severidade de 38,0% e 34,2%, respectivamente. Nos grupos G05, G06 e GO7 a maioria
dos isolados foi obtida em 2015, especialmente de Minas Gerais, mas também de S&o
Paulo, embora em menor propor¢do. Os isolados Py 13.0.001 e Py 13.0.003, ambos
obtidos de triticale, além dos isolado Py 15.0.005, obtido de aveia, foram classificados
no grupo GO05. Os isolados (Py 15.0.001 e Py 15.0.003), obtidos de azevém e aveia,
também foram classificados no grupo G07. No GO08, cuja severidade média foi 34,2%,

houve o predominio de isolados coletados em 2013 no Parana.

Todos os isolados de 2012, que foram avaliados por Danelli (2015) e
representavam a variabilidade de viruléncia das regiGes brasileiras produtoras de trigo
do ano de 2012, ficaram distribuidos em trés GMs: C (G06; quatro isolados — Py
12.1.058, Py 12.1.100, Py 12.1.111 e Py 12.1.187), D (GO7; dois isolados — Py 12.1.077
e Py 12.1.150) e E (G10; um isolado — Py 12.1.124; G09; um isolado — Py 12.1.195).

Para os isolados menos virulentos, foram formados dois GMs, A e B. No GM A,
foram formados os grupos G01, G02 e G03, Em GO01 foram agrupados nove isolados, e
a severidade média da doenca foi de 23,7%. Dentre todos os isolados, sete foram
obtidos em 2013, de plantas de trigo, sendo cinco oriundos do Parana (Py 13.1.005, Py
13.1.012, Py 13.1.013, Py 13.1.019, Py 13.1.023), um proveniente de Goias (Py
15.1.001) obtido em 2015 e outro coletado em 2017 no estado de Minas Gerais (Py
17.1.011). Dois isolados agrupados em GOl foram coletados em 2015 e eram
provenientes do Rio Grande do Sul, Py 15.0.002 e Py 17.0.005, obtidos de plantas de
aveia preta e capim suddo, respectivamente. G02 apresentou média de severidade da
doenca igual a 20,7%. Dos quatro isolados agrupados em GO02 todos foram em 2013 no
Parand, sendo trés oriundos de trigo (Py 13.1.009, Py 13.1.018 e Py 13.1.020) e outro de
triticale (Py 13.0.002). O GO03 foi formado majoritariamente por isolados de trigo,
oriundos dos estados do Parand, S&o Paulo e Minas Gerais, e foram coletados nos anos
de 2013, 2015 e 2017. Além disso, os isolados Py 16.0.001 e Py 17.0.007, obtidos de

cevada e capim sud&o, foram classificados no grupo G03. O GO04 foi formado por
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apenas dois isolados, sendo estes oriundos de milha (Py 17.0.003 e Py 17.0.004) e

coletados no Rio Grande do Sul em 2017.

A Tabela 2 também se refere & anélise dos dados de severidade de brusone nas
espigas causadas pela infeccdo dos 91 isolados, ndo se trata de uma analise de
agrupamento baseada em comparacdo de similaridade entre os isolados. Refere-se a
classificacdo dos isolados de M. oryzae de acordo com um padrdo binario de
interpretacdo das reacGes nas espigas dos gendtipos T&C, Resisténcia (R) ou
Suscetibilidade (S). Quando a severidade foi de até 10%, a reacao foi considerada R. Se
foi maior que 10%, a reacdo foi S. Dessa forma, foram identificados 11 grupos de
viruléncia, sendo que o prevalente foi o A’, em que todas as rea¢des dos gendtipos T&C
foram de S e no qual foram classificados 30,7% dos isolados (28 isolados).
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Tabela 2. Grupos de viruléncia formados por 91 isolados de Magnaporthe oryzae, baseados nas repostas de inoculacdo (resistente R e
suscetivel S) em espigas destacadas para um conjunto de gendtipos de trigo e cevada. Passo Fundo-RS, 2019.

Genotipost Isolados
Trigo Cevada

Grupos  Anahuac BRS  BRS Renan BRS Jaqer Jack Euller Santa Pampe- TBIO PFC N© Freq.
75 229  Buriti 234 09T oy Fé  ano Mestre 2010123 (%)

A S? S S S S S S S S S S S 26 285
B’ S S S S S S S S S S 15 16,5
C S S S S S S S R R S S S 12 132
D’ S S S S S S R R R S S S 3 3,30
E’ S S S S S R R R R S S S 7 7,70
F’ S R S S S S S S R S S S 4 4,40
G’ S R S S S S S R R S S S 13 143
H’ S R S S S S R R R S S S 4 4,40
r S R S S R R R R R S S R 3,30

AN S R S R R S R R R S S S 2 2,20
K’ S R R R R R R R R R R S 2 2,20
Total 91 100

10s gendtipos de trigo sdo cultivares e a de cevada, uma linhagem.

2R, severidade de até 10%; S, severidade maior do 10%.
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A Figura 4 apresenta os 91 isolados separados em trés GMs: F, G e H. A
variavel avaliada nesse caso foi “severidade em folhas de plantulas”. O GM G contém
os isolados mais virulentos, onde estdo os grupos G04, G05 e G06, com médias de
severidade de 22,8; 20,4 e 26,3, respectivamente. O GM H, com os isolados de menor
severidade, foi composto pelos grupos GO07, G08, G09 e G10, com medias de
severidade 1,9; 3,8; 6,3 e 9,6, respectivamente. J& 0 GM F, foi formado pelos grupos
G01, G02 e GO3 com médias de severidade de 15,9; 18,1 e 13,1, respectivamente.

Os trés isolados agrupados em GO06 foram: Py 15.1.031, Py 17.1.001 e Py
17.1.005, oriundos de Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais, respectivamente.
O primeiro foi coletado em 2015 e os dois ultimos em 2017. Os outros dois grupos G05
e G04, com médias de severidade da doenca de 20,4 e 22,8%, respectivamente, foram
formados apenas por isolados oriundos de trigo, GO5 (Py 13.1.019 e Py 15.1.023),
oriundos de S&o Paulo e Parand, coletados em 2013 e 2015, e G04 (Py 15.1.005 e Py
15.1.026), ambos oriundos de Minas Gerais, coletados em 2015.

No GM H, onde predominaram os isolados menos virulentos, estdo quatro
grupos: G07, G08, G09 e G10. Os grupos G08 e GO7, que apresentam severidade média
da doenca inferior a 5%, sendo que, GO7 apresentou a menor média de severidade da
doenca entre os dez grupos avaliados, 1,9%. Em GO7 foram agrupados quatro isolados,
dentre eles, trés foram coletados em 2017 no Rio Grande do Sul, de gramineas
invasoras, Py 17.0.003, Py 17.0.004, Py 17.0.005, sendo os dois primeiros de milhéd e o
ultimo de capim suddo. O isolado de trigo, Py 15.1.029, foi coletado no Parana em
2015. Dos cinco isolados agrupados em GO8, trés eram de trigo, Py 13.1.025, Py
13.1.026 e Py 17.1.008, sendo os dois primeiros coletados em 2013 no Paranad e o
ultimo coletado em 2017 no estado de Minas Gerais. Os outros dois isolados, Py
13.0.001 e Py 15.0.002 foram obtidos de plantas de triticale e aveia preta,
respectivamente. O isolado de 2013 é oriundo do Parané e o isolado obtido em 2015 é

proveniente do Rio Grande do Sul.
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Figura 4. Dendrograma de agrupamento de 91 isolados de Magnaporthe oryzae baseado na severidade de lesdes esporulativas em folhas de

plantulas de genotipos de trigo e cevada. Passo Fundo-RS, 2019.
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O GM F foi formado pelos grupos G01, G02 e G03, composto somente por
isolados de trigo, e que foram coletados em 2013, 2105 e 2017, nos estados do Parana,
Sdo Paulo e Minas Gerais. Os grupos G03 e G09, embora pertencentes a GMs distintos
(GM F e GM H, respectivamente), agruparam predominantemente isolados com
caracteristicas comuns, de coleta realizadas em 2013 no Parand. No GO02, houve
bastante diversidade, com isolados coletados no Parana, S&o Paulo e Minas Gerais, nos
anos de 2013, 2015 e 2017. QOito isolados nédo obtidos de plantas de ficaram distribuidos
nos grupos GO1 (Py 16.0.001 e Py 17.0.007), G02 (Py 15.0.001 e Py 15.0.003) e
majoritariamente em GO3 (Py 13.0.002, Py 13.0.003, Py 13.0.004 e Py 15.0.005).

Os isolados coletados em 2012, que representavam a variabilidade de viruléncia
das regides brasileiras produtoras de trigo neste periodo, ficaram distribuidos somente
nos GMs de menor viruléncia, F e H, isto €, nos seguintes grupos: G03 (dois isolados —
Py 12.1.058 e Py 12.1.187), G10 (dois isolados - Py 12.1.077 e Py 12.1.124), G09 (trés
isolados — Py 12.1.100, Py 12.1.111 e Py 12.1.150) e GO1 (um isolado — Py 12.1.195).

O dendrograma apresentado na Figura 5 mostra os 91 isolados utilizados no
experimento classificados de acordo com o namero de lesdes esporulativas que 0s
mesmos promoveram em folhas de plantulas dos genotipos T&C. Séo trés GMs; I, J e
K. No GM J estdo os isolados que produziram mais lesdes e, portanto, 0s mais
virulentos. Estéo inseridos os G05, GO6 e G07, com médias de numero de lesdes de
11,1; 10,5; e 8,5, respectivamente. No GM K, estdo os grupos G08, G09 e G10, com
médias de nimero de lesbes de 3,8; 4,6; e 6,1, respectivamente. Jano GM |, 0 GM com
os isolados de menor viruléncia, encontram-se classificados os grupos G01, G02, G03 e

G04, com médias de numero de lesbes de 2,2; 3,0; 1,2; e 0,5, respectivamente.

No GM J, o grupo GO05 foi composto por apenas pelo isolado Py 15.1.031,
oriundo de trigo e coletado em 2015 no estado de S&o Paulo. No G06, também foi
composto por apenas um isolado de trigo, Py 15.1.026, coletado em 2015, em Minas
Gerais. O grupo GO7 foi composto somente por isolados oriundos de trigo, coletados no

Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais, nos anos de 2013, 2015 e 2017.
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No GM I, destaca-se 0 grupo G04 que apresentou 0 menor numero de lesbes
esporulativas entre os 10 grupos estabelecidos, com média igual a 0,5. Neste grupo,
foram alocados trés isolados, dos quais, dois (Py 17.0.003 e Py 17.0.004) foram
coletados de plantas de milhd, em 2017, no Rio Grande do Sul. O isolado de trigo, Py
15.1.029, foi coletado no Parana em 2015. Dos onze isolados agrupados em GO04, sete
eram de trigo, Py 13.1.003, Py 13.1.006, Py 13.1.007, Py 13.1.024, Py 13.1.025, Py
15.1.002 e Py 17.1.008, sendo que, os cinco primeiros foram coletados em 2013 no
Parana, e os dois ultimos eram provenientes de Minas Gerais e foram coletados em
2015 e 2017, respectivamente. Os cinco isolados restantes que compuseram o GO03
foram obtidos de outras gramineas cultivadas e invasoras. Os isolados Py 13.0.001, Py
13.0.002 e Py 13.0.004 foram obtidos de espigas de triticale coletadas no Parand em
2013. Ja os isolados Py 15.0.002 e Py 17.0.005, sdo de aveia preta e capim sudao,

coletadas em 2015 e 2017, respectivamente, no Rio Grande do Sul.
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Figura 5. Dendrograma de agrupamento de 91 isolados de Magnaporthe oryzae baseado no nimero de lesdes esporulativas em folhas de
plantulas de genotipos de trigo e cevada. Passo Fundo-RS, 2019.
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Considerando-se a reacdo a brusone nas espigas destacadas dos genétipos T&C,
observou-se que a cultivar de trigo Santa Fé apresentou severidade média da doenca
igual a 8%, valor esse, inferior a 10%, sendo considerada resistente a brusone (Figura
6). Ainda de acordo com a Figura 6, as cultivares BRS 229, Renan, Jagger, Jack Pot,
Fuller, TBIO Mestre e BRS 234 apresentaram severidade média da doenca inferior a
30%, sendo classificadas como moderadamente resistentes a brusone. As cultivares
BRS Buriti e Pampeano apresentaram severidade média da doenca para os isolados
testados, entre 31 e 50%, sendo classificadas como moderadamente suscetiveis a
brusone. A cultivar Anahuac 75 e a linhagem de cevada PFC 2010123 apresentaram 0s
maiores valores de severidade de brusone, 85 e 70%, respectivamente, sendo

caracterizadas como suscetiveis a doenca.
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Figura 6. Severidade de brusone em espigas destacadas de trigo e cevada submetidas a
inoculacdo com isolados de Magnaporthe oryzae. Os gendtipos que apresentaram média
de severidade inferior a 10% (linha vermelha) foram considerados resistentes. Passo
Fundo-RS, 2019.
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Nas avaliacOes realizadas em plantulas, a cultivar Anahuac 75 apresentou a
maior média de severidade da doenca (25%), sendo considerada suscetivel a brusone
(Figura 7). As cultivares Santa Fé e Jagger também foram caracterizadas como sendo
suscetiveis a doenca, pois apresentaram valores de severidade de 20 e 15%,
respectivamente. Os outros nove genoétipos testados foram caracterizados como
resistentes a brusone no estadio de plantula. Entre esses, Fuller e JackPot foram os que
apresentaram a maior severidade média da doenca, igual a 10%. Para BRS Buriti e BRS
234 foram encontradas médias de severidade da doenca igual a 2 e 3%,
respectivamente. As cultivares Renan e TBIO Mestre apresentaram média de severidade
de brusone igual a 1%. A linhagem de cevada PFC 2010123, e as cultivares Pampeano e
BRS 229 apresentaram as menores meédias de severidade da doenca entre 0s genoétipos

caracterizados como resistentes, sendo respectivamente de 0,4, 0,7 e 0,9%.
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Figura 7. Severidade da brusone em folhas de em plantulas de trigo e cevada submetidas
a inoculacdo com isolados de Magnaporthe oryzae. Os geno0tipos que apresentaram
média de severidade inferior a 10% (linha vermelha) foram considerados resistentes.
Passo Fundo-RS, 20109.
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Na Figura 8, observa-se o numero de lesGes esporulativas no conjunto de
genotipos avaliados com base na viruléncia dos isolados de M. oryzae testados. Os
genotipos que apresentaram um numero médio de lesGes esporulativas inferior a um (1)
foram considerados resistentes. A cultivar Anahuac 75 apresentou o maior nimero de
lesbGes esporulativas, com média de sete lesdes, sendo considerada suscetivel a doenca.
As cultivares Santa Fé e Jagger apresentaram um ndmero médio de lesbes igual a 5,5,
sendo igualmente consideradas como suscetiveis a brusone neste estadio. As cultivares
Fuller e JackPot apresentaram média de 4,0 e 4,5 lesGes esporulativas respectivamente,
0 que as caracterizou como moderadamente suscetiveis a brusone. As cultivares BRS
Buriti, Renan e TBIO Mestre foram consideradas moderadamente resistentes a brusone
pois apresentaram um numero médio de (2) duas lesGes esporulativas. As cultivares de
trigo BRS 229 e Pampeano e a linhagem de cevada PFC 2010123 foram caracterizadas
como resistentes a doenca por apresentarem um namero medio de lesdes inferior a um
(1). Dentre os genotipos testados, apenas a linhagem de cevada PFC2010123 apresentou
lesbes de hipersensibilidade a doenca (tipo 1 e tipo 2), para todos os isolados do

patdgeno testados.
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Figura 8. NUumero de lesdes esporulativas em folhas de plantulas de trigo e cevada
submetidas a inoculacdo com isolados de Magnaporthe oryzae. Os genoétipos que
apresentaram um numero médio de lesdes da doenca inferior a 1 (linha vermelha) foram

considerados resistentes. Passo Fundo-RS, 2019.
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Na Tabela 3, é apresentada a classificacdo dos genotipos T&C de acordo com a
reagdo a brusone considerando as trés variaveis avaliadas no experimento e considerado
os critérios descritos no item “2.4. Avaliagdes”. Esta classificacdo representa a média de
todos os isolados, independente da eventual reacdo diferenciada para cada isolado. E um

tipo de avaliacdo basicamente de carater quantitativo.

Tabela 3. Classificacdo quanto a reacdo brusone de genotipos de trigo e cevada
submetidos a inoculagdo individualizada de suspensdes de conidios de Magnaporthe

oryzae. Passo Fundo-RS, 2019.

Variavel da doenca

Genotipo Severidade de ] 3
_ _ Numero de lesoes
Severidade em  lesOes esporulativas )
esporulativas em

espiga destacada em folhas de
folhas de plantulas
plantulas

1-Anahuac 75 S* S S
2-BRS 229 MR R

3-BRS Buriti MS R MR
4-Renan MR R MR
5-BRS 234 MR R MR
6-PFC 2010123 S R

7- Jagger MR S S
8-JackPot MR R MS
9-Fuller MR R MS
10-Santa Fé R S S
11-Pampeano MS R

12-TBIO Mestre MR R MR

*Reacgdo dos gendétipos: R, resistente; MR, moderadamente resistente; MS, moderadamente suscetivel; e

S, suscetivel.

Os resultados da reagdo de PCR observados no gel de agarose (Figura 9)
mostram que, dos 12 genotipos avaliados, apenas seis eram portadores da translocacao

2NS/AS, quais sejam, as quatro cultivares norte-americanas, Jagger, JackPot, Fuller e
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Santa Fé, a cultivar europeia Renan, e a cultivar brasileira TBIO Mestre. As cultivares
BRS 229 e BRS 234 que também apresentaram um alto grau de resisténcia nos estadios

de pléntula e planta adulta ndo eram portadoras da translocacdo 2NS/AS.
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Figura 9. Produto de amplificacdo do marcador para a translocacdo cromossomal
2NS/AS de Aegilops ventricosa visualizado em gel de agarose a 2%. (Marcador de peso
molecular; 50 bp DNA Ladder, Invitrogen, Cat. 10416-014). Os numeros correspondem
aos seguintes gendtipos: 1- Anahuac 75; 2 — BRS 229; 3 — BRS Buriti; 4 — Renan; 5 —
BRS 234; 6 — PFC 2010123 (linhagem de cevada); 7 — Jagger; 8 — JackPot; 9 — Fuller;
10 — Santa Fé; 11 — Pampeano; 12 — TBIO Mestre. Passo Fundo-RS, 2019. Imagem de

Jéssica Rosset Ferreira.

3.5 Discussao

O fato da brusone da espiga ser caracterizada como o principal problema
causado pelo fungo M. oryzae nas lavouras de trigo do Brasil (MACIEL, 2011; 2018)
determinou que a varidvel “viruléncia em espiga destacada” tivesse sido tratada com
maior detalhamento no presente trabalho. Assim, este tema recebeu mais espacgo e
atencdo, tendo preferéncia inclusive no seu posicionamento na ordem dos itens
apresentados. Esta também ¢ a razdo pela qual a analise comparativa entre isolados de
M. oryzae, de acordo com a severidade das espigas dos gendtipos T&C, foi realizada
contemplando duas abordagens de interpretacdo das reacfes de cada genotipo a infeccéo
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de cada isolado: (a) avaliacdo quantitativa a infeccdo estimada por valores de severidade
que variaram de 0 a 100% (Figura 3) e (b) avaliacdo qualitativa baseada em resposta
binéria, sendo categorizada por R ou S (Tabela 2).

A determinacdo de cinco GMs estabelecida pela analise de agrupamento (Figura
3) dos 91 isolados avaliados é um indicativo de consideravel variabilidade para o
fendtipo viruléncia em espigas destacadas. Além disso, a separacdo entre os GMs A e B
em relagdo aos GMs C, D e E evidencia uma intensa diferenga entre esses dois
segmentos de isolados quanto ao grau de severidade nas espigas. Esta diferenca €
bastante significativa em termos quantitativos, cujas médias dos grupos classificados
nos GMs A e B néo ultrapassaram 30%, enquanto que, por exemplo, no GM E, as
médias foram superiores a 50%.

Na analise de agrupamento apresentada na Figura 3, ndo se percebe a existéncia
de uma clara congregacdo de isolados que identifique algum tipo de caracteristica
comum envolvendo os fatores ano, estado e, muito menos, hospedeiro (cultivar de trigo
ou espécie), seja nos préprios grupos GM ou, até mesmo, nos grupos 01 a 10. O
agrupamento que diverge da afirmacdo anterior é para os dois isolados de M. grisea, Py
17.0.003 e Py 17.0.004, os quais estdo classificados no GM B (G04) e com a menor
média de severidade. Nesse sentido, Danelli (2015) ja determinou que isolados de M.
grisea foram menos virulentos em infecgdes de espigas destacadas de trigo do isolados

de M. oryzae obtidos do trigo.

Baseando-se na analise de agrupamento da varidavel “viruléncia em espigas
destacadas”, deve-se considerar a situagdo em que isolados de M. oryzae de outras
espécies de gramineas cultivadas e, até de gramineas invasoras, foram classificados em
em grupos de alta similaridade com isolados de M. oryzae do trigo. Nesse sentido,
destaca-se a condicdo dos isolados Py 13.0.001, Py 13.0.003 e Py 13.0.04, obtidos de
triticale; Py 15.0.001, obtido de azevém; e Py 15.0.003 e Py 15.0.005, obtidos de aveia
branca. Estes seis isolados foram classificados em grupos dos GMs C ou D que
apresentaram niveis elevados de severidade. Essas circunstancias apoiam a proposi¢éo
de que estas espécies hospedeiras possuem um destacado papel no desenvolvimento da

brusone como fonte de in6culo para a doenga ou de sobrevivéncia para M. oryzae. Esta
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afirmativa encontra suporte na perspectiva de que, por exemplo, M. oryzae que
consegue sobreviver em uma planta de azevem pode infectar trigo com um grau de

viruléncia igual ou superior ao M. oryzae naturalmente infectante do trigo.

Identificou-se que o nimero de grupos de viruléncia estabelecidos pelo padrao
de resposta binaria determinados no presente trabalho foi de 11 grupos de viruléncia (A’
a K’; Tabela 2), nimero superior ao que foi encontrado por Danelli (2015), que
identificou quatro grupos. A razdo que pode ser apontada para isso é que 0s gendtipos
C&T utilizados no presente trabalho sdo muito mais informativos e discriminatorios,
com maior grau de resisténcia a brusone do que os usados por Danelli (2015). Como
consequéncia disso, tem-se a situacdo de que, dos 144 isolados avaliados por Danelli
(2015), 80,5% deles foram classificados em um grupo em que todas as respostas eram
de Suscetibilidade (S). No presente trabalho, essa proporcao foi muito menor sendo que,
dos 91 isolados, 28,5% deles produziram esse tipo de resposta. Os dados apontam que
0s gendtipos C&T, por apresentarem maior resisténcia que os gendétipos utilizados por
Danelli (2015), por promoverem maior propor¢cdo de reacdes de Resisténcia (R),
possibilitaram a formacdo de um maior numero de grupos de viruléncia, significando

maior capacidade para distinguir a variabilidade de M. oryzae.

A infeccdo de M. oryzae em folhas é objeto de analise dos dendrogramas
relativos as variaveis “severidade de lesdes esporulativas em folhas de plantulas” e
“nimero de lesdes esporulativas em folhas de plantulas” (Figuras 4 e 5). Esta
circunstancia traz a discussao um dos pontos que menos esclarecidos sobre a brusone do
trigo, que é a determinacdo da real importancia que a infeccdo em folhas representam
para o desenvolvimento da doenca no campo (MACIEL, 2018). Cruz et al. (2015) ja
determinaram o quanto a producdo de conidios do fungo em folhas de trigo no campo é
significativa e, obviamente, tais esporos devem contribuir para o desenvolvimento de
epidemias de brusone no campo. O que ndo se sabe, entretanto, é se a disponibilidade de
conidios existentes no ar, produzidos no imenso conjunto de espécies hospedeiras que o
patdgeno possui, ja ndo seria suficiente para assegurar a ocorréncia das grandes

epidemias da doenca que frequentemente ocorrem no Brasil.
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Observa-se que a classificagdo ou distribuicdo dos isolados quanto a viruléncia
nas folhas das plantulas se mostrou bastante similar na comparagdo feita para as
variaveis “severidade de lesdes esporulativas em folhas de plantulas” (Figura 4) e
“nimero de lesdes esporulativas em folhas de plantulas” (Figura 5). No entanto, a
classificacdo dos isolados baseada nessas duas variaveis é bastante diversa daquela
determinada na avaliacdo das espigas destacadas. Tal afirmativa se exemplifica se
compararmos os isolados integrantes dos grupos denominados “mais virulentos”. No
caso da analise do agrupamento relativo a varidvel “viruléncia em espigas destacadas”
(Figura 3), os isolados mais virulentos foram classificados nos grupos G09 e G10 do
GM E. Os isolados mais virulentos nas varidveis “severidade de lesdes esporulativas em
folhas de plantulas” ¢ “numero de lesdes esporulativas em folhas de plantulas™ estdo
congregados nos grupos G04, G05 e G06 do GM G; e G05, G06 e GO7 do GM J,
respectivamente. O que se verifica € que ndo ha nenhum isolado comum nos grupos
formados a partir das avaliagdes feitas em “espigas” e em “folhas”. Esta situagdo
confirma que a avaliacdo de isolados de M. oryzae do trigo quanto a viruléncia gera
padrdes de classificacdo distintos, dependendo se o objeto de analise das infeccbes é a
folha ou a espiga, mesmo que os gendtipos usados nos dois procedimentos sejam 0s
mesmos. A opgdo por usar um ou outro padrdo depende do interesse e do objetivo da

analise a ser executada.

A identificacdo da cultivar Santa Fé como uma importante fonte de resisténcia a
brusone na espiga € de grande relevancia. O fato dessa resisténcia ser demonstrada em
espigas ja& € um aspecto a ser exaltado, ja que o principal problema associado a
ocorréncia de brusone no campo esta diretamente associado a infecgdo de M. oryzae
justamente nesse orgdo da planta. Soma-se a esta questdo, a superioridade que esta
cultivar demonstrou em termos de resisténcia, destacando-se dos demais genétipos C&T
de forma consideravel, o que a transforma em cultivar de grande interesse para
programas genéticos de melhoramento de trigo e demais estudos relativos a brusone do
trigo. Por outro lado, a linhagem de cevada PFC 2010123 e a cultivar Santa Fé
(considerando suas reacOes apresentadas na Tabela 3) sdo exemplos claros de que ndo
existe relacdo entre a resposta obtida em folhas de plantulas e em espiga destacada,
concordando com os relatos de Cruz et al. (2016) e Martinez et al. (2018) que néo

observaram relacao entre a resposta obtida nos estadios de plantula e planta adulta.
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Os resultados obtidos permitiram identificar gendtipos com grande potencial
para servirem como fontes de resisténcia & brusone em programas de melhoramento
genético do trigo, contribuindo na busca de combinagdes genéticas que visem o controle
da doenca através da construcdo de cultivares resistentes. No entanto, considerando que
o fungo estd em constante mudanca, se faz necessaria a caracterizacdo continua da
variabilidade do patdgeno por meio do uso de isolados, os mais recentes possivel, para
auxiliar no entendimento da dindmica da viruléncia de M. oryzae. Além disso, a
circunstancia de ter sido verificado a prevaléncia de isolados que promoveram reacdes
de suscetibilidade a todos os genotipos C&T avaliados, na interpretacéo das reacfes em
espiga de forma binéria, R ou S, sugerimos que a busca por gendtipos com genes ou
fatores de resisténcia que possam conferir resisténcia a esse grupo de isolados que se

mostraram predominante no conjunto de isolados avaliados deve continuar.

A observacdo dos dados apresentados na Tabela 3 indica que houve maior
interacdo entre os fatores deteccdo molecular do segmento cromossomal 2NS e a
variavel “severidade nas espigas destacadas”. As diferencas observadas nas rea¢des dos
gendtipos C&T com constatacdo molecular do segmento 2NS, especialmente
demonstrada no grau de severidade de brusone nas espigas destacadas, concorda com 0s
resultados obtidos por Cruz et al. (2016) e Pizolotto et al. (2017), os quais, observaram
que nem todos os genotipos de trigo portadores do segmento 2NS apresentaram uma
reducdo significativa na severidade da doenca na espiga, indicando que os efeitos que o
mesmo provoca em termos de resisténcia sofre a interferéncia de outros fatores,
possivelmente de natureza genética e/ou o ambiental, podendo influenciar na expressao
da resisténcia conferida por essa translocagéo. O fato das cultivares BRS 229 e BRS 234
ndo possuirem o segmento cromossomal 2NS as qualifica como objetos importantes de
estudo em relacdo a questdo da brusone do trigo pois, mesmo ndo tendo o referido
segmento, estas cultivares demonstraram um grau importante de resisténcia. De acordo
com Ferreira et al. (2018) a cultivar BRS 229 foi caracterizada como fonte de
resisténcia duravel a doenca no Brasil, abrindo novas perspectivas de exploracao de

fontes de resisténcia a M. oryzae, além da translocacdo 2NS/2AS.
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3.6 Conclusoes

a) Os grupos de viruléncia de Magnaporthe oryzae do trigo identificados estéo
amplamente distribuidos no pais;

b) A avaliacdo de isolados de M. oryzae do trigo quanto a viruléncia gera
padroes de classificacdo muito distintos, dependendo se o objeto de andlise das
infeccbes pelo patdgeno é a folha ou a espiga, mesmo que 0s gendtipos utilizados nos
dois tipos de procedimentos sejam 0S mesmos;

c) Devido a capacidade de hospedar variantes de M. oryzae com caracteristicas
de viruléncia similares aos que infectam plantas de trigo, gramineas cultivadas e
invasoras, tais como, triticale, aveias, azevém, cevada e capim suddo tém potencial para
desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento da brusone do trigo no campo,

seja como fonte de in6culo para a doencga ou de sobrevivéncia para o patdgeno;

d) A cultivar de trigo Santa Fe, por demonstrar um grau de resisténcia a brusone
diferenciado, assume um papel de grande importancia em acdes relativas a identificacdo
de fatores genéticos associados a resisténcia a doenca e no processo de geracdo de

cultivares no Brasil;

e) A resisténcia a brusone do trigo, demonstrada por gendtipos que ndo possuem
0 segmento cromossomal 2NS em seu genoma, qualifica tais gendtipos como detentores
de fatores genéticos associados a resisténcia a doenca que precisariam ser mais

pesquisados e avaliados.
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4 CAPITULO Il

Sobrevivéncia saprofitica de Magnaporthe oryzae em restos culturais de trigo

4.1 Resumo

A brusone do trigo causada pelo fungo Magnaporthe oryzae é uma doenca relativamente nova
que tem causado severos danos na producéo de trigo em paises da América do Sul, como Brasil,
Bolivia e Paraguai e, mais recentemente, também na Asia, em Bangladesh. Em regibes
temperadas a sobrevivéncia do indculo é limitada pelas baixas temperaturas. No entanto, em
regibes onde os efeitos das baixas temperaturas ndo sdo limitantes ainda se faz necessario
conhecer a sobrevivéncia de M. oryzae em restos culturais. O objetivo deste estudo foi
monitorar o desenvolvimento saprofitico de M. oryzae em restos culturais de trigo e explorar a
importancia dos restos culturais como fonte de indculo. As cultivares de trigo BRS 229 e
Anahuac 75, moderadamente e altamente suscetiveis a doenca, respectivamente, foram
inoculadas com uma suspensdo de esporos de 10° conidios mL™, utilizando um isolado
agressivo (Py 12.1.209) e um menos agressivo (Py 12.1. 132). No inicio da antese, uma por¢éo
de folhas, caules e espigas foram destacadas das plantas, e um grupo de dez lesdes foram
selecionadas aleatoriamente e marcadas em cada tipo de 6rgdo vegetal. Os 6rgdos vegetais
foram secos ao ar e colocados separadamente dentro de sacos de nylon e colocados no campo,
em resteva de azevém. O experimento foi realizado trés vezes em diferentes periodos. A cada 14
dias, amostras foram retiradas do campo e testadas quanto a esporulagdo. A sobrevivéncia do
fungo diminuiu rapidamente na raquis quando comparada com caules e folhas. A esporulagdo
do fungo foi observada nos restos culturais de trigo por até cinco meses. Com base nos
resultados deste estudo, a possibilidade de que o agente causal da brusone sobreviva em
condigdes subtropicais de uma safra para outra em restos culturais de trigo € muito baixa. O
manejo dos restos culturais ndo € um ponto chave para controlar o desenvolvimento da brusone.
Uma forte énfase deve ser dada a presenca de outros hospedeiros como fonte do indculo
primario, por exemplo, ervas daninhas da familia Poaceae.

Palavras-chave: 1. Brusone do trigo. 2. Restos culturais. 3. Indculo primério.

4.2 Introducéo

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma importante cultura no Brasil, responsavel
por aproximadamente metade das necessidades domésticas. As regides produtoras de
trigo estdo divididas em trés zonas principais: Centro, Centro-Sul e Sul. Esta Gltima,
constitui cerca de 90% da area de cultivo, mas o rendimento e a qualidade sdo
frequentemente reduzidos pelo excesso de chuvas e doencas fungicas (MUNARO et al.,

2014). Como resultado, a producdo de trigo foi se movendo gradualmente para a regido
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Central conhecida como Cerrado sob condicdes de irrigacdo ou sequeiro (GALINDO et
al., 2017). Na regido Central, os surtos de brusone ocorrem a cada 4 a 5 anos. Fernandes
et al. (2017) relataram que o aumento da umidade e temperaturas quentes foram
associados a surtos de brusone. E importante ressaltar que a brusone do trigo representa
um impedimento consideravel a producdo de trigo na regido do Cerrado, 0 que
representa um potencial de 5 milhdes de hectares para expansdo (BORNHOFEN et al.,
2018; CERESINI et al., 2018).

A brusone do trigo é causada pelo fungo ascomiceto Magnaporthe oryzae (Catt.)
B.C. Couch 2002 (anamorfo Pyricularia oryzae Cavara 1892) (COUCH e KOHN 2002;
ZHANG et al., 2016). O surgimento do patégeno causador da brusone no trigo €
relativamente recente e remonta a 1985, quando o patégeno foi relatado pela primeira
vez no estado do Parana, no Sul do Brasil (IGARASHI et al., 1986). O fungo M. oryzae
é subdividido em mudltiplas linhagens com uma gama limitada de hospedeiros, ou seja,
Oryzae, Triticum, Lolium, Setaria, entre outros (GLADIEUX et al.,, 2018). Cruz e
Valent (2017) forneceram uma revisdo extensa e atualizada da importancia, emergéncia
e disseminacdo da brusone na América do Sul e, mais recentemente, em Bangladesh, na
Asia. A importancia econdmica dessa doenca decorre do fato de que o fungo pode
reduzir a producdo e a qualidade do trigo (GOULART, 2005). As maiores perdas de
rendimento ocorrem quando as infeccOes na espiga comegcam durante a floracdo ou a
formacdo inicial de grdos (GOULART et al., 2007).

A doenca pode atacar todas as partes da planta acima do solo, mas pode-se
observar uma severa infeccdo da espiga com uma infeccdo minima nas folhas ou nos
colmos. Perdas de rendimento de até 100% foram relatadas em cultivares suscetiveis
(KOHLI et al.,, 2011). Os fungicidas séo ineficazes sob alta pressdo de doenca e
parcialmente eficazes sob pressdo moderada a baixa. Foi relatado que um segmento de
translocacdo de 2NS de Aegilops ventricosa confere resisténcia moderada a brusone do
trigo em alguns gendtipos (CRUZ et al., 2016). No entanto, na Bolivia, durante a
epidemia de 2015, a melhor resisténcia disponivel foi insuficiente para controlar a
explosdo (VALES et al., 2018). As razfes para a erratica ocorréncia de epidemias de

brusone sdo desconhecidas, mas uma possivel explicacdo é que 0s surtos sdo
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consequéncia de condicdes climaticas especificas que favorecem o acimulo de inoculo
antes do estagio reprodutivo do trigo (FERNANDES et al., 2017).

Nas regides Centro e Centro-Sul do Brasil, o trigo € cultivado em sequéncia
com culturas de verdo, como soja e milho. Normalmente, as cultivares de trigo tém
ciclos curtos de 110 a 120 dias e o rendimento € de cerca de 2 a 3 toneladas/ha. Em
teoria, uma cultura do trigo pode retornar para a mesma area em intervalos de 9 meses.
Na paisagem, areas com gramineas nativas ou cultivadas com potenciais hospedeiros de
M. oryzae sdao comuns e podem contribuir para a fonte de inoculo do trigo
(MARANGONI et al., 2013; CHAVEZ e KOHLI 2015; CASTROAGUDIN et al.,
2016).

A prevaléncia de chuvas e temperaturas quentes garante a sobrevivéncia do
patdgeno durante os meses de verdo e outono em diferentes materiais vegetais. O
acumulo de indéculo envolve potencialmente a dispersdo de multiplas estruturas
fangicas, como conidios e micélios, oriundos de plantas hospedeiras da doenca, para 0s
locais das plantagdes. O fungo M. oryzae é um patégeno hemibiotréfico que possui uma
fase biotrdfica inicial seguida por uma fase necrotrofica (HORBACH et al., 2011).
Magnaporthe oryzae pode sobreviver em tecidos vivos e mortos de muitas espécies de
Poaceae (MACIEL et al., 2014), além de sobreviver em sementes infectadas (REIS et
al., 1995; DIAS MARTINS, 2004). A adoc¢do generalizada de praticas de plantio direto
em regides produtoras de trigo no Brasil pode contribuir para prolongar o periodo de
sobrevivéncia. Portanto, os detritos das culturas na superficie do solo podem fornecer

um substrato adequado para a sobrevivéncia e multiplicacdo do in6culo.

A importéncia dos residuos culturais como fontes potenciais de inéculo pode
depender de varios fatores. Estes incluem a intensidade da doenca na cultura anterior,
sequéncia de culturas, taxa de decomposicdo dos residuos, competitividade do patégeno
e potencial de esporulacdo e condic¢des climaticas (FERNANDEZ et al., 1993; LI et al.,
2014). Harmon e Latin (2005), no estado de Indiana, EUA, mostraram que M. oryzae
poderia sobreviver em residuos de culturas de azevém previamente infectados (Lolium
multiflorum Lam.). No entanto, com um clima temperado, a magnitude da sobrevivéncia

do patégeno pode ser insuficiente para que essas populagdes sirvam como fonte de
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indculo primario para resultar em um surto de brusone durante o verdo. Em contraste,
em Madagascar, Africa, a esporulacio do fungo foi observada em restos culturais de
arroz deixados na superficie do solo por até 18 meses, indicando que sob condic¢des de
campo, a presenca de residuos culturais de arroz infectados poderia desencadear uma
epidemia de brusone (RAVELOSON et al., 2018).

E amplamente aceito que o inoculo do patégeno presente na palhada na
superficie do solo aumenta o risco de epidemias de brusone em condic¢Bes favoraveis
para o desenvolvimento da doenca, mas o conhecimento sobre a capacidade de
sobrevivéncia do patogeno na palha é limitado. No Brasil, com clima subtropical, a
importancia relativa dos residuos de trigo como reservatorio de indculo primério de M.
oryzae para a proxima safra de trigo é desconhecida. Portanto, o objetivo deste estudo
foi investigar a persisténcia de M. oryzae na palhada de trigo em decomposicdo sob
diferentes condicGes. A avaliacdo da sobrevivéncia de M. oryzae em residuos culturais
de trigo em decomposicdo deve fornecer uma melhor compreensdo do papel dos

residuos como fonte de indculo.

4.3 Material e Métodos

O trabalho foi realizado em duas partes, a primeira em casa-de-vegetacao e a
segunda no campo, ambas na estacdo experimental da Embrapa Trigo, Passo Fundo,
RS, Brasil (28° 15 'S, 52° 24" W). O clima local é do tipo Cfa (clima temperado
chuvoso) de acordo com a classificacdo de Koppen, e o solo é um Latossolo Vermelho
distrofico tipico (STRECK et al., 2008).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com trés fatores:
orgdos da planta (espiga, colmo e folha), cultivares de trigo (Anahuac 75 e BRS 229) e
isolados de M. oryzae (Py 12.1.132 e Py 12.1.209). O experimento foi realizado trés
vezes em diferentes periodos: Agosto de 2015 a fevereiro de 2016 (experimento A);
Junho de 2016 a novembro de 2016 (experimento B); Dezembro de 2016 a marco de
2017 (experimento C).
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4.3.1 Cultivares de trigo

A escolha das cultivares de trigo utilizadas neste estudo baseou-se em estudos
anteriores indicando que Anahuac 75 foi mais suscetivel a brusone do que BRS 229
(dados ndo mostrados). Anahuac 75 é um cultivar desenvolvido pelo CIMMYT (Centro
Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo), langado para cultivo comercial no
México em 1975 (CIMMYT, 1977) e introduzido no Brasil no final da década de 1970.
BRS 229 é uma cultivar desenvolvida pela Embrapa e comercialmente lancada em 2004
(BRUNETTA et al., 2006). Cinco sementes de cada cultivar foram plantadas em dez
vasos plasticos com 22 cm de didmetro contendo oito litros de solo. Um total de 20
vasos foram colocados em casa-de-vegetagdo com regime de temperatura de 24 °C dia /
19,5 °C noite. Durante o periodo em que as plantas permaneceram na casa-de-
vegetacdo, o regime tipico de luz / duracdo do dia para esta regido foi de

aproximadamente 13 h.

A composigdo quimica dos tecidos vegetais foi analisada em ambas as cultivares
de trigo por meio de Espectroscopia de Infravermelho Proximo (NIR). O principio da
analise NIR consiste na aplicacdo de diferentes comprimentos de onda, com base nas
diferentes caracteristicas de absorcdo e dispersdo da luz, avaliando quantitativa e
qualitativamente os componentes moleculares dos tecidos biol6gicos. As amostras
foram secas a uma temperatura de 60 °C sob circulacdo de ar durante 48 h. Apds a
secagem, as amostras foram moidas (1 mm) em moinho do tipo Wiley e submetidas ao
NIR. Posteriormente, as amostras foram analisadas pelo método fisico-quimico para as
seguintes varidveis: MS = matéria seca; FDA = fibra em detergente acido; PB =
proteina bruta; DMS = digestibilidade da matéria seca; FDN = fibra em detergente

neutro; NDT = nutrientes digestiveis totais.

4.3.2 Isolados do fungo

Os isolados de M. oryzae utilizados neste estudo foram selecionados a partir da
coleta de isolados arquivados na Embrapa Trigo. Esta colecéo reunida em 2012 contém
isolados de diferentes regides do Brasil. Intencionalmente, foi selecionado um isolado

agressivo (Py 12.1.209) e um menos agressivo (Py 12.1.132). A agressividade de cada
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isolado foi baseada na reacdo susceptibilidade das cultivares de trigo nos estadios de
plantula e planta adulta (DANELLI, 2015). Ambos os isolados foram obtidos de plantas
de trigo sintomaticas; Py 12.1.132 de plantas coletadas no municipio de Amambai, MS
(19° 02 'S, 55° 16" W), e o isolado Py 12.1.209, de plantas coletadas no municipio de
Sdo Borja, RS (28° 41 'S, 55° 16" W). Os isolados foram cultivados em placas contendo
meio 4gar-aveia (aveia, 60 g / L). Para o preparo do indculo, as placas foram inundadas
com &gua destilada acrescida de Tween 80® (0,01%) e um pincel foi utilizado para

desalojar os conidios. A suspenséo de conidios foi ajustada para 10° esporos mL™.

4.3.3 Residuos culturais de trigo infectados

Ambas as cultivares de trigo foram inoculadas no estadio de crescimento 61 da
escala de Zadoks et al. (1974), por meio de um atomizador de plastico portéatil. Apds a
inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara de crescimento por 24 horas com
auséncia de fotoperiodo, temperatura de 24 °C e UR> 90% (Figura 1A). Ap6s 24 h, o
fotoperiodo foi ajustado para 12 h e a UR para aproximadamente 60 a 70%. As plantas
permaneceram nessas condi¢cdes por 10 dias, coincidindo com a observacdo dos
sintomas da brusone. Na maturidade, espigas, colmos e folhas foram removidos das
plantas com sintomas da doenca de ambas as cultivares de trigo e para cada isolado. Nas
hastes e folhas, lesbes da doenca foram marcadas com o auxilio de pincel atdmico
vermelho ndo toxico (Figura 1B). Colmos, folhas e espigas foram colocados
separadamente em sacos de nylon (0,5 x 0,5 m). A combinacdo do isolado, cultivar e
tipo de residuo resultou em um total de 12 sacolas. Esses sacos foram etiquetados e
distribuidos no campo em uma area de campo coberta com gramineas, incluindo o

azevém (Lolium multiflorum Lam.) (Figura 1C).
4.3.4 Monitoramento dos restos culturais de trigo no campo

Amostras de cada saco de nylon foram coletadas e levadas ao laboratério em
intervalos de 14 dias. Cinco subamostras selecionadas aleatoriamente com duas lesdes
marcadas foram removidas de cada bolsa com hastes e folhas. Essas partes foram

cortadas em segmentos de 5 cm de comprimento (Figura 1D) e lavadas em agua
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corrente. Em seguida, os segmentos foram embebidos em solucdo de hipoclorito de
sodio a 0,5% por 1 min e depois enxaguados em agua corrente por 1 min.

Um grupo de cinco espigas foi selecionado aleatoriamente a partir de sacos de
nylon contendo espigas. Foram removidas as espiguetas, mantendo-se apenas a raquis
com os pontos de infeccdo. Finalmente, as rdquis e 0s segmentos de 5 cm de hastes e
folhas foram colocados sobre papel absorvente previamente umedecido dentro de caixas
plasticas transparentes (35 mm de altura x 110 mm de largura x 110 mm de
comprimento). Um grupo de 10 lesdes foi selecionado aleatoriamente em cada 6rgao da
planta (Figura 1E). As caixas plasticas foram transferidas para uma camara de
crescimento com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 + 2 ° C por 3 dias para
promover a esporulacdo de M. oryzae. Apdés 3 dias, as lesbes marcadas foram
examinadas sob um microscopio de dissecacdo para a presenca / auséncia de
conidioforos contendo conidios de M. oryzae (Figura 1F). Uma variavel binaria (0 =

auséncia de esporulacdo e 1 = presenca de esporulacdo) foi atribuida a cada amostra.

Figura 1. Sequéncia cronologica utilizada nos experimentos A, B e C. Plantas na cAmara

de crescimento apos inoculacdo (1A); Lesbes da doenga em residuos de trigo circuladas
com tinta vermelha por meio de um pincel atémico (1B); Sacos de nylon com os
residuos de trigo inoculados distribuidos no campo em area com azevém (1C);
Amostras dos residuos de trigo com tamanho meédio de 5 cm, com as lesGes previamente
circundadas em vermelho (1D); Cinco espécimes de cada Orgdo vegetativo com um

grupo de dez lesdes que foram selecionados aleatoriamente e colocados em caixas
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plasticas transparentes (1E); As lesdes marcadas em vermelho foram examinadas sob
um microscopio de dissecacdo para identificacdo de conidioforos portadores de conidios
de P. oryzae (1F).

4.3.5 Dados meteoroldgicos

Os dados meteoroldgicos foram obtidos da rede automatizada de estacOes
meteoroldgicas do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia). A estacdo
meteoroldgica automatizada estava localizada a aproximadamente 700 m do local onde
foram realizados os experimentos. As leituras diarias de temperatura (°C), umidade
relativa (%) e precipitacdo (mm/h) foram disponibilizadas.

4.3.6 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017). Inicialmente, foi realizada uma anélise
descritiva para determinar as frequéncias absolutas e relativas e comparar as cultivares,
isolados, 6rgdos vegetais e periodos de exposicdo dos residuos de trigo no campo. Os
dados associados a sobrevivéncia de M. oryzae durante os periodos experimentais foram
submetidos a analise de sobrevivéncia utilizando o pacote Survival (THERNEAU e
GRAMBSCH, 2000; Modeling Survival Data: Extending the Cox Model. Springer,
Nova York, ISBN 0-387-98.784 -3). Realizou-se a analise de sobrevivéncia de Kaplan-
Meier, com uma probabilidade cumulativa de sobrevivéncia baseada na esporulacdo dos
dias estimados, de acordo com cada varidvel de interesse e periodo de exposi¢cdo dos
residuos de trigo ao ambiente. Por convencdo, as plotagens de Kaplan-Meier sdo
representadas com etapas para indicar o tempo em que o evento terminal (a esporulagdo
cessa) ocorre e o sinal (+) para indicar observagdes censuradas (GOEL, et al., 2010). A
significancia estatistica foi avaliada pelo Logrank test, que avaliou a hipotese nula de
que ndo houve diferenca entre as curvas de sobrevida de cada tratamento, ou seja, a
probabilidade de uma leséo cessar a esporulagdo em qualquer momento foi a mesma em
todas as cultivares, orgdos, isolados ou periodos de exposicdo dos residuos de trigo no

campo.
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Um modelo de regressdo de Cox ou de riscos proporcionais foi usado para
calcular a razdo de risco ou risco (HR) na analise de sobrevivéncia, com um intervalo de
confianca (IC) de 95%. A analise univariada foi seguida por andlise multivariada. As
associacOes foram consideradas estatisticamente significantes com nivel de significancia

inferior a 5%.

4.4 Resultados

Houve diferencas estatisticas (p <0,0001) entre os trés experimentos (Figura 2).
Comparando as curvas de sobrevivéncia entre os experimentos, foi observada uma
diferenca significativa na taxa de sobrevivéncia. A duracéo do periodo de sobrevivéncia
para M. oryzae nos restos culturais de trigo foi de aproximadamente 140, 160, 80 dias
nos experimentos A, B e C, respectivamente (Figura 2). No experimento C, o periodo
de esporulacdo do patdgeno foi menor (Figura 2), embora durante esse experimento a
menor temperatura nunca tenha sido negativa, diferentemente dos experimentos A e B,
onde foi observada uma reducdo na taxa de esporulacdo do patdgeno na ocorréncia de
temperaturas negativas. Adicionalmente, a precipitacdo acumula foi de 537,6 mm no
experimento C, enquanto que nos experimentos A e B a precipitacdo acumulada foi de
1218,8 e 886,4 mm, respectivamente. Em suma, o numero de lesbes esporulativas foi
drasticamente reduzido em cada observacdo no experimento C, enquanto nos

experimentos A e B, a reducdo ocorreu gradativamente.
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Experimentos: A +«B =cC

—1_\1

Probabilidade de sobrevivéncia

p < 0.0001
. :
Tempo em dias
Nimero de risco
A 1100 900 800 600 500 300 200 100 0
B = 1200 1000 900 700 600 400 300 200 0
C 658 469 374 184 89 0 0 0 0

Tempo em dias
Figura 2. Curvas de Kaplan-Meier calculadas para cada experimento sobre as cultivares
Anahuac 75 e BRS 229 e ambos os isolados de M. oryzae (Py 12.1.132 e Py 12.1.209)
(N=360). Linhas verticais curtas representam dados censurados e as cores sombreadas

representam intervalos de confianca de 95%. Passo Fundo — RS, 2019.

Os resultados da analise univariada de Cox sdo apresentados na Tabela 1. Entre
os experimentos A, B e C, a taxa de esporulacdo nos residuos culturais de trigo no
experimento C foi menor, reduzindo o tempo de sobrevivéncia de M. oryzae (HR = 1,6,
Sx = 0,069). Na comparagédo dos dois isolados, a taxa de sobrevivéncia do isolado Py
12.1.209 foi maior (HR = 1,1, Sx = 0,050); no entanto, ndo foi significativamente
diferente da taxa de sobrevivéncia de Py 12.1.132. O maior periodo de sobrevivéncia de
ambos os isolados do fungo foi observado na cultivar BRS 229 (HR = 0,9, Sx = 0,050);
embora quando comparado com a cultivar Anahuac 75, a diferenca nao foi significativa.
Para os trés érgdos, a menor probabilidade de sobrevivéncia de M. oryzae ao longo do
tempo foi na raquis (HR = 1,8, Sx = 0,063).
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Tabela 1. Analise univariada de Cox para variaveis preditivas do nimero de lesdes de
M. oryzae. Passo Fundo — RS, 2019.

Caracteristicas de N =360 p-valor
Sobrevivéncia
HR Sx
Experimento A - - -
0.9 0.057 0.009
C 1.6 0.069 <0.006
Isolado Py 12.1.132 - - -
Py 12.1.209 1.1 0.050 0.160
Cultivar Anahuac 75 - - -
BRS 229 0.9 0.050 0.04
Orgéo Folha - - -
Colmo 1.1 0.059 0.320
Raquis 1.8 0.063 <0.002

HR, hazard ratio; Sy, erro padrao.

O modelo de regressdo multivariada de Cox é apresentado na Tabela 2. As
diferencas e semelhancas entre as caracteristicas de sobrevivéncia determinadas na
analise univariada de Cox foram as mesmas que as determinadas na analise multivariada
de Cox. As variaveis preditivas para a reducdo no tempo de sobrevivéncia de M. oryzae
em restos culturais de trigo foram: experimento C (HR = 1,6; IC 1,42-1,86); a cultivar
BRS 229 (HR =0,9; IC 0,80-0,97); Py 12.1.209 (HR = 1,1, IC 0,99-1,21) e raquis (HR
=1,8, IC 1,59-2,04).
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Tabela 2. Analise multivariada de Cox para variaveis preditivas do nimero de lesdes de
M. oryzae. Passo Fundo — RS, 2019.

NUmero NUmero de

Caracteristicas de total de lesGes HR 1C95%  p-valor
sobrevivéncia lesbes  esporulativas

Experimento A 1.200 1.100 - - -
1.320 1.200 09 0.78-0.97 0.010
C 840 658 1.6 1.42-1.86 <0.001

Isolado Py 12.1.132 1.680 1.497 - - -
Py 12.1.209 1.680 1.461 1.1 0.99-1.21 0.071

Cultivar Anahuac 75 1.680 1.460 - - -
BRS 229 1.680 1.498 0.9 0.80-0.97 0.012

Orgéo Folha 1.200 1.194 - - -
Colmo 1.320 1.200 1.1 094-1.19 0.330
Raquis 840 564 1.8 1.59-2.04 <0.002

HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianca.

Durante os trés experimentos ocorreram variagdes no gradiente de temperatura,
0 que indicou que o fungo M. oryzae poderia sobreviver nos residuos culturais de trigo
mesmo com grandes oscilacBes térmicas. A amplitude térmica no experimento A foi de
33,1 °C, no experimento B de 34,0 °C e na experimento C de 20,7 °C. No entanto, uma
reducdo na taxa de esporulacdo do patdgeno foi observada quando exposta a
temperaturas negativas nos experimentos A e B. No experimento B, a taxa de
esporulacdo nos restos culturais de trigo foi menor que nos experimentos A e C,
demonstrando uma forte influéncia da temperatura na decomposicéo dos restos culturais

de trigo.
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No experimento A, realizado de agosto de 2015 a fevereiro de 2016, houve
ocorréncia de precipitacdo em 73 dias, e a temperatura média nos dias em que a
precipitacdo foi registrada foi de 19,7 °C. A duracdo do periodo de sobrevivéncia de M.
oryzae nos restos culturais de trigo foi de aproximadamente 140 dias (Figura 2) e a
precipitacdo acumulada durante todo o periodo foi de 1218,8 mm (Figura 3), que em
média representou 8,75 mm de chuva / dia de experimento. O nimero de dias que
choveu pelo menos 1 mm foi 63. Em média, isto significa que choveu pelo menos 1 mm
a cada 2,22 dias. A temperatura minima de -0,3 °C foi observada em 12 de setembro e a
méaxima de 32,8 °C foi observada em 24 de janeiro. A temperatura média durante todo o
experimento foi de 25,5 °C (Figura 3).
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Figura 3. Caracterizacdo das condi¢bes climaticas em Passo Fundo, RS, durante o

experimento A.

No experimento B, realizado de junho de 2016 a novembro de 2016, a
precipitacdo foi registrada em 62 dias, e a temperatura média em dias chuvosos foi de
14,5 °C. A duragdo do periodo de sobrevivéncia de M. oryzae em restos culturais de
trigo foi de aproximadamente 160 dias (Figura 2) e a precipitacdo acumulada durante

todo o periodo foi de 886,4 mm (Figura 4), que, em média, representa 5,54 mm de
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chuva / dia de experimento. O nimero de dias que choveu pelo menos 1 mm foi 44. Em
meédia, isto significa que choveu pelo menos 1 mm a cada 3,64 dias. A temperatura
minima de -2,6 °C foi observada em 12 de junho e a temperatura maxima de 31,4 °C foi
observada em 7 de novembro. A temperatura média durante todo o experimento foi de
14,8 °C (Figura 4).
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Figura 4. Caracterizacdo das condi¢fes climéaticas em Passo Fundo, RS, durante o
experimentos B.

No experimento C, realizado de dezembro de 2016 a marco de 2017, a chuva foi
registrada em 52 dias e a temperatura média nos dias chuvosos foi de 22,8 °C. A
temperatura mais baixa, 11,9 °C, foi observada em 7 de fevereiro e a mais alta, 32,6 °C,
em 26 de dezembro. O periodo de sobrevivéncia de M. oryzae nos restos culturais de
trigo foi de aproximadamente 80 dias (Figura 2), e a precipitacdo acumulada durante
todo o periodo do experimento foi de 537,6 mm (Figura 5), que, em média, representa
6,72 mm de chuva / dia de experimento. O ndmero de dias que choveu pelo menos 1
mm foi 40. Em meédia, isso significa que choveu pelo menos 1 mm a cada 2 dias. A

temperatura média ao longo do experimento foi de 23 °C (Figura 5).
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Experimento C
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Figura 5. Caracterizacdo das condi¢bes climaticas em Passo Fundo, RS, durante o

experimentos C.

Durante os cinco meses do experimento A, a temperatura média durante os dias
chuvosos foi proxima a 20 °C, e o volume acumulado de chuvas foi de
aproximadamente dois tercos do total previsto para o ano inteiro. Com o maior volume
de chuva acumulado no experimento A entre 0s trés experimentos, a taxa de
esporulacdo nos restos culturais de trigo em A foi maior do que no experimento B; no
entanto, a taxa foi menor do que no experimento C, porque a temperatura nos dias com

a precipitacdo foi maior no experimento C.

A anélise de sobrevivéncia ndo revelou diferencas significativas (p <0,16) nas
curvas de sobrevivéncia entre os isolados Py 12.1.132 e Py 12.1.209 ao longo do tempo
nos trés experimentos (Figura 6). O numero total de lesGes esporulativas de M. oryzae
nos restos culturais de trigo nos trés experimentos variou de acordo com o periodo de
sobrevivéncia do patégeno. No tempo zero, a soma das lesdes esporulativas encontradas
em raquis, folhas e colmos foi de 1497 para o isolado Py 12.1.132. Ja para o isolado Py
12.1.209 o total de lesdes esporulativas foi de 1461 (Figura 6), no entanto, ambos 0s
isolados eram iguais estatisticamente. Do tempo zero ao tempo 140, o nimero de lesbes
esporulativas de ambos os isolados diminuiu gradualmente. No tempo 140, o nimero de

lesGes esporuladas foi muito semelhante para ambos os isolados, com 152 lesdes para o
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isolado Py 12.1.132 e 148 lesdes para o isolado Py 12.1.209. No tempo 154, ndo foram

observadas lesdes esporulativas nos restos culturais de trigo para ambos os isolados.

Isolados: = Py 132 = Py 209
Lod
2
z
>
5
a .
g "
=l
L]
= | —
3
ﬁ p=0.16
o
Tempo em dias
MNimero de risco
P13z == 14487 1197 1047 747 547 352 252 152 0
Fy209 == {451 1172 1027 Tar 592 348 248 148 0

Tempo em dias
Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier calculadas para os isolados Py 12.1.132 e Py
12.1.209 de M. oryzae colonizando Anahuac 75 e BRS 229 durante o0s trés
experimentos (N = 120). Linhas verticais curtas representam dados censurados e as
cores sombreadas representam intervalos de confianca de 95%. Passo Fundo — RS,

2019.

A sobrevivéncia dos dois isolados de M. oryzae nos restos culturais de trigo de
ambas as cultivares ao longo dos trés experimentos foi significativamente diferente
(Figura 7). Comparando o numero total de lesGes nos trés experimentos, o nimero de
lesGes esporulativas foi maior na cultivar BRS 229 do que em Anahuac 75. Entretanto, a
diferenca foi observada apenas do tempo zero ao tempo 84, ap6s o qual, o nimero de

lesGes esporulativas em ambas as cultivares foi 0 mesmo.
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Cultivares: Anahuac 75 ~ BRS 229
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Figura 7. Curvas de Kaplan-Meier calculadas para as cultivares Anahuac 75 e BRS 229
para os dois isolados de M. oryzae (Py 12.1.132 e Py 12.1.209) e para 0s trés
experimentos (N = 120). Linhas verticais curtas representam dados censurados e as

cores sombreadas representam intervalos de confianca de 95%. Passo Fundo —RS, 2019.

Apesar dessa diferenca observada entre as duas cultivares na fase inicial de
avaliacdo da capacidade de esporulacdo, 0 método NIR (Tabela 3) mostrou uma grande
similaridade entre os dois gendtipos de trigo avaliados em relacdo a sua composicdo

quimica.
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Tabela 3. Composicdo quimica! das cultivares de trigo Anahuac 75 e BRS 229 com

base na Espectroscopia de Infravermelho Proximo (NIR). Passo Fundo —RS, 2019.

Composi¢do bromatolégica Cultivar
Anahuac 75 BRS 229

MS (%) 16.01 15.25
Composicgéo da MS (%)

FDA 23.56 22.17
PB 18.04 20.00
DMS 70.54 71.63
FDN 54.72 51.56
NDT 71.34 72.32

IMS = matéria seca; FDA = fibra em detergente &cido; PB = proteina bruta; DMS = digestibilidade da
matéria seca; NDF = fibra em detergente neutro; NDT = nutrientes digestiveis totais.

Os resultados mostraram que o nimero de lesdes esporulativas nas folhas, raquis

e colmos diminuiu com o tempo (Figura 8). A esporulacdo nédo foi observada apos 154

dias de exposicao dos restos culturais de trigo no campo.
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Orgdos: Folhas = Raguis — Colmos

Probabilidade de sobrevivéncia

p < 0.0001

Tempo em dias
Nimero de risco

Folhas 1184 954 834 594 474 280 200 120 0
Raquis == 564 455 400 290 235 140 100 60 0
Colmos 1200 960 840 600 480 280 200 120 0

Tempo em dias

Figura 8. Curvas de Kaplan-Meier calculadas para os 6rgdos de Anahuac 75 e BRS 229
sobre ambos os isolados de M. oryzae (Py 12.1.132 e Py 12.1.209) nos trés
experimentos (N = 360). Linhas verticais curtas representam dados censurados e as

cores sombreadas representam intervalos de confianca de 95%. Passo Fundo —RS, 2019.

Uma curva de sobrevivéncia mais curta foi observada na raquis quando
comparado a folhas e colmos. As curvas de sobrevivéncia para os isolados foram
semelhantes. Nos experimentos A, B e C, o menor periodo de sobrevivéncia do agente
patogénico nos restos culturais de trigo ocorreu na raquis, € 0 numero de lesdes

esporulativas reduziu gradativamente desde o inicio das avaliagdes.
4.5 Discussao

Este estudo mostrou que as varidveis climaticas interferiram diretamente no
tempo de decomposicdo dos residuos vegetais e, provavelmente, na taxa e periodo de
esporulacdo do patdgeno. Neste contexto, o resultado mais notavel deste estudo foi a
duracéo do periodo de esporulacdo de M. oryzae em restos culturais de trigo, que variou
de 140 e 160 dias em agosto de 2015 a fevereiro de 2016 e junho de 2016 a novembro

de 2016, respectivamente, e para 80 dias em dezembro de 2016 a marco de 2017. Entre
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os fatores ambientais que afetaram os restos culturais de trigo no campo, concluimos

que a temperatura teve o efeito mais importante na esporulagdo de M. oryzae.

Notavelmente, as temperaturas médias mais baixas observadas durante agosto de
2015 a fevereiro de 2016 e junho de 2016 a novembro de 2016 foram criticas para que
M. oryzae continuasse esporulando por um periodo maior do que em dezembro de 2016
a marco de 2017. E plausivel especular que a interagdo entre fatores como a quantidade
e a frequéncia das chuvas e as temperaturas que ocorreram ao longo dos experimentos
pode ter alguma influéncia nas diferencas observadas entre os trés experimentos. No
entanto, nada parece ter sido mais determinante e importante do que as temperaturas
médias mais baixas durante agosto de 2015 a fevereiro de 2016 e junho de 2016 a
novembro de 2016.

Além disso, ficou evidente que o declinio na proporcdo de lesdes esporulativas
foi muito distinto em dezembro de 2016 a marco de 2017 do que em agosto de 2015 a
fevereiro de 2016 e junho de 2016 a novembro de 2016. Por exemplo, nos primeiros 20
dias apds a primeira avaliacdo essa grande diferenca entre os experimentos era evidente.
Naquele periodo, houve reducdes de 18,18%, 16,67 e 28,72% no percentual de lesbes
esporulativas em agosto de 2015 a fevereiro de 2016, junho de 2016 a novembro de
2016 e dezembro de 2016 a margo de 2017, ou seja, 0 nimero de lesdes esporulativas
variou de 1100 a 900, de 1200 a 1000 e de 658 a 469, respectivamente.

Embora o nimero total de dias com atividade de esporulacdo em agosto de 2015
a fevereiro de 2016 e de junho de 2016 a novembro de 2016 (140 e 160 dias,
respectivamente) fosse relativamente semelhante, eles eram estatisticamente diferentes.
Essa diferenga foi maior ou menor em cada uma das 11 avaliagdes realizadas em ambos
os experimentos. E possivel listar alguns fatores que podem ter favorecido a variaco
entre os dois experimentos. A temperatura nos dias com precipitacdo foi maior em
agosto de 2015 a fevereiro de 2016 (19,7 °C) do que em junho de 2016 a novembro de
2016 (14,5 °C), o volume total de precipitacdo foi maior em agosto de 2015 a fevereiro
de 2016 (1218,8 mm) que em junho de 2016 a novembro de 2016 (886,4 mm), ou o
intervalo de tempo com auséncia de chuvas foi menor em agosto de 2015 a fevereiro de
2016 (2,2 dias) do que em junho de 2016 a novembro de 2016 (3,64 dias). No entanto, o
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que parece ser 0 mais provavel € que a combinacdo desses fatores forneceu uma
condicdo mais favoravel para que o periodo de esporulacdo fosse maior em junho de
2016 a novembro de 2016 do que em agosto de 2015 a fevereiro de 2016.

Ambos os isolados de M. oryzae utilizados nesse trabalho foram obtidos em
locais muito distantes um do outro, separados por mais de 700 km de distancia ao norte
e 10 graus de latitude; Py 12.1.132 (19° 02 'S, 55 °16' W) e Py 12.1.209 (28° 41 'S, 55°
57" W). Outro ponto importante na diferenca entre os dois locais, é o seguinte: Py
12.1.132 é de uma regido onde a ocorréncia da brusone do trigo é bastante comum e é
também uma das razdes pelas quais os produtores da regido estdo abandonando o
cultivo de trigo (CALLAWAY, 2016). Em contraste, Py 12.1.209, foi obtido a partir de
um local onde a brusone de trigo ndo tem importancia econdémica e as condicOes
climaticas ndo sao as mais favoraveis para ele. Apesar das diferencas climaticas entre o0s
locais para os quais os isolados foram obtidos, nenhuma diferenca foi observada na
sobrevivéncia entre eles. Os resultados também apontaram que as diferencas de
viruléncia apresentadas pelos dois isolados (dados ndo mostrados), que foi o critério
adotado para sua escolha nesse estudo, ndo influenciaram na sua capacidade de

sobrevivéncia.

Nosso estudo sugere que é possivel especular que o principal fator responsavel
pela diferenca observada entre Anahuac 75 e BRS 229 em relacdo a capacidade de
sobrevivéncia de M. oryzae pode estar relacionado aos diferentes niveis de resisténcia
genética a brusone presentes em cada uma das cultivares. Essa condicdo ja foi
demonstrada em varios estudos que mostraram que a cultivar BRS 229 é mais resistente
a brusone do que Anahuac 75 (MACIEL et al., 2014). Além disso, devido a sua grande
susceptibilidade a brusone, a cultivar Anahuac 75 tem sido utilizada como controle em
experimentos conduzidos no campo e sob condi¢Bes controladas (REGES et al., 2016).
Segundo Inoue et al. (2017), a cultivar Anahuac 75 ndo possui 0 gene de aviruléncia
Pwt3, cujos produtos provocam respostas de defesa em cultivares de trigo contendo o
correspondente gene de resisténcia Rwt3; portanto, a maior taxa de decomposicao pode
estar associada a maior agressividade do patégeno na cultivar Anahuac 75 do que na
cultivar BRS 229.
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Diferencas nos componentes quimicos dos restos culturais de trigo, como
celulose, hemicelulose e lignina, podem estar associados & menor taxa de sobrevivéncia
de M. oryzae na raquis em cada um dos trés experimentos. Os resultados obtidos em
avaliacdes semelhantes no patossistema Triticum aestivum - Gibberella zeae também
mostraram resultados semelhantes. Nesse sentido, Khonga e Sutton (1988)
determinaram que a sobrevivéncia saprofitica de Gibberella zeae em residuos de trigo é
dependente do 6rgdo vegetal. Segundo esses autores, caules, folhas e raquis diferem na
composicado bioquimica e, portanto, na sobrevivéncia e producao do in6culo do fungo

em sua fase saprofitica.

Com base nos resultados deste estudo, a possibilidade de que o agente causal da
brusone do trigo sobreviva de um ano para outro nos restos culturais de trigo nas
condicdes de clima do Sul do Brasil é muito baixa. A sobrevivéncia maxima observada
foi de cinco meses, tornando improvavel que residuos de trigo infectados com M.
oryzae sirvam como fonte de indculo para a brusone na proxima safra de trigo.
Raveloson et al. (2018) mostraram que em Madagascar, Africa, a sobrevivéncia de M.
oryzae em restos culturais de arroz (Oryza sativa) ao longo de trés anos variou de 5 a 18
meses, sendo o0 maior periodo de sobrevivéncia do fungo observado na estacdo fria e a

menor sobrevivéncia na estacdo chuvosa.

4.6 Conclusotes

a) A possibilidade de que o agente causal da brusone sobreviva em condicdes
subtropicais de uma safra para outra em restos culturais de trigo é muito baixa, o que

explica a menor frequéncia de epidemias de brusone no Sul do Brasil,;

b) A importancia dos restos culturais como fonte de in6culo na entressafra é
limitada pelas condi¢bes climaticas do local, demonstrando a importancia de outros
hospedeiros como fonte do in6culo primario, por exemplo, plantas daninhas da familia

Poaceae.
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5 CAPITULO III

Deposicdo da pulverizagdo em espigas artificiais por quatro pontas de

pulverizacdo em aplicacdo de fungicida para o controle da brusone do trigo

5.1 Resumo

A brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae, foi relatada pela primeira vez em trigo no
Brasil, em 1985, no estado do Parana. A doenca pode reduzir a qualidade dos graos colhidos, e
0s danos a producao podem chegar a 100 %, dependendo da resisténcia genética da cultivar. As
populagbes do fungo no Brasil possuem uma grande diversidade genética, o que dificulta o
desenvolvimento de cultivares resistentes. Haja vista a disponibilidade limitada de cultivares de
trigo resistentes a brusone, o controle quimico ainda é a principal estratégia de manejo, mas
necessita de estudos que visem uma melhor cobertura das espigas para obter sucesso no
controle. O presente estudo foi conduzido em casa-de-vegetacdo e em condigdes de campo. Os
experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos casualizados em esquema fatorial
4x2, com quatro pontas/bicos de pulverizacdo e dois adjuvantes, sob trés repeti¢fes, e mais uma
testemunha sem aplicacdo de fungicida. A pulverizacdo ocorreu 24h antes da inoculacdo das
espigas. No experimento em casa-de-vegetacdo foram avaliados a qualidade de cobertura
proporcionada por quatro diferentes pontas/bicos de pulverizacdo em espigas artificiais de trigo
envoltas por cartdo hidrossensivel, a severidade da doenca nas espigas - SEVE e o numero de
pontos de infeccdo na raquis — NPI. No experimento em casa-de-vegetacdo as menores médias
de SEVE e NPI foram encontradas no tratamento T9 (mancozebe + Break-Thru + Grip — ponta:
TJ60 10002 — 60°). Em condi¢des de campo foram avaliadas a incidéncia — INC e a severidade
da doenca nas espigas — SEVE. O tratamento com mancozebe (T9) apresentou as menores
médias para as duas varidveis da doenca, no entanto, sem diferir de T8 para a variavel INC, e
ndo diferindo dos tratamentos onde foi adicionado o adjuvante Break-Thru® (T5, T6, T7 e T8),
para a variavel SEVE. O fungicida mancozebe apresentou desempenho superior a mistura
protioconazol + trifloxistrobina no controle da doenga para as trés variaveis avaliadas, SEVE,
INC e NPI.

Palavras-chave: 1. Magnaporthe oryzae. 2. Tecnologia de aplicagdo de fungicidas. 3. Cartéo

hidrossensivel.

5.2 Introducao

O trigo é uma cultura de grande importancia econdémica e nutricional para a
alimentacdo humana em todo o mundo (STEFFEN et al., 2015). De acordo com a
CONAB (2018), a producdo brasileira de trigo ndo atende & demanda interna, assim, o
pais necessita importar essa commodity para suprir suas necessidades internas. Além

disso, a producédo de trigo esta sujeita a perdas, principalmente devido a ocorréncia de
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doencas que ocasionam reducGes consideraveis no rendimento de grdos, como é o caso
da brusone do trigo, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae Triticum (anamorfo
Pyricularia oryzae Triticum), e que tem sido considerada uma grave ameagca a producao
de trigo em varios paises da América do Sul (GOULART et al., 2007; KOHLI et al.,
2011).

A brusone é uma doenca relativamente nova na cultura do trigo, e que foi
identificada pela primeira vez no Brasil em 1985 (IGARASHI et al., 1986), e
posteriormente se espalhou para outros paises vizinhos, como, Bolivia (BAREA e
TOLEDO, 1996), Paraguai (VIEDMA, 2005), e Argentina (CABRERA e
GUTIERREZ, 2007). Em 2016 a brusone do trigo foi relatada pela primeira vez fora da
América do Sul, em Bangladesh (SHARMA, 2017; SADAT e CHOI, 2017; MONSUR
et al., 2016). A importancia econémica desta doenca deriva do fato de que o fungo pode
reduzir o rendimento e a qualidade dos grdos (GOULART et al., 2007). A doenca pode
atacar todas as partes da planta acima do solo, mas pode-se observar uma severa
infecgdo da espiga com uma infeccdo minima nas folhas ou nos colmos. Perdas de

rendimento de até 100% foram relatadas em cultivares suscetiveis (KOHLI et al. 2011).

A busca por resisténcia a brusone tem sido intensa desde o primeiro relato da
doenca no final da década de 80, no entanto, tém-se observado que a incidéncia e a
severidade da doengca dependem do variante do fungo prevalente no local,
caracterizando uma forte influéncia do fator variabilidade genético-fenotipica no
patossistema em questdo (MACIEL et al., 2014; DANELLI, 2015). O uso de cultivares
de trigo resistentes a doenca tem se configurado em uma alternativa erratica e
inconsistente para controlar a doenga, possibilitando ao patégeno alcancar ampla
distribuicdo e espalhar-se rapidamente pela maioria das regides produtoras de trigo no
Brasil (CRUZ et al., 2011; ANJOS et al., 1996). Um segmento da translocacdo 2NS/AS
de Aegilops ventricosa foi relatado por conferir resisténcia moderada a alguns genotipos
(CRUZ et al., 2016). No entanto, na Bolivia, durante uma severa epidemia de brusone
em 2015, a melhor resisténcia disponivel foi insuficiente para controlar a doenca
(VALES et al., 2018).
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Haja vista a disponibilidade limitada de cultivares de trigo resistentes a doenca, a
brusone € considerada uma doenca de dificil controle, e as estratégias recomendadas
para 0 seu controle baseiam-se na aplicacdo de fungicidas na parte aérea da cultura
(URASHIMA e KATO, 1994; GOULART et al., 2007). Embora haja evidéncias de que
os fungicidas podem fornecer algum nivel de controle para a brusone do trigo, outros
resultados sugerem que sua eficicia pode ser limitada e insuficiente (CRUZ e
VALENT, 2017). De acordo com Maciel (2011), estima-se que a eficiéncia do controle
quimico, seja de no maximo 50%, e este nivel de eficiéncia é ainda menor em condicdes

climaticas muito favoraveis a doenca.

Sob o ponto de vista de manejo quimico da brusone do trigo, a ineficacia dos
fungicidas esta estritamente relacionada as dificuldades de protecdo da espiga
(GOULART et al., 1995; URASHIMA et al., 2004; KOHLI et al., 2011), e a deficiéncia
de deposicdo dos fungicidas na raquis, onde a atuacdo do fungo é direta (GOULART e
PAIVA, 1993). A tecnologia de aplicagdo empregada no controle quimico ira refletir
diretamente na eficicia dos fungicidas, pois ird influenciar no nivel de controle da
doenca. Assim, uma das formas de se obter maior deposicdo do ingrediente ativo no
alvo bioldgico, passa pela correta selecdo das pontas de pulverizacdo, que irdo
determinar o tamanho de gotas, além da determinacdo do volume de aplicacdo e dos
adjuvantes utilizados na calda de pulverizagdo (NUYTTENS et al., 2007; CUNHA et
al., 2008; CHECHETTO e ANTUNIASSI, 2012).

Apesar da baixa eficiéncia do controle quimico, aliada ao seu alto custo, estudos
comparando a eficicia de fungicidas com principios ativos distintos, e a sua interagdo
com diferentes gendtipos sdo de suma importancia para recomendacao aos produtores
(ROCHA et a, 2014). Assim, objetivou-se avaliar a qualidade de cobertura
proporcionada por quatro diferentes pontas/bicos de pulverizacdo em espigas artificiais
de trigo envoltas por cartdo hidrossensivel, e a eficiéncia dos tratamentos fungicidas no
controle da brusone do trigo.
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5.3 Material e Métodos

O trabalho foi realizado em casa-de-vegetacdo, na estacdo experimental da
Embrapa Trigo, e no campo experimental da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Passo Fundo, ambos localizados no municipio de Passo
Fundo, RS. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados em
esquema fatorial (4x2) com quatro pontas/bicos de pulverizacdo e dois adjuvantes, em
trés repeticdes. As quatro pontas/bicos de pulverizagdo foram utilizadas em aplicacfes
do fungicida protioconazol+trifloxistrobina combinado ao adjuvante Aureo® ou aos
adjuvantes Aureo® + Break-Thru®, totalizando oito tratamentos (T1 a T8). Com base
nos resultados de ensaios cooperativos realizados pela Embrapa Trigo, conduzidos por
Santana et al. (2013), os tratamentos com o fungicida mancozebe proporcionaram o
maior controle da brusone, quando comparados as misturas de triazois + estrobilurinas.
Dessa maneira, adotou-se um tratamento com mancozebe (T9). Também foi adicionada

uma testemunha sem aplicagéo de fungicida (T10).

Considerando-se os oito tratamentos (T1 a T8), onde foi utilizado o fungicida
protioconazol + trifloxistrobina (produto comercial Fox® - 0,4 L ha'), em quatro deles
(T1 a T4) foi adicionado a calda de pulverizacdo o adjuvante a base de 6leo vegetal
Aureo® (250 mL por 100 L de agua). Para os tratamentos T5, T6, T7 e T8 foram
adicionados a calda de pulverizacdo o adjuvante Aureo® + o espalhante adesivo néo-
ionico a base de silicone Break-Thru® (100 mL por 100 L de &gua). Do tratamento 1 ao
8, foram testadas quatro diferentes pontas/bicos de pulverizacdo com taxa de aplicacdo
(L ha') e pressdo (kPa), fixas, sendo respectivamente de 200 L ha e 200 kPa. O
tratamento nove (T9) constou da pulverizacdo do fungicida mancozebe (produto
comercial Unizeb Gold® - 2,5 kg ha™) combinado ao espalhante adesivo no-ibnico a
base de silicone Break-Thru® (100 mL por 100 L de 4gua) e ao adesionante a base de
latex sintético (produto comercial Grip® - 1,0 L hat) por meio da ponta de pulverizagéo
TJ 60 11002 com taxa de aplicacéo de 200 L ha e pressdo de 200 kPa (Tabelal).
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Tabela 1. Tratamentos fungicidas, caracteristicas das pontas de pulverizacdo e variaveis da pulverizagdo. Passo Fundo - RS, 2019.

Tratamento Bico / Ponta Forma do jato Angulo Categoria da
entre jatos  gota ASABE”
T1. protioconazol+trifloxistrobina Teejet Duo + duas pontas XR 11001 plano de uso 90° Fina
+ Aureo 45° plfrente e 45° p/tras estendido
T2. protioconazol+trifloxistrobina Teejet Duo + TT 11001 (F) + plano defletor 105° Média
+ Aureo XR 11001 (T)
T3. protioconazol+trifloxistrobina TJ60 11002 plano duplo 60° Fina
+ Aureo
T4. protioconazol+trifloxistrobina XR 11002 Plano Fina
+ Aureo
T5. protioconazol+trifloxistrobina Teejet Duo + duas pontas XR 11001 plano de uso 90° Fina
+ Aureo + Break Thru 45° p/frente e 45° p/trés estendido
T6. protioconazol+trifloxistrobina Teejet Duo + TT 11001 (F) + XR plano defletor 105° Média
+ Aureo + Break Thru 11001 (T)
T7. protioconazol+trifloxistrobina TJ60 11002 plano duplo 60° Fina
+ Aureo + Break Thru
T8. protioconazol+trifloxistrobina XR 11002 Plano Fina
+ Aureo + Break Thru
T9. mancozebe + Break Thru + TJ60 11002 plano duplo 60° Fina

Grip

*Segundo informagdes do fabricante, com base na Norma ASABE S572.1 (ASABE, 2009)
(F) jato plano direcionado para frente fomando angulo de 60° com a vertical
(T) jato plano direcionado para trds fomando angulo de 45° com a vertical
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5.3.1 Experimento em casa-de-vegetacdo

Todas as atividades realizadas nesse experimento foram conduzidas nas
instalacbes da Embrapa Trigo. No Laboratorio de Fitopatologia foram feitas as
repicagens das coldnias do fungo, meios de cultura, preparo do indculo e avaliagBes da
reacdo dos gendtipos quanto a brusone. Em casa-de-vegetacdo foram realizadas, a
semeadura e os tratos culturais. Em camara com ambiente controlado as plantas foram

inoculadas e mantidas por sete dias até as avaliacOes.

5.3.2 Cultivo das plantas, confeccdo dos alvos artificiais e aplicacdo dos

tratamentos

Para a realizagdo do experimento foi escolhida a cultivar de trigo BRS 220, pois
quando submetida a infeccdo de diferentes isolados de M. oryzae do trigo no estadio de

planta adulta (espiga) apresentou-se altamente suscetivel 4 brusone (CRUZ et al., 2009).

Foram semeados 100 baldes com capacidade de 8,0 L e didametro de 0,22 m,
contendo solo peneirado e corrigido quimicamente. Ap6s a emergéncia, foi realizado o
raleio, onde foram mantidas cinco plantas por balde. Foi utilizada uma solucao nutritiva
para o fornecimento dos macronutrientes essenciais a cultura, N, P, K, diluindo-se 100 g
de ureia (45,5% N) e 500 g da formulacdo N-P-K (00-25-20) em 20 L de &gua, sendo
aplicada em trés estadios distintos do desenvolvimento da cultura, na emissdo da
terceira, quinta, e sétima folha expandida. As plantas foram conduzidas em casa-de-

vegetacao até o espigamento.

Cada um dos tratamentos avaliados e a testemunha, constaram de 10 baldes com
cinco plantas cada, sendo que, cada balde foi considerado uma repeti¢do. As aplicacdes
de fungicidas foram efetuadas com pulverizador costal, pressurizado com gas CO.. A
barra de pulverizacdo portava trés pontas funcionais com espacamento de 0,5 m e foi
conduzida a altura de 0,5 m acima do alvo. O volume de calda, pressao e velocidade de
deslocamento foram mantidos constantes em, 200 L ha?, 200 kPa e 4,0 km h™. No
momento da aplicagio dos tratamentos, a velocidade do vento variou de 0 a 6 km ht, a
temperatura do ar de 24 a 26 °C e a umidade relativa do ar de 70 a 78%.
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Para avaliar a cobertura do alvo foram simuladas espigas de trigo utilizando
cilindros feitos com tubos de PVC (poli cloreto de vinila) com borracha nitrilica e
posicionadas dentro de cada balde na mesma altura das espigas reais. Os tubos com 1,6
cm de diametro foram cortados em segmentos de 8,0 cm de comprimento e
posicionados na vertical nas extremidades apicais de estacas de aco (arames) com
didmetro de 1,5 mm (Figura 1A). Cada cilindro foi envolvido com dois cartdes sensiveis
a dgua (76 mm x 26 mm) (Figura 1B), totalizando 90 espigas artificiais, dez para cada
tratamento, pois a testemunha nao recebeu fungicida. Apés a aplicacdo dos tratamentos
(Figura 1C), as plantas foram colocadas novamente em casa-de-vegetacdo, e as espigas
artificiais (Figura 1D) foram retiradas e abrigadas em caixas de acrilico (11cm x 11cm X

2,5cm de altura) evitando o seu umedecimento.

Figura 1. Extremidades apicais de estacas de ago (arames) com diametro de 1,5 mm

(Figura 1A); Espigas artificiais cobertas por dois cartbes hidrossensiveis (Figura 1B);
Deposicdo da calda fungicida por diferentes pontas/bicos de pulverizacdo (Figura 1C);
Espigas artificiais ap6s a aplicacdo dos tratamentos (Figura 1D). Passo Fundo — RS,
2019.
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5.3.3 Inoculagao

O isolado de M. oryzae utilizado neste trabalho foi selecionado da colecéo de
isolados depositados na colegdo da Embrapa Trigo. Esta cole¢do reunida em 2012
contém isolados de diferentes regiGes do Brasil. Intencionalmente, foi selecionado o
isolado mais agressivo, Py 12.1.209. A agressividade deste isolado foi baseada na
reacdo de susceptibilidade de cultivares de trigo a doenca nos estadios de plantula e
planta adulta (DANELLI, 2015). Esse isolado foi obtido de plantas de trigo
sintomaticas, coletadas no municipio de S&o Borja, RS (28 41 'S, 55° 16 'W). O isolado
foi cultivado em placas contendo meio aveia-agar (farinha de aveia, 60 g L™). Para a
preparacdo do inoculo, as placas foram inundadas com &gua destilada acrescida de
surfactante Tween 80® (0,01%), e um pincel foi usado para desalojar os conidios. A

suspensdo de conidios foi ajustada para 10° esporos mL™.

A inoculacgdo foi realizada no inicio da antese, estadio 61 da escala de Zadoks et
al. (1974), com o auxilio de um atomizador manual, 24 h ap6s a aplicacdo do fungicida.
Apos a inoculacdo as plantas foram mantidas por 24 horas no escuro e UR%>90.
Decorridas as 24 horas, o fotoperiodo foi ajustado para 12 horas e a UR para

aproximadamente 60-70%.

5.3.4 Avaliacdo das espigas sintomaticas, do espectro de pulverizacdo e analise dos

dados

O exame da reacdo do trigo foi feito através de duas varidveis: a severidade da
doenca nas espigas e 0 numero de pontos de infeccdo na raquis, avaliados 14 dias apés a
inoculacdo. Para a avaliacdo da severidade da doenca foram considerados nove
tratamentos com aplicacdo de fungicida e a testemunha, totalizando 30 espigas por
tratamento e para a testemunha, num total de 300 espigas avaliadas. A severidade da
doenca — SEVE (Figura 2A) foi avaliada através da escala desenvolvida por Maciel et
al. (2013), na qual foi estimada a intensidade da doenca em cada espiga, através de
notas visuais, que variaram de 0 a 100%. O ndmero de pontos de infeccdo na raquis —
NPI (Figura 2B) foi obtido pela contagem do numero de lesdes identificadas apds a

debulha manual das espigas.
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Figura 2. Espigas apresentando diferentes graus de severidade de brusone (2A); Pontos
de infeccdo na raquis ap6s debulha manual das espigas (2B). Passo Fundo — RS, 2019.

A qualidade da pulverizacdo foi medida através da digitalizacdo de cada cartdo
hidrossensivel em um scanner de mesa, com 1200 dpi de resolugdo, sendo as imagens
processadas com auxilio do software CIR 1.5® (3A). Foram digitalizados 20 cartbes
hidrossensiveis para cada um tratamentos, pois cada uma das dez espigas artificiais
utilizadas em cada tratamento foi envolta por dois cartbes hidrossensiveis, num total de
180. As seguintes variaveis foram avaliadas: DVo1 — didmetro de gota tal que 10% do
volume do liquido pulverizado é constituido de gotas de tamanho menor que esse valor;
DVos — didmetro de gota tal que 50% do volume do liquido pulverizado é constituido de
gotas de tamanho menor que esse valor, também conhecido como didametro mediano
volumétrico (DMV); DVoe — didmetro de gota tal que 90% do volume do liquido
pulverizado é constituido de gotas de tamanho menor que esse valor; DMN - o diametro
da mediana numeérica; NICM2 - numero de impactos por centimetro quadrado;

ACPERC- érea total do cartdo coberta com a pulverizacao (3B).
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Figura 3. Cartdo hidrossensivel digitalizado com uma resolucdo de 1.200 dpi pelo uso
de um escaner de mesa (3A); Informacbes sobre a qualidade de pulverizacdo geradas
pelo software CIR 1.5® (3B). Passo Fundo — RS, 2019.

5.3.5 Experimento de campo

O experimento foi realizado na &rea experimental pertencente a Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo (28° 15* 46 S -
52° 24’ 257 W), altitude de 687 m, num Latossolo Vermelho distr6fico hdmico
(STRECK et al., 2008). O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen é
subtropical imido, tendo como caracteristicas a ocorréncia de chuvas durante todos o0s
meses do ano, com média anual de precipitacdo de 1.787 mm ano, com tendéncia de
maiores precipitacdes nas estacdes do outono e inverno (EMBRAPA, 2006).

5.3.6 Semeadura, tratos culturais e aplicacdo dos tratamentos

A exemplo do experimento em casa-de-vegetacdo, foi utilizado o genotipo BRS
220. A semeadura foi realizada em 08/02/2017, e a emergéncia de plantas ocorreu em
15/02/2017. A tomada de decisdo para realizacdo da semeadura fora do periodo

recomendado pelo Zoneamento Agricola (2017) para a regido Norte do Rio Grande do
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Sul foi baseada no possivel risco de ocorréncia de brusone no espigamento do trigo,
conforme o0 modelo de predicdo da doenca gerado pelo software SISALERT (Figura 4).

O inicio do espigamento ocorreu em 05/05/2017.
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Figura 4. Ferramenta de avaliacdo de risco de ocorréncia de epidemias de brusone.

Adaptada de: SISALERT, 2017 http://dev.sisalert.com.br/shiny/wheatblast/

Para a semeadura utilizou-se uma semeadora-adubadora com abridores de sulcos
por discos duplos desencontrados, apoiados por um par de rodas calibradoras de
profundidade para a deposicdo dos fertilizantes e para a deposicdo das sementes. Estas
foram ajustadas para operar a 0,03m de profundidade e seu espacamento entrelinhas foi
de 0,17 m, distribuindo-se 350 sementes viaveis por metro quadrado. Cada parcela

media 5,0m de comprimento x 1,5m de largura, totalizando 7,5m?.

A adubagcéo de base, na semeadura, foi realizada com 300 kg ha* da formulagéo
10-20-20 (N-P-K). A adubacdo de cobertura foi aplicada 35 dias apds a emergéncia
(DAE), na dose de 200 kg ha? de ureia (45,5 % N), conforme a analise de solo e a
recomendag&o para a cultura nesta fase. O controle de plantas daninhas foi realizado aos
quinze dias que antecederam a semeadura, utilizando-se o herbicida glifosato (720 g e.

a. hal) e, em pds-emergéncia, com o herbicida metsulfurom metilico (4,0 g i. a. ha?).
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Lagartas e pulgdes foram controlados com inseticida imidacloprida + beta-ciflutrina (40

+5gi.a hal).

As aplicagBes foram efetuadas no inicio da antese, estddio 61 da escala de
Zadoks et al. (1974), com o auxilio de um pulverizador costal pressurizado com gas
COo.. A barra de pulverizacdo portava trés pontas funcionais com espagamento de 0,5 m
e foi conduzida a altura de 0,5 m acima do alvo. O volume de calda, pressdo e
velocidade de deslocamento foram mantidos constantes em, 200 L ha™, 200 kPa, 4,0 km
hl. Durante as aplicagdes monitorou-se as condi¢bes ambientais com um termo-higro-
anemoémetro (Kestrel 3000®). Os valores médios obtidos para velocidade do vento,
temperatura, e umidade relativa do ar (UR), foram respectivamente de: 3,6 km h?, 22,1
°C, e 77%.

5.3.7 Avaliacdo das espigas sintomaticas

Aos 14 dias apds a aplicacdo dos tratamentos fungicidas foram avaliadas a
incidéncia e a severidade da doenca. Foram considerados nove tratamentos e a
testemunha, num total de 600 espigas avaliadas. Foram avaliadas 60 espigas por
tratamento e para a testemunha, coletadas aleatoriamente em 1,0 m? de cada parcela. A
incidéncia — INC foi determinada pelo nimero de espigas apresentando sintomas da
doenca, expressa em porcentagem. A severidade da doenca — SEVE foi avaliada através
da escala desenvolvida por Maciel et al. (2013), na qual foi estimada a intensidade da

doenca em cada espiga, através de notas visuais, que variaram de 0 a 100%.

5.3.8 Andlise estatistica

Os experimentos foram analisados em esquema fatorial 4x2, sendo as
pontas/bicos de pulverizacdo o fator 1 e os adjuvantes o fator 2. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade, sendo também realizada a analise de correlagédo de

Pearson para cada par de variaveis estudadas.
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5.4 Resultados e Discussao

A qualidade da pulverizacdo no experimento realizado em casa-de-vegetacdo é
observada na Figura 5, onde cada cartdo hidrossensivel representa um dos tratamentos
avaliados. Com base na analise dos cartdes, obteve-se as informacGes de cada
tratamento para as seguintes variaveis: DVo1, DVos, DVos, DMN, NICM2 e ACPERC.
Dentre as varidveis avaliadas, somente DVoi1, DMN e NICM2 apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos. As avaliagdes referentes as variaveis
bioldgicas, SEVE e NPI, ndo fizeram parte do grupo variaveis avaliadas quanto a

qualidade da pulverizacdo, mas ambas foram estatisticamente significativas.

Figura 5. Imagens de cartGes sensiveis a agua posicionados verticalmente em espigas
artificiais no dossel da cultura do trigo, ilustrando a qualidade de pulverizacdo obtida

com a utilizagéo de diferentes pontas/bicos de pulverizagdo. Passo Fundo — RS, 2019.
1: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo + duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e
45° pltrés; 2: protioconazol + trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo + TT 11001 + XR 11001 (T) -
105°% 3: protioconazol + trifloxistrobina + Aureo - ponta: TJ60 11002 - 60° 4:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — ponta: XR11002 — 110°; 5: protioconazol+trifloxistrobina +
Aureo+ Break-Thru — bico: Teejet Duo + duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e 45° p/trés; 6:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — bico: Teejet Duo + TT 11001 (F) + XR 11001
(T) -105°; 7: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: TJ60 11002 — 60°; 8:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: XR11002 — 110°; 9: mancozebe + Break-
Thru + Grip — ponta: TJ60 11002 - 60°.
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A andlise da ANOVA fatorial para o experimento conduzido em casa-de-
vegetacdo demonstrou haver respostas significativas aos adjuvantes utilizados apenas
para as variaveis DVo;, DMN e NICM2. Também indicou ndo haver existéncia de
interacdes significativas entre as pontas/bicos de pulverizacdo e 0 uso de adjuvantes.
Isso quer dizer que a agdo dos adjuvantes foi independente das pontas/bicos de
pulverizagédo utilizados, indicando que estes ndo foram influenciados diferentemente
pelo tipo de pontas/bicos de pulverizacdo utilizados nesse trabalho. Da mesma forma,
ndo houve diferencas significativas entre os blocos e os tratamentos indicando auséncia

de efeito destes sobre os caracteres avaliados (Tabela 2).

A adicdo dos adjuvantes Aureo® e Break-Thru® na calda de pulverizagéo
inteferiu significativamente nas variaveis DVoi:, DMN e NICM2, concordando com o0s
relatos de Baio et al. (2015), que os adjuvantes com funcao de espalhante reduzem a
tensdo superficial fazendo com que ocorra a diminuicdo do tamanho das gotas. O
adjuvante Break-Thru® proporcionou a reducdo significativa da tensdo superficial,
gerando maior espalhamento da calda sobre a superficie foliar. Segundo Nascimento et
al. (2012) o adjuvante Aureo® proporcionou os menores valores de DMN, DMV,

volume recuperado e area coberta.
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Tabela 2. Resumo da ANOVA fatorial, quadrados médios, para didmetro volumétrico de 10%
(DV01), diametro volumétrico de 50% (DV05), diametro volumétrico de 90% (DV09), nimero de

impactos por cm? (NICM2) e érea total do cartdo coberta com a pulverizagdo (ACPERC). Passo

Fundo — RS, 20109.

Fontes de GL DVo1 DVos DVog DMN NICM2  ACPERC
Variacao (um)  (um) (Hm) (Hm) (%)
Bloco 2 9,4Ns 888,8NS  4838,1NS 495N 121,78 6,1NS
Tratamento 7 581,1NS  6487,6N° 15879,1NS 648,08  3078,3NS 6,6NS
Ponta/Bico 3 704,7NS  7070,2NS 20817,5NS  548,3NS 2149 4NS 0,2NS
Adjuvante 1 468,2° 612505 5008,4NS 1025, 7"  4285,3" 2,0NS
Pont/Bic. x Adjv. 3 4952NS  6026,5N5  14564,4N5  621,8NS  3604,8NS 13,5N8
Residuo 14 59,3 2686,8 2539,1 37,1 201,4 2,3
Total 23 -- -- -- -- -- -
CV (%) 4,6 15,2 8,6 4,5 9,3 9,3

NSEfeito ndo significativo pelo F-Teste a 5% de probabilidade de erro.
*Efeitos significativos pelo F-Teste a 5% de probabilidade de erro.
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A andlise de variancia (ANOVA) revelou diferenca significativa entre os
tratamentos para todas as varidveis de pulverizacdo avaliadas no experimento em casa-
de-vegetacdo. Por outro lado, ndo houve diferencas significativas entre os blocos

indicando auséncia de efeito deste sobre os caracteres avaliados (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da anélise da variancia (ANOVA), quadrados médios, para diametro
volumétrico de 10% (DVO01), didmetro volumétrico de 50% (DV05), diametro
volumétrico de 90% (DV09), nimero de impactos por cm? (NICM2) e érea total do

cartdo coberta com a pulverizacdo (ACPERC). Passo Fundo — RS, 2019.

Fontes de DVo1 DVos DVog DMN NICM2 ACPERC
Variagéo GL  (um)  (um) (Lm) (Um) (%)
Bloco 2 2 7NS  8714NS 5059,0NS 12 21NS 0,3\ 2 9NS

Tratamento 8 896,4° 79695  21228,9° 633,3° 2896,2 9,8

Residuo 16 688 23556 22397 77,6 2994 1,7
Total 26 - - - - - -
CV (%) 52 146 83 6,6 11,2 8,1

NSEfeito ndo significativo pelo F-Teste a 5% de probabilidade de erro.
*Efeitos significativos pelo F-Teste a 5% de probabilidade de erro.

Verifica-se, pelos dados médios encontrados na Tabela 4, que os tratamentos T6,
T1, T2 e T4 apresentaram as maiores médias para a varidvel DVo1 sem diferir
estatisticamente entre si. Os valores de DVo: para esses tratamentos foram
respectivamente de 188,0, 181,0, 180,4 e 176,0um. Os tratamentos T3, T7 e T8
diferiram estatisticamente dos tratamentos supracitados, no entanto, os tratamentos T9 e
T5 foram o0s que apresentaram as menores médias de DVo: (135,0 e 148,1um), ndo
diferindo estatisticamente entre si, mas dos demais tratamentos avaliados. No
tratamento T5 (protioconazol+trifloxistrobina + Aureo+ Break-Thru — bico: Teejet Duo
+ duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e 45° p/tras), a adicdo a calda de pulverizacdo do
espalhante adesivo ndo-iénico a base de silicone Break Thru® reduziu o tamanho de
gotas, efeito semelhante aquele produzido pelo tratamento T9 (mancozebe + Break-
Thru + Grip — ponta: TJ60 11002 - 60°), onde além do espalhante adesivo foi
adicionado o adesionante Grip®, fazendo com que as gotas de menor tamanho fossem

perdidas em fungéo da deriva. De acordo com Cunha et al. (2007) aplicagcbes com gotas
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de tamanho proximo ou menores que 100 micrometros apresentam elevado potencial de
deriva, sendo quase totalmente perdidas em aplicaces com condi¢Bes climéticas
inadequadas. Resultados de experimentos conduzidos por Bueno et al. (2013)
demonstraram que a adicdo de adjuvante a calda de pulverizagdo reduz o didametro da

mediana volumétrica das gotas pulverizadas.

A exemplo da variavel DVo1, observa-se, pelos dados médios encontrados na
Tabela 4, que para a varidvel DVos 0s tratamentos T9 e T5 também apresentaram as
menores médias de diametro de gotas, 258,2 e 277,1um, respectivamente, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Os tratamentos T4, T6, T3 e T8 apresentaram
as maiores medias de diametro de gotas, sendo respectivamente de 415,1, 384,0, 364,0 e
349,4um, e ndo diferiram estatisticamente entre si. Os resultados desse experimento
concordam com aqueles encontrados por Martini et al. (2015) que observaram que a
aplicacdo com Break-Thru® ndo diferiu estatisticamente da aplicagdo sem adjuvante,
porém reduziu a densidade de gotas coletadas. Resultado semelhante foi obtido por
Cunha et al. (2003), que avaliaram a densidade de gotas coletadas em papéis
hidrossensiveis, para diferentes pontas de pulverizacdo, com a utilizacdo de Oleo
vegetal, e concluiram que houve reducdo significativa na densidade de gotas, em

comparacao a utilizacdo da mesma ponta sem adicdo de adjuvante.

Para a variavel DVqg, a exemplo das variaveis DVo1 € DVgs, 0s tratamentos T9 e
T5 também apresentaram as menores médias de didmetro de gotas, 435,5 e 471,0um,
respectivamente, ndo diferindo do tratamento T7 (514,2um). Os tratamentos T5, T7 e
T9 diferiram estatisticamente de todos os demais tratamentos avaliados. Ainda, para a
variavel DV, 0 tratamento T6 (protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru —
bico: Teejet Duo + TT 11001 (F) + XR 11001 (T) -105°) apresentou a maior média de
didametro de gotas (471,0um) diferindo de todos os tratamentos avaliados (Tabela 4). Os
resultados obtidos nesse experimento corroboram com aqueles encontrados por Bonfada
(2018) que avaliou diferentes pontas de pulverizagéo, entre estas jatos planos duplos e
triplos, e verificou um maior DMV quando utilizada a ponta de pulverizagdo Teejet Duo
+ TT 11001 p/ frente + XR 11001 p/ tras.

Carlos Augusto Pizolotto
117



Os tratamentos T1 (protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo +
duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e 45° p/tras) e T2 (protioconazol + trifloxistrobina
+ Aureo — bico: Teejet Duo + TT 11001 + XR 11001 (T) -105°) apresentaram as
menores médias de diametro de gotas para a variavel DMN, 115,0 e 120,0um,
respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si, mas dos demais tratamentos
avaliados (Tabela 4). Os menores valores para DMN encontrados em ambos 0s
tratamentos pode ser explicado pela adicdo do adjuvante Aureo® a calda de
pulverizacdo, o que corrobora com os resultados encontrados por Nascimento et al.
(2012), que avaliaram seis diferentes adjuvantes adicionados a calda de pulverizagéo, e
encontraram o menor valor de DMN no tratamento com o dleo vegetal Aureo®, que ndo

diferiu da testemunha.

Na Tabela 4, as médias dos tratamentos para a variavel NICM2 mostram haver
diferenca significativa para os tratamentos T5, T8 e T9 quando comparado aos demais
tratamentos avaliados. Os trés tratamentos ndo diferiram entre si e apresentaram as
maiores médias, sendo respectivamente de 191,1, 186,6 e 174,3um. Em T5, T8 e T9 foi
adicionado a calda de pulverizacdo o adjuvante Break-Thru® o que acarretou na reducio
do didmetro das gotas produzidas, e consequentemente num maior nimero de impactos
por cm?, concordando com os relatos de Cross et al. (2001), que com a obtencio de gotas de
diametro pequeno, tem-se como consequéncia uma maior densidade de gotas depositada sobre
o alvo, para um mesmo volume de aplicacdo. Considerando-se que nesse experimento foram
utilizadas as pontas de pulverizagdo XR 11002 no T8 e TJ60 11002 no T9, os resultados obtidos se
assemelham agueles encontrados por Gulart et al. (2013) que ao avaliarem a densidade de gotas
no terco médio das plantas de trigo, verificaram que as maiores densidades de gotas
depositadas foram obtidas com a utilizadagdo das pontas XR 11002 e TJ60 11002.
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Para a variavel ACPERC néo houve diferenca significativa entre os tratamentos
avaliados (Tabela 4). O tratamento T6 apresentou a maior porcentagem de area coberta
do cartdo com a pulverizagdo (17,9%) entre todos os tratamentos avaliados, ao passo
que, o tratamento T9 apresentou a menor média de cobertura (16,3%). A auséncia de
diferenca significativa entre os tratamentos avaliados pode ser explicada pela
dificuldade de cobertura da espiga, pois trata-se de um alvo tridimensional,
concordando com os relatos de Reis et al. (2013), que o jato da calda ndo atinge as

laterais da espiga.
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Tabela 4. Resultado da andlise de imagens de cartbes sensiveis a agua posicionados verticalmente em espigas artificiais
no dossel da cultura do trigo, quanto a qualidade de pulverizagéo obtida com a utilizacdo quatro diferentes pontas/bicos
de pulverizacéo e dois adjuvantes. Passo Fundo — RS, 2019.

Tratamento** DVoi(um) DVos(um) DVog(um) DMN(um) NICM2 ACPERC(%)
T1.P+T + Aureo 181,0a 328,0b 584,1b 115,0c 123,0b 16,6a
T2.P+T + Aureo 180,4a 322,0b 601,3b 120,0c 106,3b 16,4a
T3. P+T + Aureo 157,1b 364,0a 579,4b 133,2b 137,0b 17,6a
T4. P+T + Aureo 176,0a 415,1a 628,4b 150,2a 149,0b 16,7a
T5. P+T + Aureo + Break Thru 148,1c 277,1b 471,0c 131,4b 191,1a 16,6a
T6. P+T + Aureo + Break Thru 188,0a 384,0a 715,0a 157,7a 143,4b 18,7a
T7.P+T + Aureo + Break Thru 160,3b 290,2b 514,2c 134,0b 144,1b 16,5a
T8. P+T + Aureo + Break Thru 163,0b 349,4a 578,0b 137,0b 186,6a 17,9a
T9. mancozebe+ BreakThru + Grip 135,0c 258,2b 435,5¢c 135,6b 174,3a 16,3a
CV (%) 5,0 14,6 8,3 6,6 11,1 8,1

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5%.

**T1:protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo + duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e 45° p/trds; T2: protioconazol +
trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo + TT 11001 + XR 11001 (T) — 105° T3: protioconazol + trifloxistrobina + Aureo — ponta: TJ60
11002 - 60°; T4: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — ponta; XR11002 — 110°; T5: 5: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo+ Break-Thru —
bico: Teejet Duo + duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e 45° p/trés; T6: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — bico: Teejet
Duo + TT 11001 (F) + XR 11001 (T) -105° T7: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: TJ60 11002 — 60°T 8:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: XR11002 — 110°; T9: mancozebe + Break-Thru + Grip — ponta: TJ60 11002 - 60°.
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Para as variaveis referentes a doenca, SEVE e NPI, a analise de variancia
(ANOVA) revelou diferencas significativas entre os tratamentos para ambas as
variaveis estudadas no experimento em casa-de-vegetacdo. Por outro lado, ndo houve
diferencas significativas entre os blocos indicando auséncia de efeito deste sobre as

variaveis avaliadas (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da analise da variancia (ANOVA), quadrados medios, para
severidade da doenga (SEVE) e numero de pontos de infeccdo (NPI). Passo Fundo —
RS, 2019.

Fontes de variagdo GL SEVE(%) NPI
Bloco 2 57,3NS 0,1Ns
Tratamento 9 1285,0" 15,4
Residuo 18 55,8 0,8
Total 29 -- --
CV (%) - 18,3 20,7

NSEfeito ndo significativo pelo F-Teste a 5% de probabilidade de erro.
*Efeitos significativos pelo F-Teste a 5% de probabilidade de erro.

Observa-se, pelos dados médios encontrados na Tabela 6, que o tratamento T9
(mancozebe + Break-Thru + Grip — ponta: TJ60 11002- 60°) diferiu estatisticamente de
todos os tratamentos avaliados e da testemunha. A severidade média para o T9 e a
testemunha foram respectivamente de 4,8 e 82,8%. A maior eficiéncia do tratamento T9
pode ser atribuida ao uso do fungicida mancozebe e do adjuvante a base de latex Grip®.
Santana et al. (2014) testaram diferentes misturas fungicida para o controle da brusone
do trigo e verificaram que a adi¢do do fungicida mancozebe a calda de pulverizacdo
promoveu um controle superior. De acordo com Pizolotto et al. (2018) o Grip® tem a
funcdo de auxiliar na fixacdo do produto aplicado, evitando o seu escorrimento,
aumentando a eficacia do fungicida aplicado. Brustolin et al. (2005) avaliam diferentes
pontas de pulverizacdo em aplicagfes de fungicida em trigo e verificaram que a
aplicacdo com a ponta TJ60 11002, mostrou-se a mais eficaz na cobertura da superficie

das espigas.

A exemplo do que foi observado para a variavel SEVE, o tratamento T9 diferiu

estatisticamente dos demais tratamentos avaliados e da testemunha para a variavel NPI.
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As médias de numero pontos de infecdo na raquis para o T9 e testemunha foram
respectivamente de 1,0 e 9,1 (Tabela 6). A menor média para NPI encontrada em T9,
muito provavelmente se deve a utilizagdo do fungicida mancozebe combinado ao
adjuvante a base de latex Grip®. De acordo Ruden et al. (2007) a cobertura deficiente
da raquis pode ser uma das principais causas da eficacia geralmente baixa verificada em
muitos ensaios com fungicidas. Considerando-se que a entrada do patdgeno ocorre na
raquis, a utilizagdo do Grip® pode ter ajudado na aderéncia do fungicida a raquis,
evitando seu escorrimento, fazendo com que houvesse uma maior acdo protetiva,

reduzindo o nimero de pontos de infeccdo da doenca.

Tabela 6. Médias de severidade da brusone (SEVE) e nimero de pontos de infecgdo na
raquis (NPI) em resposta ao controle quimico por meio de quatro diferentes

pontas/bicos de pulverizacdo e dois adjuvantes. Passo Fundo — RS, 2019.

Tratamento™ SEVE (%) NPI
T1. P+T + Aureo 55,0b 5,9b
T2. P+T + Aureo 52,0b 5,5b
T3. P+T + Aureo 46,3b 5,1b
T4. P+T + Aureo 44,0b 3,7¢c
T5. P+T + Aureo + Break Thru 34,5¢ 3,9¢c
T6. P+T + Aureo + Break Thru 33,6¢ 4,9b
T7. P+T+ Aureo + Break Thru 28,5¢C 2,8
T8. P+T + Aureo + Break Thru 27,0c 2,3d
T9. Mancozebe+ BreakThru + Grip 4,8d 1,0e
T10. Testemunha 82,8a 9,1a
CV(%) 18,3 20,7

*Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5%.

**T1: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo + duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e
45° pltrés; T2: protioconazol + trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo + TT 11001 + XR 11001 (T) —
105°% T3: protioconazol + trifloxistrobina + Aureo — ponta: TJ60 11002 - 60° T4
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — ponta: XR11002 — 110°; T5: 5: protioconazol+trifloxistrobina +
Aureo+ Break-Thru — bico: Teejet Duo + duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e 45° pltrés; T6:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — bico: Teejet Duo + TT 11001 (F) + XR 11001 (T) -
105°;, T7: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: TJ60 11002 — 60°%T 8:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: XR11002 — 110°; T9: mancozebe + Break-
Thru + Grip — ponta: TJ60 11002 - 60°.
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Com base na andlise da Figura 6, referente ao experimento em casa-de-
vegetacdo, onde se estabeleceu a correlagdo entre as variaveis relativas a qualidade da
pulverizacdo e aquelas variaveis avaliadas quanto a doenca, para todos os tratamentos,
exceto a testemunha, verificou-se que para a variavel DVo1 houve forte correlacdo com
as variaveis DVos (r=0,835), DVo9 (r=0,733) e DMN (r=0,741), mostrando uma forte
associacdo entre DMV e DMN, caracterizando a uniformidade do conjunto de gotas
pulverizadas. A correlagdo entre DVo: e a variavel ACPERC foi considerada moderada
(r=0,604), indicando haver associacdo entre o tamanho das gotas, pelo qual 10% do
volume pulverizado € constituido por gotas com didmetro menor ou igual a seu valor
com a area total do cartdo coberta com a pulverizagdo. Em contrapartida, foi observada
correlacdo negativa moderada (r= -0,694) entre DVo: e a varidvel NICM2, indicando
ndo haver associacao entre o tamanho médio de gotas encontrados em DVoz1 € 0 hiUmero
de impactos por cm?. A correlagdo entre DVos € as variaveis bioldgicas SEVE e NP1 foi
considerada desprezivel, muito provavelmente porque médias de DMV inferiores a 250
pum indicam risco de deriva, que ocorre principalmente em virtude das gotas menores
que 100 um (CUNHA et al., 2004).

Entre as varidveis DVos e DVog foi observada uma correlacdo muito forte
(r=0,948), 0 que demonstra uma grande uniformidade no conjunto de gotas pulverizadas
(Figura 6). A correlacdo entre DVos com ACPERC foi considerada moderada (r=0,749),
indicando haver associacdo entre o tamanho das gotas, pelo qual 50% do volume
pulverizado é constituido por gotas com diametro menor ou igual a seu valor com a area
total do cartdo coberta com a pulverizagdo. A correlacdo entre DVos com as demais
variaveis relativas a qualidade da pulverizacdo e com as variaveis bioldgicas SEVE e
NPI foram consideradas despreziveis (Figura 6). Para Mota (2011) o diametro de gotas
tem grande relagdo com a cobertura dos alvos, quanto menor o tamanho das gotas
pulverizadas, maior €é a quantidade de gotas por centimetro quadrado, e

consequentemente ha um aumento da area coberta.

A variavel DVog apresentou moderada correlagdo (r=0,649) com ACPERC,

resultado semelhante ao observado para DVo1 e DVos, demonstrando que o DMV tem
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associacdo direta com a area total do cartdo coberta com a pulverizagdo (Figura 6). A
correlacdo de DVV09 com as varidveis da doenca, SEVE e NPI, foi considerada fraca,
r=0,315 e r=0,381, respectivamente, mostrando uma pequena associacdo entre o
tamanho das gotas, pelo qual 90% do volume pulverizado é constituido por gotas com
diametro menor ou igual a seu valor com a severidade da doenca nas espigas € 0 nimero
de pontos de infeccdo na raquis (Figura 6). De acordo com Matuo (1990) uma aplicacéo
eficiente requer cobertura adequada da superficie-alvo, com gotas de tamanho e nimero
apropriados, sendo que, 0 numero de gotas esta diretamente relacionado a penetracéo do

produto, a uniformidade de distribuicéo e a efetividade de deposicao.

A correlagdo entre DVoy e as varidveis DMN e NICM2 foi considerada
desprezivel. Correlagfes negativas foram observadas entre DMN e NICM2 (r= -0,907),
e entre DMN e NPI (r=-0,425) indicando ndo haver associacdo entre o diametro medio
numérico com as variaveis nimero de impactos por cm? e niimero de pontos de infecgio
na raquis (Figura 6). Segundo Antuniassi e Baio (2008) o DMV é influenciado por gotas
maiores € 0 DMN ¢é influenciado por gotas menores. A selecdo de pontas de
pulverizacdo e adjuvantes adequados pode ser uma medida eficiente para reduzir a
deriva, pela producdo de gotas de maior diametro, menos sujeitas a deriva, aumentando
0 nimero de gotas por centimetro quadrado (COSTA et al., 2007; QUEIROZ et al.,
2008).
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Figura 6. Matriz de correlacdo de Pearson que mostra o diagrama para cada par de varidveis avaliada no experimento em casa-de-
vegetacdo. Cada diagrama mostra a relacdo existente entre o par de variaveis. A distribuicdo de cada variavel é demonstrada na diagonal.

Passo Fundo-RS, 2019. DVq= diametro de gota tal que 10% do volume do liquido pulverizado é constituido de gotas de tamanho menor que esse valor; DV s=

diametro de gota tal que 50% do volume do liquido pulverizado é constituido de gotas de tamanho menor que esse valor; DVgs= didmetro de gota tal que 90% do
volume do liquido pulverizado é constituido de gotas de tamanho menor que esse valor; DMN= didmetro da mediana numérica; NICM2= nimero de impactos por cm?;

ACPERC= a area total do cartdo coberta com a pulverizagdo; SEVE=severidade da doenca; NPI= nlimero de pontos de infeccdo da doenca na raquis.
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Ainda, de acordo com a Figura 6 observa-se uma fraca correlagcdo entre as
variaveis NICM2 e NPI, evidenciando uma pequena associacdo entre o numero de
impactos por cm? e o nimero de pontos de infecgdo na raquis, provavelmente pela
dificuldade de protecdo da raquis, que é onde ocorre a penetracdo do patégeno. A
correlacdo entre NICM2 com as varidveis ACPERC e SEVE foi considerada
desprezivel. A correlacdo entre ACPERC e as varidveis relacionadas a doenca, SEVE e
NPI, foi considerada desprezivel, r= -0,00827 e r=0,136. Foi observada correlacdo
positiva (r=0,567) entre as variaveis NPl e SEVE mostrando que o nimero de pontos de
infeccdo na raquis influencia na severidade da doenca na espiga (Figura 6). A
magnitude de protegédo do fungicida varia de acordo com a cobertura e a penetracdo de
gotas no dossel das plantas. O espectro de gotas fino proporciona boa deposicdo de
gotas, controle da doenca e produtividade (DEBORTOLI et al., 2012).

No estudo referente ao experimento de campo, para as variaveis INC e SEVE, a
andlise de variancia (ANOVA) revelou diferenga significativa entre os tratamentos para
ambas as variaveis estudadas. Por outro lado, ndo houve diferencas significativas entre

o0s blocos indicando auséncia de efeito deste sobre as variaveis avaliadas (Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da anélise da variancia (ANOVA), quadrados médios, para incidéncia
(INC) e severidade da doenca (SEVE) em condi¢Ges de campo. Passo Fundo — RS,
2019.

Fontes de variagdo GL INC(%) SEV(%)
Bloco 2 24,74NS 77,5NS
Tratamento 9 1014,9" 4174
Residuo 18 58,6 56,9
Total 29 -- -
CV (%) - 18,0 32,7

NSEfeito ndo significativo pelo F-Teste a 5% de probabilidade de erro.
*Efeitos significativos pelo F-Teste a 5% de probabilidade de erro.

Carlos Augusto Pizolotto
126



Em condicdes de campo, o tratamento com mancozebe (T9) apresentou a menor
média (6,0%) para SEVE entre todos os tratamentos avaliados, no entanto, sem diferir
dos tratamentos T5 (19,5%) T6 (18,2%), T7 (14,0%) e T8 (13,2%). A severidade média
da testemunha foi igual a 48,3% (Tabela 8). A adicdo do fungicida mancozebe a calda
de pulverizacdo conferiu maior protecdo contra a brusone, e consequentemente a
severidade média da doenca foi de duas a trés vezes menor quando comparada a
severidade média da doenca nos tratamentos T5, T6, T7 e T8. A adicdo do adesionante
Grip® a calda de pulverizagio pode ter influenciado a qualidade de cobertura da raquis,
evitando o escorrimento do produto, resultando em maior protecdo contra a penetragdo
do patégeno. Goulart et al. (1996) avaliaram a eficiéncia de dois fungicidas (mancozebe
e tebuconazole) no controle da brusone do trigo e verificaram menor severidade da
doenca onde foi aplicado o fungicida mancozebe, diferindo significativamente de

tebuconazole e da testemunha sem aplicacdo de fungicida.

Nos quatro tratamentos que ndo diferiram do tratamento com mancozebe (T9)
foi adicionado a calda de pulverizagdo o adjuvante Break-Thru®, que reduziu o didmetro
das gotas pulverizadas fazendo com que houvesse uma melhor cobertura das espigas e
consequentemente da raquis, reduzindo a severidade da doenca. Baio et al. (2015)
avaliaram diferentes adjuvantes e verificaram que Break-Thru® proporcionou maior
reducdo na tensdo superficial da calda e consequentemente maior espalhamento do

produto sobre o alvo.
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Tabela 8. Médias de incidéncia (INC) e severidade (SEVE) da brusone em condigdes de
campo em resposta ao controle quimico por meio de quatro diferentes pontas/bicos de

pulverizacdo e dois adjuvantes. Passo Fundo — RS, 2019.

Tratamento™ INC(%) SEVE(%)
T1. P+T + Aureo 56,7b 31,0b
T2. P+T + Aureo 63,3b 27,4b
T3. P+T + Aureo 53,3b 27,7b
T4. P+T + Aureo 53,4b 25,0b
T5. P+T + Aureo + Break Thru 33,3c 19,5¢
T6. P+T + Aureo + Break Thru 36,6¢ 18,2¢c
T7. P+T+ Aureo + Break Thru 26,7¢c 14,0c
T8. P+T + Aureo + Break Thru 20,1d 13,2c
T9. mancozebe+ BreakThru + Grip 16,7d 6,0c
T10. Testemunha 74,6a 48,3a
CV(%) 20,3 32,7

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5%.

**T1: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo + duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e
45° pltras; T2: protioconazol + trifloxistrobina + Aureo — bico: Teejet Duo + TT 11001 + XR 11001 (T) —
105° T3: protioconazol + trifloxistrobina + Aureo - ponta: TJ60 11002 - 60° T4:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo — ponta: XR11002 — 110°; T5: 5: protioconazol+trifloxistrobina +
Aureo+ Break-Thru — bico: Teejet Duo + duas pontas XR 11001 - 45° p/frente e 45° p/tras; T6:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — bico: Teejet Duo + TT 11001 (F) + XR 11001 (T)
-105°; T7: protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: TJ60 11002 — 60°%T 8:
protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: XR11002 — 110°; T9: mancozebe + Break-
Thru + Grip — ponta: TJ60 11002 - 60°.

Para a variavel INC, o tratamento T8 (protioconazol+trifloxistrobina + Aureo +
Break-Thru — ponta: XR11002 — 110°) ndo diferiu significativamente do tratamento
com mancozebe (T9). Ambos os tratamentos diferiram dos demais tratamentos
avaliados e da testemunha, sendo que as médias de INC para T8 e T9 foram
respectivamente de 20,1 e 16,7% (Tabela 8). A testemunha apresentou a maior média de
incidéncia da doenca (74,6%) e ndo diferiu dos tratamentos T1 (56,7%), T2 (63,3%) e
T3 (53,3%).

Os resultados desse experimento sdao semelhantes aqueles encontrados por

Venancio et al. (2015), que avaliaram a eficiéncia dos fungicidas azoxistrobina +
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tebuconazol, trifloxistrobina + tebuconazol, trifloxistrobina + protioconazol, e
mancozebe no controle da brusone do trigo, e verificaram que a incidéncia da doenga
foi menor no tratamento com mancozebe. Mesterhazy et al. (2011) verificaram que a
utilizacdo de pontas pulverizacdo de jato plano foram mais eficientes na reducdo da
incidéncia e da severidade de giberela em trigo (Gibberella zeae), corroborando com os
resultados obtidos nesse experimento, onde o tratamento T8 (ponta de jato plano
XR11002) reduziu a incidéncia da brusone quando comparado aos demais tratatamentos

e a testemunha, exceto quando comparado ao tratamento T9.

Corroborando com os resultados obtidos em casa-de-vegetacdo, foi encontrada
correlacdo entre as varidveis biolégicas, SEVE e INC, no experimento conduzido a
campo. A forte correlacdo (r=0,804) encontrada entre ambas as variaveis indica que a

incidéncia influencia na severidade da doenca nas espigas (Figura 7).

INC SEVE

ONI

HANS

sses 8 ssen s @

025 0.50 0.75 1.00 0.00 0.26 050 0.7 1.00

Figura 7. Matriz de correlacdo de Pearson que mostra o diagrama para o par de
variaveis, incidéncia e severidade da brusone em condicGes de campo. Cada diagrama

mostra a relacdo existente entre o par de variaveis. Passo Fundo-RS, 2019. INC=

incidéncia da brusone em condi¢des de campo; SEVE= severidade da doenca em condicbes de campo.
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Cunha e Bonaldo (2008) avaliaram a eficiéncia dos fungicidas
epoxiconazol+piraclostrobina, tebuconazol+trifloxistrobina, e tebuconazol, na
incidéncia e na severidade da brusone no trigo e verificaram reducdo na incidéncia e
severidade da doenca para os trés tratamentos fungicidas quando comparado com a
testemunha sem aplicacdo de fungicida. Goulart et al. (2007) avaliaram diferentes
cultivares de trigo quanto a incidéncia e a severidade da brusone no trigo e verificaram

relagdo direta entre as duas variaveis para todas as cultivares testadas.

4.5 Conclusoes

a) No experimento em casa-de-vegetacao a avaliacdo dos cartdes hidrossensiveis
ndo demonstrou haver diferenca entre a qualidade de cobertura proporcionada pelas
quatro diferentes pontas/bicos de pulverizagdo, indicando que as mesmas ndo tém

relacdo direta na reducéo da SEVE e NPI;

b) No experimento em casa-de-vegetagédo o tratamento T9 (mancozebe + Break-
Thru + Grip — ponta: TJ60 10002 — 60°) foi o mais eficiente na reducdo da SEVE e NPI;

c) Em condicGes de campo o tratamento com mancozebe (T9) e o tratamento T8
(protioconazol+trifloxistrobina + Aureo + Break-Thru — ponta: XR11002 — 110°) foram
0s mais eficientes na reducédo da INC;

d) Em condi¢cdes de campo o tratamento com mancozebe (T9) e aqueles
tratamentos com protioconazol + trifloxistrobina + Aureo® + Break-Thru® (T5, T6, T7 e

T8) foram os mais eficientes na reducdo da SEVE.
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6 CONCLUSAO GERAL

Os grupos de viruléncia de Magnaporthe oryzae do trigo identificados estdo
amplamente distribuidos nas diferentes regiGes triticolas brasileiras. Gramineas
cultivadas e invasoras desempenham papel fundamental no desenvolvimento da brusone
do trigo no campo, seja como fonte de indculo para a doenca ou sobrevivéncia para o
patégeno, devido a sua capacidade de hospedar variantes de M. oryzae com

caracteristicas de viruléncia similares aos que infectam as plantas de trigo.

A avaliacdo de isolados de M. oryzae do trigo quanto a viruléncia gera padrdes
de classificacdo muito distintos, indicando que ndo héa relacdo entre a resisténcia a
infeccdes pelo patdgeno em folha e espiga, mesmo que 0s geno6tipos utilizados nos dois

tipos de procedimentos sejam 0s mesmaos.

A cultivar de trigo Santa Fé apresenta um grau de resisténcia a brusone superior
qguando comparada as demais cultivares, assumindo um importante papel em relacdo a
identificacdo de fatores genéticos associados a resisténcia a doenca e no processo de
geracdo de cultivares no Brasil. No entanto, a avaliagdo dos demais genotipos
portadores da translocacdo indicou que o simples fato da presenca do segmento
cromossomal 2NS no genoma ndo necessariamente significa resisténcia de espiga ao
patdgeno. A resisténcia a brusone do trigo, demonstrada por genotipos que ndo possuem
0 segmento cromossomal 2NS em seu genoma, indica a necessidade de novas pesquisas

relacionadas aos fatores genéticos associados a essas fontes resisténcia a doenga.

A importancia dos restos culturais como fonte de inoculo na entressafra é
limitada pelas condi¢bes climaticas do local, demonstrando a importancia de outros
hospedeiros como fonte do in6culo primario, por exemplo, plantas daninhas da familia
Poaceae. Considerando-se o sistema de rotacdo de culturas adotado no Sul do Brasil, o
trigo pode retornar a mesma area em até oito meses, demonstrando que a possibilidade
de que o agente causal da brusone sobreviva em condic¢des subtropicais de uma safra

para outra em restos culturais de trigo € muito baixa. A sobrevivéncia maxima
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observada € de cinco meses, tornando improvavel que residuos de trigo infectados com

M. oryzae sirvam como fonte de indculo para a brusone na proxima safra de trigo.

A avaliacdo dos cartdes hidrossensiveis ndo demonstra haver diferenga entre a
qualidade de cobertura proporcionada pelas quatro diferentes pontas/bicos de
pulverizacdo, indicando que as mesmas ndo tém relacdo direta na reducéo das variaveis,
severidade da brusone - SEVE e numero de pontos de infeccdo - NPI. Em casa-de-
vegetacdo o tratamento T9 (mancozebe + Break-Thru + Grip — ponta: TJ60 10002 —
60°) foi 0 mais eficiente na reducédo das variaveis SEVE e NPI. Em condic¢des de campo
o0 tratamento com mancozebe (T9) e os tratamentos com protioconazol + trifloxistrobina
+ Aureo® + Break-Thru® (T5, T6, T7 e T8) sdo os mais eficientes na reducdo das
variaveis, incidéncia da brusone — INC e severidade da brusone — SEVE.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O fato do patdgeno possuir uma diversidade genética distribuida aleatoriamente
nas regides triticolas brasileiras, requer avaliacbes continuas do patossistema M. oryzae-
trigo, pois o pleno éxito na geracdo de cultivares de trigo resistentes a brusone, passa
pela identificacdo e monitoramento dos fatores relacionados a reacdo das plantas a

infeccdo do patdgeno.

A presenca do segmento cromossomal 2NS no genoma ndo necessariamente
significa resisténcia a brusone, indicando que os efeitos que 0 mesmo provoca em
termos de resisténcia sofre a interferéncia de outros fatores, possivelmente de natureza
genética e/ou o ambiental, demonstrando a necessidade de novas pesquisas para
compreender a influéncia desses fatores na expressao da resisténcia conferida por essa

translocacéo.

As cultivares BRS 229 e BRS 234 ndo sdo portadoras da translocagédo
cromossomal 2NS, o que as qualifica como importantes fontes de resisténcia a brusone
do trigo, abrindo novas perspectivas de exploracdo de fontes de resisténcia a M. oryzae,
além da translocacdao 2NS/2AS.

Com base nos resultados do capitulo 11, a possibilidade de que o agente causal da
brusone do trigo sobreviva de um ano para outro nos restos culturais de trigo nas
condic@es de clima do Sul do Brasil é muito baixa, tornando improvavel que residuos de
trigo infectados com M. oryzae sirvam como fonte de indculo para a brusone na
préxima safra de trigo. No entanto, a sobrevivéncia do patdgeno em restos culturais de
trigo em outras regides triticolas do Brasil, como exemplo, Centro-Oeste e Sudeste,

precisariam ser mais pesquisados e avaliados.
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A tecnologia de aplicacdo empregada no controle quimico da brusone no trigo
requer maiores pesquisas envolvendo diferentes pontas de pulverizagdo, volumes de
calda e uso de adjuvantes visando melhorar a deposi¢do de fungicida na raquis, onde
ocorre a penetracdo do patdgeno. A utilizacdo do fungicida mancozebe e do espalhante
adesivo a base de silicone Break-Thru® pode proporcionar maiores taxas de controle da

brusone.
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