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Magnaporthe oryzae: VARIABILIDADE
GENETICA E CONTROLE QUIMICO

CRISTINA BOARETTO!

RESUMO - Dentre os fatores responsaveis pela ineficiéncia
das estratégias de controle da brusone do trigo, esta a alta
variabilidade do fungo Magnaporthe oryzae B. Couch
(anamorfo Pyricularia oryzae Cavara). Para o estudo da
variabilidade genética de M. oryzae do trigo e de plantas
invasoras, foi realizado a identificacdo dos idiomorfos e da
sexualidade do patogeno in vitro com o auxilio de isolados
testadores, e para a identificacdo dos variantes in vivo, foram
realizadas inoculagdes e genotipagem do patégeno. Na
populagdo estudada, prevaleceu o idiomorfo MATI-1, com
presenca de 6rgaos sexuais completos, e hermafroditismo entre
os isolados de plantas invasoras. A ocorréncia de variantes do
patdégeno in vivo, identificou que as plantas invasoras sdo além
de hospedeiros alternativos do patdgeno, fontes geradoras de
variabilidade. Quanto ao manejo quimico para o controle da
brusone do trigo, avaliou-se in vitro a sensibilidade do
crescimento miceliano e da germina¢do de conidios de isolados
de M. oryzae ao antibiotico casugamicina, aos fungicidas

carbendazim, triciclazol, tebuconazol, protioconazol,

' Eng’. Agr’., mestranda do Programa de Pos-Graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Dbolsista CAPES/Embrapa, Projeto
“Magnaporthe oryzae: O desafio da tropicalizagdo do trigo no Brasil.”
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mancozebe, azoxistrobina, trifloxistrobina, a mistura comercial
protioconazol-+trifloxistrobina, piraclostrobina+ fluxapiroxade,
ao acido salicil-hidroxamico (SHAM), e a mistura
SHAM-+azoxistrobina. Os fungicidas foram solubilizados em
meio BDA, nas concentra¢des de 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00 ¢
100,00 mg L. A fungitoxicidade dos produtos foi determinada
por meio da Clsy (concentracdo necessaria para inibir 50% do
crescimento miceliano ou 50% da germinac¢do dos conidios), e a
sensibilidade dos isolados classificada em alta, moderada, baixa
e insensivel. Para o crescimento miceliano, os isolados em sua
maioria foram insensiveis ao antibidtico casugamicina, e
altamente sensiveis aos demais fungicidas estudados. Para a
germinacao de conidios, os fungicidas mancozebe e a mistura de
piraclostrobina+fluxopiroxade apresentaram a maior
fungitoxicidade. Dezenove isolados apresentaram
insensibilidade a azoxistrobina, e SHAM apresentou potencial
fungitoxico para M. oryzae. A eficiéncia da deposicdo de
fungicida na espiga do trigo, para o controle da brusone, foi
avaliada para trés pontas de pulverizagdo com trés volumes de
calda diferentes. As pontas utilizadas foram, jato conico vazio
(JA'1-100 L ha™), jato plano duplo (DB 110015 — 150 L ha™)
e jato plano duplo (TJ60 11002 — 200 L ha), e o fungicida
pulverizado foi a mistura comercial protioconazol+
trifloxistrobina+ o6leo vegetal Aureo®. Utilizaram-se cartdes
hidrossensiveis para capturar o espectro de pulverizacdo, que
foram escaneados apods a passagem do pulverizador com a calda,
e avaliou-se também, a severidade da doenca em espigas

sintomdticas. A ponta de jato coOnico vazio mostrou uma



uniformidade de distribuicdo da calda com a producao de gotas
muito finas, no entanto ndo foi tdo eficiente quanto as pontas de
jatos planos para o controle da doenca. As pontas DB 110015 e
TJ60 11002 produziram gotas finas e foram similares para os

parametros avaliados.

Palavras-chave: Pyricularia oryzae, Triticum aestivum,

diversidade, fungicidas.

Magnaporthe oryzae: GENETIC VARIABILITY
AND CHEMICAL CONTROL

ABSTRACT - Among the factors responsible for the
inefficiency of the wheat blast control strategies is the high
variability of the fungus Magrnaporthe oryzae B. Couch
(anamorph Pyricularia oryzae Cavara). To characterize the
genetic variability of M. oryzae on wheat and weeds, it was
conducted the identification the idiomorphs and sexuality of the
pathogen in vitro with the help of testers, and in vivo variants,
with the help of inoculations and genotyping. In the studied
population the MATI1-1 idiomorph prevailed with the presence
of complete sexual organs, and hermaphroditism among isolates
of invasive plants. The occurrence of in vivo pathogen variants
identified that the weeds are not just alternative hosts of the
pathogen, but also the sources of variability. Regarding the
chemical management for the control of wheat blast, it was
evaluated in vitro the sensitivity of the mycelial growth and

spore germination of M. oryzae isolates the antibiotic
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kasugamycin, to carbendazim fungicide, tricyclazole,
tebuconazole, prothioconazole, mancozeb, azoxystrobin,
trifloxystrobin, commercial mixture
prothioconazole+trifloxystrobin, pyraclostrobin+ fluxapyroxad,
the salicylhydroxamic acid (SHAM), the mixture
SHAM-+azoxystrobin. The fungicides were solubilized in PDA
medium at concentrations of 0.00; 0.01; 0.10; 1.00; 10.00 and
100.00 mg L. The toxicity of the products was determined by
means of ECS50 (concentration necessary to inhibit 50% of the
mycelium growth to 50% of the conidia germination) and
sensitivity of the isolates classified into high, moderate, low and
insensitive. For mycelium growth, isolates were mostly
insensitive to the antibiotic kasugamycin, and highly sensitive to
the other fungicides studied. For the germination of conidia,
fungicides mancozeb and the mixture of pyraclostrobin +
fluxopiroxade showed the highest fungitoxicity. Nineteen
isolates showed insensitivity to azoxystrobin and SHAM
showed fungitoxic potential for M. oryzae. The fungicidal
deposition efficiency in wheat spike, for the control of rice blast,
was evaluated for three spray nozzles with three volumes of
spray. The nozzles used were hollow cone (JA 1-100 L ha-1), jet
double plan (DB 110015-150 L ha-1) and jet twin flat (TJ60
11002-200 L ha-1) and the fungicide sprayed was the
commercial mixture prothioconazole+trifloxystrobin+ vegetable
oil Aureo®. Water sensitive cards were used to capture the
spray spectrum were scanned after the passage of the nozzle
with the syrup, and, and it also evaluated the severity of

symptomatic disease in wheat. The hollow cone nozzle showed



a uniformity of the spray distribution with the production of
very fine droplets, however it was not as efficient as the plane
jets nozzles to control the disease. Nozzles DB 110015 and TJ60
11002, produced fine droplets and were similar to the

parameters evaluated.

Key words: Pyricularia oryzae, Triticum aestivum, diversity,

fungicides.



1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.), mundialmente ¢ um
dos cereais mais expressivos, o consumo médio anual fica em
torno de 608 milhdes de toneladas com uma produgao média de
701 milhdes de toneladas. No Brasil, nas tltimas quatro safras
(2011/2012 a 2014/2015), a produgao meédia de trigo foi de
5.416,75 milhdes de toneladas, para um consumo interno
(moagem industrial e semente) de 10.593,6 milhdes de
toneladas. Mesmo que ndo houvesse a exportagdo do valor de
1.328,2 milhdes de toneladas, a necessidade de importacao
ficaria em torno de 6.000,00 milhdes de toneladas (ABITRIGO,
2016). Devido a sua importancia econdmica e social, o trigo
ocupa papel de destaque dentre os cerais produzidos, no entanto,
a ocorréncia de doeng¢as como a brusone, tem levado a uma
baixa exploragdo de seu potencial produtivo, em especial no
Centro-Oeste brasileiro (ARRUDA et al, 2005).

O fungo Magnaporthe oryzae B. Couch (anamorfo
Pyricularia oryzae Cavara), agente causal da brusone, tem como
caracteristica atacar toda parte aérea do trigo, mas o sintoma
mais caracteristico ¢ observado nas espigas, conhecido como
“chochamento dos graos” (IGARASHI, 1988). O patogeno ¢
considerado praga quarentendria para a agricultura americana
(STRANGE & SCOTT, 2005), podendo sobreviver na forma de
micélio ou conidio, em restos de culturas ou sementes, onde a
eficiéncia de transmissao ¢ de 32 a 64 % (TOLEDO, 2004).

O controle genético da brusone, tanto na cultura do

arroz quanto no trigo, ¢ realizado principalmente pelo uso de



cultivares resistentes. Entretanto, devido ao reduzido intervalo
de tempo em que os materiais permanecem resistentes apos
serem lancados, esse método cada vez mais, se torna ineficiente.
Em arroz, esse fato pode ser explicado pela exposi¢dao
inadequada dos materiais a diversidade populacional de M.
oryzae durante as etapas dos programas de melhoramento, ou a
alta variabilidade do patdégeno, nesse caso, ocorrendo o
desenvolvimento de novas ragas que superam o gene de
resisténcia (LEUNG et al., 1988).

A variabilidade patogénica de M. oryzae, em arroz,
foi descrita por Ou & Ayad (1968), que verificaram que o
patogeno produz em alguns casos, ragas diferentes originadas de
uma mesma lesdo, podendo esta variabilidade interferir em uma
maior adaptacao a hospedeiros distintos. Em trigo, Maciel et al.
(2014), estudando 150 isolados de M. oryzae do trigo em uma
série diferenciadora de racas de cultivares comerciais de trigo,
encontraram a presen¢a de 8 grupos de viruléncia do patogeno
para a regido Centro-Sul do Brasil. A adaptacdo de M. oryzae a
novos hospedeiros, foi evidenciada em trigo para varias plantas
invasoras, principalmente as da familia Poaceae (URASHIMA
& KATO, 1998; GALBIERI & URASHIMA, 2008; MACIEL et
al, 2013). Entretanto, na maioria das vezes, esta relagdo,
patogeno-planta, foi descrita somente como uma forma de
sobrevivéncia do fungo, ndo explorando o papel destas invasoras
na variabilidade de M. oryzae em trigo.

Quanto ao manejo quimico, a aplicacdo de
fungicidas ¢ uma técnica oficial integrante dentre as opgdes de

controle das doengas de parte aérea do trigo desde 1976 (REIS



& LUZ, 1976), entretanto, uma alternativa que ndo tem
apresentado uso justificavel em anos em que ha condigcdes
favoraveis ao desenvolvimento da brusone, pois a eficiéncia
média de controle ¢ cerca de 50 % (GOULART, 2005). Esta
ineficacia pode ser atribuida ao desconhecimento da biologia do
patogeno e da sobrevivéncia do mesmo em restos de cultura,
sementes, ou presenca de hospedeiros alternativos; as
dificuldades de deposi¢do dos fungicidas nas espigas; a
alteracdo da sensibilidade do patogeno a fungicidas especificos
(GOULART et al, 1995; PAGANI et al, 2014), dentre outros.

O presente trabalho teve como objetivos: (a)
identificar e caracterizar sexualmente in vitro os idiomorfos de
M. oryzae; (b) avaliar o potencial in vivo dos isolados de M.
oryzae de plantas invasoras em contribuir com a variabilidade de
M. oryzae do trigo; (c) avaliar a sensibilidade de isolados de M.
oryzae aos fungicidas que agem sobre a germinagao de conidios
e sobre o crescimento miceliano do patogeno; (d) avaliar a
deposicdo da calda proporcionada por trés pontas de
pulverizacdo com trés volumes de calda diferentes, para o

controle da brusone do trigo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ocorréncia da brusone do trigo

O fungo Magnaporthe oryzae B. (Couch),
anamorfo Pyricularia oryzae (Cavara), ¢ o agente causal da
brusone do trigo (COUCH & KOHN, 2002). Dentre os varios
hospedeiros estdo as plantas da familia Poaceae, espécies de
interesse agronomico, como: arroz (Oryza sativa L.), cevada
(Hordeum vulgare L.), milheto (Pennisetum americanum L.),
milho (Zea mays L.), triticale (x Triticosecale Wittmack),
centeio (Secale cereale, ¢ azevém (Lolium multiflorum L.)
(URASHIMA & KATO, 1998).

A doenca foi descrita pela primeira vez causando
danos em arroz em 1637 na China, devido aos sintomas a
doenca foi denominada de “febre-do-arroz” (PRABHU &
FILIPPI, 2006). No Japao foi descrita em 1704 sendo
denominada de imochi-byo, apds, em 1828 foi encontrada na
Italia, onde foi chamada de brusone, cujo nome comum
prevaleceu (OU, 1985). No Brasil, a primeira constatacdo em
arroz, foi em 1912 no estado de Sao Paulo, na cultura do arroz
(PRABHU & FILIPPI, 2006), e em trigo, Igarashi et al. (1986),
observaram pela primeira vez essa doencga, em meados de 1985,
sob condi¢des naturais de infec¢ao, no estado do Parana, sendo
este o primeiro relato acompanhado de perdas significativas.
Posteriormente, o patdgeno foi encontrado no estado do Mato

Grosso Sul (GOULART et al.,, 1989), Rio Grande do Sul
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(PICININI & FERNANDES, 1989) e Goias (PRABHU et al.,
1992).

Os relatos de maior ocorréncia da brusone em trigo
estdo no Brasil, Paraguai e Bolivia. No norte da Argentina foi
descrita em 2007 (CABRERA & GUTIERREZ, 2007), no
entanto fora da América do Sul, o patégeno ainda nao foi
relatado causando infeccdo natural em trigo (REIS et al., 2014;
MACIEL et al., 2014). Ressalta-se que, os paises autorizados a
exportar trigo semente para o Brasil, o Uruguai, o Paraguai e a
Argentina (ABITRIGO, 2016), sdo justamente os paises onde ha
relatos da ocorréncia da doenca. A semente apesar de ndo ser
considerado o principal meio de sobrevivéncia do patdgeno ¢
um veiculo de disseminagao passiva (REIS et al., 2014).

O fitopatégeno M. oryzae, tem como caracteristica
levar ao declinio da cultura do trigo pela redu¢do no rendimento,
na qualidade dos grdos e no peso de graos por espiga, isso
influenciado pela época da infecgdo. A intensidade dos sintomas
varia em fung¢do da regido, das condigdes climaticas e da cultivar
em questio (GOULART & PAIVA, 2000; GOULART et al.,
2007).

No centro-oeste brasileiro, a cultura do cereal ¢
conduzida em sistema irrigado ou sequeiro. O primeiro sistema,
realizado sob pivd central, fornece ambiente favoravel para a
ocorréncia de doengas fungicas. O segundo, com a semeadura
realizada nos meses de fevereiro até marco, associa temperaturas
altas e chuvas frequentes na fase do espigamento, o que

potencializa a ocorréncia da brusone. Sendo assim, a brusone ¢
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um fator limitante a expansdo de trigo no Brasil Central, que
precisa ser superado (MACIEL et al., 2013).

Nos estados do sul do Brasil, a ocorréncia de
brusone na cultura do trigo ndo ¢ comum, entretanto na safra
2014, verificou-se na regido Noroeste do estado do Rio Grande
do Sul, incidéncia de espigas com sintomas de brusone, com
niveis de 5 a 10 %, podendo ter atingido valores maiores do que
esses em algumas lavouras. A epidemia ocorrida na safra de
trigo em 2014, no sul do Brasil ¢ um fato novo, e mesmo em
regides mais frias como no municipio de Guarapuava (PR) foi

registrada a presenga da brusone em trigo (REIS et al., 2014).

2.2 Ciclo da doenca

O patégeno pode sobreviver na forma de micélio
dormente ou conidio, em restos de culturas, em sementes por até
22 meses (REIS et al., 1995), e em hospedeiros secundarios. Os
hospedeiros secundarios se caracterizam como a principal fonte
de inbéculo para este hemibiotrofico. A liberagdo e a
disseminagdo dos conidios podem ser atribuidas ao vento em até
1.000 m de distancia (URASHIMA et al., 2007),
preferencialmente a noite com temperaturas proximas a 22 °C e
umidade relativa do ar de 100 % (ESPINOZA & SHOHARA,
2003). A presenca de agua livre serve para germinacao do
patdogeno e exsuda¢do de mucilagem armazenada no apice do
conidio, que servirda de apoio para fixagdo do mesmo na

superficie do hospedeiro (EBBOLE et al., 2007).
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Apo6s a formagdo do apressorio, 2 a 4 horas apos a
disseminagdo das células assexuais, ocorre a biossintese de
melanina que age aumentando a parede externa do apressorio
(HOWARD & VALENT, 1996). A biossintese de melanina ¢
caracteristica de M. oryzae do arroz, entrenanto para M. oryzae
do trigo, ndo ha estudos. Ocorrida a penetracdo, apos 5 dias ha
producdo de toxinas que destroem os tecidos vegetais do
hospedeiro com a manifestacdo externa dos sintomas (RIBOT et
al., 2008). Estes ultimos, podem variar de acordo com o estadio
da cultura e local infectado, em geral nas folhas as lesdes sdo
com centro claro esbranqui¢ado e margens marrom claro. Nas
espigas, ha um ponto de infec¢@o enegrecido brilhante no raquis,
e deste para cima, ha o branqueamento das espiguetas pela
interrupcao do transporte de seiva (PICININI & FERNANDES,
1995; TOLEDO, 2004).

A producdo de inéculo ¢ responsavel pelos ciclos
secundarios do fungo que aumentam a doenca no campo
(PAGANI, 2011), e o periodo latente varia de 4-6 dias para
temperaturas de 9-11 °C, e de 13-18 dias para temperaturas de
26-28 °C (BARKSDALE & ASAI, 1961).

A variagdo entre os isolados, inclusive de uma
mesma raca, quanto ao desenvolvimento e a disseminagdo,
quanto ao indice de velocidade do crescimento micelial,
coloragdo e diametro colonial, porcentagem de germinagdao dos
conidios, e dimensdes dos conidios, sdo algumas das
caracteristicas que reforcam a variabilidade de M. oryzae

(SOUZA et al., 2007; SANTOS et al., 2010).
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2.3 Variabilidade genética de Magnaporthe oryzae

A variacdo genética dentro da estrutura populacional
de uma espécie depende da sua historia evoluciondria, varia com
o tempo e o espago, ou adapta-se em resposta as alteragdes nas
condi¢des ambientais (PRABHU & FILIPPI, 2006). Em arroz ¢
comum a descrigdo de grupos raciais formando a estrutura
populacional de M. oryzae, 16 ragas foram detectadas em
variedades de arroz de terras altas do Estado do Tocantins
(FILIPPI & PRABHU, 2001) e 22 em areas de produgdo de
arroz no Estado de Sao Paulo (URASHIMA, 2002).

Em relagdo a M. oryzae do trigo os poucos trabalhos
existentes indicam que a estrutura populacional deste fungo,
também ¢ composta por grupos raciais, € que esses
provavelmente contribuem para a alta variabilidade do patdégeno
(MACIEL et al.,, 2014). Além disso, o grande numero de
hospedeiros onde este fungo ¢ encontrado, também ¢ indicado
como fonte de variabilidade (GALBIERI & URASHIMA, 2008;
MACIEL et al., 2013). A importancia dos diferentes hospedeiros
de M. oryzae reside no fato de existir a migracdo ou difusdo de
genes entre os isolados dessas populagdes (PRABHU &
FILIPPI, 2006).

Ao se estudar molecularmente isolados de M. oryzae
de podceas invasoras de lavouras de milheto, encontrou-se pelo
menos oito haplotipos de isolados de invasoras semelhantes ao
isolado de milheto, mostrando a importancia destes hospedeiros
secundarios na epidemiologia da brusone (TAKAN et al, 2012).

E, a similaridade de viruléncia entre isolados de braquiaria e
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capim suddo com isolados de trigo, ¢ forte indicativo da
influéncia dos hospedeiros secundarios sobre o desenvolvimento
da estrutura populacional do patogeno (DANELLI, 2015).
Muitos fatores podem contribuir para a geracao da
variabilidade. Dentre esses, o ciclo sexual, a recombinacao
parassexual e as mutacdes sao os principais (KUMAR et al.,
1999; OU, 1985; ZEIGLER et al.,1997). Eles podem ocorrer
separadamente ou conjuntamente, e levar ao polimorfismo
cromossodmico e ao rearranjo do genoma (KISTLER & MIAO,
1992; O’SULLIVAN et al., 1998). Analise de DNA fingerprint
do elemento MGP586, pela técnica Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP), de isolados
de M. oryzae do arroz dos Estados Unidos e da Asia, mostrou a
existéncia de uma populacdo clonal do patégeno, o que ndo
justificaria a alta variabilidade encontrada. Entretando,
existéncia da transferéncia de segmentos de DNA de um isolado
para outro via parassexualidade foi a documentada como a fonte
geradora desta variabilidade, em laboratério (ZEIGLER et al,
1997), e a populagdo clonal atribuida a alta taxa de reprodugao
do patégeno. Em isolados de M. oryzae do arroz, do Uruguai, ja
foi relatado a incidéncia de fluxo génico via assexuada, por
sementes, interferindo na estrutura populacional e gerando a

variabilidade (TAHERI & IRANNEJAD, 2013).

2.4 Reproducéo sexual

A estrutura reprodutiva caracteristica da reproducao

sexual em Ascomycetes, como no caso de M. oryzae, ¢ do tipo
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“ascoma”, denominada de peritécio, contendo em seu interior as
ascas, nas quais estdo os esporos sexuais, os ascosporos. Suas
hifas heterotdlicas apresentam um tipo de acasalamento
controlado por um gene mat com dois alelos diferentes, MAT1-
1 e MATI1-2. A recombinagao sexual s6 ocorre entre isolados
parentais, e se estes individuos forem férteis e apresentarem os
alelos complementares 1 ¢ 2 no loco MATI (PRABHU &
FILIPPI, 2006).

Os genes MATI-1 e MATI-2, localizados no
cromossomo trés do genoma de M. oryzae, codificam transcritos
(MATI1-1-1, MATI1-1-2, MATI1-1-3, MAT1-2-1 e MATI1-2-2)
resultando em diferentes expressdes proteicas. A delecdo de
algum loco reduz a quantidade dos transcritos e interfere
negativamente na existéncia de 6rgaos sexuais férteis e assim na
existéncia do ciclo sexual (MOREIRA & CERESINI, 2015).

O ciclo sexual ocorre, muitas vezes, apos sucessivos
ciclos assexuais, quando as condigdes ambientais tornam-se
desfavoraveis para o patdégeno, o qual devera sobreviver a custa
dos seus ascomas e ascosporos (MASSOLA Jr & KRUGNER,
2011). Os esporos sexuais resultam da plasmogamia, seguida de
cariogamia com formagdo de um nucleo diploide, e de meiose
que restaura o estado hapléide (ALEXOPOULOS et al., 1996;
AZEVEDO, 2008). Uma vez ocorrida a fusdo de nucleos,
combinagdes diversas de material genético originam as mais
variadas apresentagdes de genoétipos e fendtipos (GALBIERI &
URASHIMA, 2008).

Em isolados de trigo, os primeiros relatos da

ocorréncia de fase sexual de M. oryzae foram em 1993, onde
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93% dos isolados testados formaram peritécios, e desses, 68 %
formaram oOrgdos sexuais completos (peritécio, ascas e
ascosporos) (URASHIMA et al., 1993). Ao se estudar a inter-
relagdo sexual entre isolados de M. oryzae de diversos
hospedeiros, demonstrou-se a existéncia de tipos compativeis
entre isolados de trigo e Brachiaria plantaginea, Eleusine
coracana e Setaria spp., os quais foram capazes de produzir
estruturas reprodutivas (peritécios) (BRUNO & URASHIMA,
2001). A alta fertilidade demonstrada por isolados de M. oryzae
obtidos de plantas de trigo reforca a perspectiva de que esses
variantes do patdgeno tem sua variabilidade influenciada por

eventos de recombinacgao sexual.

2.5 Parassexualidade

A recombinagdo parassexual ¢ um dos mecanismos
que facilita a ocorréncia de variabilidade para fungos
imperfeitos. E alternativa, para fungos perfeitos, ¢ de suma
importancia, no melhoramento de fungos de valor industrial.
Descrita a partir de 1970, ocorre, anastomose de hifas em forma
de H ou adjacentes, com troca ou passagem do nucleo e fusao
dos mesmos, com obten¢do de um diploide recombinante, o
heterocarium (AZEVEDO, 2008). Este reconhecimento
vegetativo entre hifas ¢ governado pelo loco het, ou seja, se as
hifas diferirem para este loco, as células heterocaridticas sdo
rapidamente destruidas ou ha inibi¢do do crescimento do

individuo recombinante (SAUPE, 2000), contrariamente, se as
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hifas foram compativeis, ha a migracdo nuclear seguida de
cariogamia e formag¢do do individuo variante (GLASS, 2000).

A incompatibilidade tem por funcdo manter a
individualidade genética (SAUPE, 2000), ja a compatibilidade
vegetativa (VCQG) permite descrever os membros de um mesmo
grupo que sdo capazes de trocar informagdes genéticas
(LESLIE, 1993). Isolados de M. oryzae de arroz, do estado de
Santa Catarina, ao serem avaliados quanto a capacidade de
recombinacdo parassexual, em laboratorio, revelaram a
identidade alélica para loco het. E isso implicou no surgimento
de isolados virulentos que reduziram a efetividade de genes
maiores de resisténcia das cultivares de arroz, comprometendo o
melhoramento genético das cultivares (SCHEUERMANN,
2002).

A frequéncia da recombinagdo parassexual ¢ uma
questdo critica, e ndo esta bem esclarecida em condi¢des de
campo. Caracteristicas relativas a estabilidade e aptiddo dos
recombinantes parassexuais, estdo atreladas as condicdes de

sobrevivéncia em ambientes indspitos (NOGUCHI et al., 2006).

2.6 Mutac0es

As mutagdes sdo as alteragdes no material genético
de um microrganismo, em nivel de DNA ou RNA, resultando
num organismo diferente do original em uma ou mais
caracteristicas genéticas (AZEVEDO, 2008). No caso de M.
oryzae, a existéncia de sitios quentes (hot-spot), que facilmente

mutam uma base nitrogenada, tem resultado em isolados
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resistentes a  fungicidas como  as  estrobilurinas
(CASTROAGUDIN et al, 2015). A causa desses pontos
quentes e de mutagdes espontaneas, sao as regioes de sequéncias
repetidas proximas, no mesmo gene, desalinhando o DNA com
permutas desiguais, com adi¢des ou delegdes (NETO et al.,
2010).

O fitopatégeno M. oryzae, apresenta um genoma
altamente instavel em consequéncia da presenga dos elementos
transponiveis em nivel de DNA (CHADHA & SHARMA,
2014). Alguns transposons com elementos promotores podem
ativar genes adjacentes antes inativos, ou alterar o seu padrao de
expressao (REGNER & LORETO, 2003), e com isso, beneficiar
0 patdégeno com uma rapida adaptacao a diferentes condicdes
ambientais (XUE et al., 2012).

Alguns estudos revelaram a influéncia de elementos do
tipo transposons no ganho de viruléncia para o gene Pi-ta e a
perda de funcdo do gene Avr correspondente, esta mutagao
espontanea foi caracterizada pela insercdo de um transposon da
familia Pot-3, demonstrando assim, que estes elementos podem
ser responsaveis por mudar o espectro de viruléncia em M.
oryzae, sendo um importante mecanismo de variabilidade

genética (KANG et al., 2001).

2.7 Marcadores moleculares e a variabilidade genética de
Magnaporthe oryzae

O desenvolvimento de tecnologias que permitam a

monitorizagdo da dinamica das populagdes de fungos, ¢
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fundamental na concep¢do de estratégias para o controle das
doengas (BRONDANI et al., 2000). A genética molecular, com
seus recursos para detectar o polimorfismo diretamente no
DNA, tem -contribuido para a caracterizagao genética de
populagdes de fungos e estimar a diversidade de M. oryzae
(GARRIDO et al., 2001).

Os marcadores moleculares do tipo microssatélite
Simple Sequence Repet (SSR), estdo entre os mais utilizados
devido a rapidez, uma vez que sequéncias repetitivas de DNA
estdo distribuidas por todo o genoma do patégeno (WEISING et
al., 1995; BRONDANI et al ., 2000; KAYE et al., 2003; WANG
et al., 2005). Os marcadores do tipo SSR sdo sequéncias de um a
seis nucleotideos que se apresentam repetidos lado a lado na fita
de DNA (TAUTZ, 1989), e com capacidade de apresentar alta
diversidade de alelos por locus (CREGAN et al., 1994). A
grande vantagem desses marcadores ¢ a reprodutibilidade, o alto
nivel de polimorfismo detectado, e a necessidade de uma
pequena aliquota de DNA extraido, podendo ser usados em
estudos com grande numero de acessos (FALEIRO , 2007).

Seqiiéncias repetitivas longas ja foram descritas e
estudadas no genoma de M. oryzae, como as repetigdes MGR,
uma sequéncia repetitiva de 1.860 pb, com uma estimativa
média de 46 copias por genoma (HAMER, 1991). Alguns
retrotransposons repetitivos como GRH e MAGGY foram
também detectados no genoma de M. oryzae, com cerca de 50
copias por genoma (DOBINSON et al., 1993; FARMAN et al.,
1996).



20

Para melhorar o estudo da variabilidade genética de
M. oryzae do trigo do Brasil, foram desenvolvidos na Embrapa
Trigo 38 marcadores SSR a partir da constru¢do de uma
biblioteca genomica de M. oryzae do trigo (PEREIRA et al.,
2014). Os mesmos foram utilizados para caracterizar
molecularmente 31 isolados de M. oryzae obtidos de diferentes
areas de quatro estados brasileiros produtores de trigo. Quanto
ao contetdo de informagdes polimoérficas (Polymorphism
Information Content - PIC) dos marcadores contruidos, 10,5%
mostraram PIC>0,5, sendo classificados como de alta
informagdo polimorfica, 18,4% como de razodvel informagao
polimérfica, com PIC entre 0,25 e 0,5, ¢ 10,5% como
ligeiramente informativo, com PIC<0,25, e o restante dos
marcadores, como monomorficos com PIC=0. Quanto a
variabilidade da populacdo de isolados estudada, os marcadores
permitiram identificar que os isolados dos estados do Parana e
de Minas Gerais apresentaram mais polimorfismo do que os
isolados dos estados de Goias e do Rio Grande do Sul. E ainda,
um isolado de arroz wutilizado no estudo, mostrou-se
geneticamente distinto dos isolados do trigo com os marcadores
propostos, reforcando as diferencas genéticas ja existentes e

documentadas entre M. oryzae do arroz e do trigo.
2.8 Controle quimico da brusone do trigo
A existéncia da diversidade genética de isolados de

M. oryzae tem limitado a disponibilidade de cultivares

resistentes a brusone, sendo assim, o controle quimico de parte
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aérea, ainda ¢ a principal alternativa utilizada no manejo da
cultura por parte dos produtores. Os trabalhos mostram
satisfatorio controle da doenca em folhas, mas ndo em espiga,
que constitui a parte econdomica do trigo (ROCHA et al., 2014).
O controle quimico deve levar em consideracdo aspectos
importantes como a biologia do patégeno, a fonte de indculo
primario, a importancia dos restos de cultura e das plantas
invasoras que hospedam o patogeno, e a dificuldade técnica de
protecdo da espiga (PAGANI et al., 2014). A utilizacdo de
fungicidas para o controle de doengas de parte aérea da cultura
do trigo no Brasil, ¢ considerada indicacdo técnica oficial desde
1976 (REIS & LUZ, 1976).

Trabalhos investigando a eficiéncia de fungicidas no
controle da brusone do trigo, em diferentes gendtipos,
mostraram a superioridade dos fungicidas
epoxiconazol+piraclostrobina e de tebuconazol+trifloxistrobina,
em relagdo a testemunha para todos os genotipos avaliados, para
os parametros area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), e severidade em folha bandeira. No entanto, nenhum
foi capaz de controlar a doenga em espigas (ROCHA et al.,
2014). A aplicagdo foliar de produtos quimicos para a redugdo
da severidade da brusone do trigo, mostrou que os indutores de
resisténcia fosfito de potassio e etefon, apresentaram potencial
fungitoxico para M. oryzae do trigo, mas ¢ dependente do nivel

de resisténcia basal da cultivar de trigo (CRUZ et al., 2011).
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2.9 Sensibilidade e fungitoxicidade

A fungitoxicidade ¢ um atributo atrelado a molécula
do fungicida, e a sensibilidade relacionada a espécie do fungo.
Portanto, o produto quimico, em razdo de suas caracteristicas
moleculares, apresenta fungitoxicidade (¢ toxico ao fungo). Por
outro lado, o fungo, em razao de suas caracteristicas genéticas,
apresenta ou ndo sensibilidade a uma dada molécula. Todos os
fungos dentro do espectro de acdo de um fungicida sdo
considerados sensiveis. Se o fungicida ndo apresenta
fungitoxicidade, ¢ dito atoxico, e o fungo ¢ considerado
insensivel, atributo que depende das interagdes entre as
caracteristicas da molécula e da genética do fungo (GHINI &
KIMATI, 2000; REIS et al., 2010).

Um fungo sensivel a uma molécula fungicida pode
ter a sensibilidade reduzida, razdo por que se diz que
desenvolveu resisténcia, porém, um insensivel nunca se tornara
sensivel (REIS et al., 2010). A sensibilidade ¢ o oposto de
resisténcia, pois todas as linhagens resistentes apresentam uma
redugdo da sensibilidade, porém, a palavra insensibilidade nao
deve ser usada como sindnimo de resisténcia, pois esse termo
sugere a completa falta de sensibilidade e s6 deve ser usado para
descrever fungos para os quais os fungicidas nunca tiveram
nenhum efeito (GHINI & KIMATI, 2000).

Edgington et al. (1971), propdem os seguintes
critérios para classificar uma substancia fungicida, com relacio
a fungitoxicidade: substincia que apresenta Clse<l mg L' =

altamente fungitoxica; com Clso entre 1 mg L™ ¢ 10 mg L™ =
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moderadamente fungitdxica e com Clsp> 50 mg L' = ndo toxica.
O termo Clsy corresponde a concentracdo inibitdria que
promove um efeito desejado (ou grau de resposta) em 50% dos
microrganismos submetidos ao ensaio experimental (OGA et al.,
2008; REIS et al., 2010). Se a Clso de um fungicida, ao longo
do tempo, apresentar alteracdo para valores superiores aos
inicialmente estabelecidos, visando ao controle de um
determinado patdégeno, isso podera indicar redug¢do na
sensibilidade aquele fungicida (REIS et al., 2010).

O estudo da sensibilidade de fungos a fungicidas ¢é
realizada h4 algum tempo, e em diferentes patossistemas. Em
trigo o fungo Septoria tritici Rob. ex Desm. (teleomorfo
Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schroeter) apresentou
resisténcia a fungicidas do grupo das estrobilurinas. O primeiro
relato foi no Reino Unido, em 2001, em uma frequéncia baixa.
Durante as safras seguintes a resisténcia chegou a altas
frequéncias no Norte da Europa (TORRIANI et al., 2009;
BEYER et al., 2011).

No patossistema trigo-mancha amarela foi estudada
a sensibilidade de isolados de Drechslera tritici-repentis (Died)
Shoemaker e de D. siccans (Drechsler) Shoemaker a fungicidas
dos grupos quimicos triazois e estrobilurinas, os valores da Clsg
foram variaveis e mostraram alteragdo da sensibilidade para os
isolados testados, ficou comprovado que a eficacia do controle
da mancha amarela do trigo est4 relacionada a fungitoxicidade
dos triazois, sendo assim, ndo recomendado usar fungicidas do
grupo das estrobilurinas isoladamente no controle da doenga

(TONIM, 2012).
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Com o objetivo de monitorar a sensibilidade do
agente causal da giberela em trigo, determinou-se a Clsy para
dez isolados de F. graminearum para triazois, estrobilurinas e
misturas de triazoistestrobilurinas. Encontrou-se diferenca de
sensibilidade entre os isolados, e elevada fungitoxicidade para
metconazol, protioconazol e tebuconazol. No entanto, pode-se
inferir que ndo basta um fungicida ser potente se a tecnologia de
aplicacio ndo ¢ suficientemente eficaz para depositar
quantidades suficientes dos fungicidas nas espigas (AVOZANI
et al., 2014).

Para M. oryzae do trigo, molecularmente foi
encontrado um grupo de oito isolados sensiveis a azoxistrobina,
e outro com oito isolados resistentes a0 mesmo principio ativo.
A partir de entdo se procurou determinar, in vitro, os valores de
Clso pra esses dois grupos. E o resultado mostrou que os
isolados sensiveis apresentaram Clso média de 0,0077 mg L™
enquanto que os resistentes, média de 0,3205 mg L

(OLIVEIRA et al., 2015).

2.10 Tecnologia de aplicacéo de fungicidas

Por conceito, tecnologia de aplicagdo consiste no
emprego de todos os conhecimentos cientificos que propiciam
uma melhor e eficaz deposi¢cdo de agroquimicos, visando atingir
o alvo com o principio ativo, em quantidade necessaria, de
maneira econdémica € com a menor contaminag¢ao de outras areas

(MATUO, 1990).
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Embora todos os componentes de um pulverizador
sejam essenciais para a aplicagdo de produtos quimicos, as
pontas de pulverizagdo sdo os componentes mais importantes
(ANTUNIASSI & BOLLER, 2011). As pontas também sdo os
componentes que mais geram prejuizo ao produtor, pelo
entupimento, desgaste, e escolha errada, todos gerando falhas na
aplicagdo (CUNHA & SILVA, 2010). Sempre que a vazdo de
uma ponta ultrapassar 10% da vazao nominal estipulada pelo
fabricante, essa ponta devera ser substituida por uma nova
(ANTUNIASSI & BOLLER, 2011). Da correta selecao da ponta
de pulverizagdo depende a penetracao e a deposicao da calda na
cultura, e como consequéncia, a eficacia do controle quimico
(MATUO, 1990). Cada tratamento quimico requer um
determinado modelo de ponta que melhor se adapte as
caracteristicas desejadas, no que se refere ao local de deposicao
das gotas, volume de aplicagdo e tamanho das gotas
(MARQUEZ, 1997).

Deve-se dar preferéncia para pontas que produzam
gotas menos heterogéneas, com distribuicdo uniforme e precisa
do volume escolhido ou desejado (SANTOS, 2007). Pontas de
jato conico vazio sdo apropriadas para aplicagdes dirigidas e
pontas de jato plano para aplicagdes de fungicidas em
pulverizadores de barra (CHRISTOFOLETTI, 1999). As pontas
de jato conico trabalham em pressdes mais elevadas (200 a 1000
kPa), logo o diametro da gota ¢ reduzido. A distribuicdo em
cone vazio ¢ em forma de U com angulo de abertura de 60 a 80°,
sem gotas na regido central atingida pelo jato (CUNHA &
TEIXEIRA, 2001; RODRIGUES et al., 2012). As pontas de jato
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plano, apresentam jato eliptico em pressdes geralmente entre
100 e 400 kPa. As pontas de jatos planos duplos produzem dois
jatos planos tipo leque, com angulos de abertura de 80°a 110°, e
divergentes entre si com um angulo de 60°. Este jato duplo
inclinado, permite que um mesmo bico aplique duas vezes na
mesma planta, sendo indicado para uso em culturas fechadas e
com alta densidade foliar (CUNHA & SILVA, 2010; CUNHA
& RUAS, 2000).

Uma forma auxiliar para o estudo e escolha correta
das pontas de pulverizagdo e do ajuste do volume a ser aplicado,
¢ a avaliagdo do espectro de pulverizacdo, utilizando alvos
artificias, como papeis sensivel a dgua, colocados proximos aos
alvos verdadeiros (ANTUNIASSI, 2006). A maior limitacdo do
emprego dos cartdes hidrossensiveis ¢ a umidade relativa do ar
acima de 80%, pois afeta a sensibilidade do papel
(SCHRODER, 1996). O espectro de gotas é a classificacdo por
classes de tamanho em porcentagem de volume ou de numero de
gotas, sendo que se deve buscar homogeneidade das gotas. A
densidade de gotas ¢ expressa pelo nimero de gotas por unidade
de 4area, correspondendo a quantidade de produto ativo
depositado sobre o alvo, e o didmetro das gotas, seja o mediano
volumétrico ou mediano numérico, indicam o potencial de perda
do produto, por deriva ou evaporacdo (VELLOSO et al., 1984).

Aumentar o volume de agua e a pressdo sobre o
liquido pulverizado até a formacao de gotas pequenas resulta na
falsa impressao de melhor molhamento do alvo, no entanto, a
névoa formada por gotas com didmetro inferior a 100 pm, ¢

volatilizada ou arrastada, ndo atingindo o alvo (GASSEN,
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2003). Gotas menores que 50 um permanecem suspensas no ar
at¢ a completa evaporagdo (RAMOS, 2000). E, gotas com
didmetros iguais ou superiores a 200 um, pouco sofrem deriva
com a umidade relativa na faixa de 20 a 100 % (ZHU et al.,
1994).

Os principais fatores ambientais que influenciam a
qualidade da pulverizag¢do sdo a temperatura, a umidade relativa
do ar, a umidade do solo, a velocidade do vento e o orvalho.
Quanto a umidade relativa do ar, a minima deve ser de 60 %
para operagdes de pulverizagdo (RUEDELL, 1995), e quanto ao
orvalho, ¢ benéfico a planta por aumentar a duragdo do
molhamento, mas exige aten¢do pois provoca escorrimento das
gotas pulverizadas (MAROCHI, 1995). O orvalho pode até
melhorar a eficiéncia de fungicidas pela redistribui¢ao do
produto na planta, podendo possibilitar a redu¢do do volume de
calda de pulverizagdo e aumentar a autonomia do pulverizador
(MENEGHETTI, 2006). A reducao do volume de calda aplicado
sobre o alvo bioldgico, agiliza a aplicacdo de defensivo dentro
das condigdes climaticas favoraveis, e libera equipamentos,
maquinas ¢ mao-de-obra para outras atividades (MAROCHI &
SCHMIDT, 1996). Mas para isso, ¢ necessario o uso de gotas
menores ¢ mais uniformes para adequada cobertura do alvo
(MATUO, 1990).

Ao se estudar o efeito do volume de aplicagao com
uma ponta leque sobre a cobertura de alvos planos, observou-se
um aumento significativo de cobertura quando o volume de
aplicacdo passou de 100 para 200 L ha, ndo diferindo quando
esse volume passou para 300 L ha” (TEIXEIRA et al., 1998).
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Por outro lado, a reducdo do volume de pulverizacdo pode ndo
permitir que o fungicida expresse o seu potencial no controle da
doenca (SAUER, 1999). O volume de calda utilizado requer
aprimoramento das tecnologias, uma vez que ¢ dependente do
tipo de aplicacdo, das caracteristicas do alvo e das condi¢des

ambientais (MATUO, 1990).
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Magnaporthe oryzae: IDENTIFICACAO E
CARACTERIZACAO DE IDIOMORFOS E ANALISE DA
VARIABILIDADE GENETICA

CRISTINA BOARETTO!

RESUMO - Dentre os fatores responsaveis pela ineficiéncia
das estratégias de controle da brusone do trigo, estd a alta
variabilidade do fungo Magnaporthe oryzae B. Couch.
Entretanto, vérios aspectos referentes a variabilidade genética,
fenotipica e patogénica do patégeno sdo desconhecidos. O
presente trabalho teve como objetivos (a) identificar e
caracterizar sexualmente idiomorfos de M. oryzae; (b) analisar a
variabilidade genética de isolados de M. oryzae do trigo e de
poaceas invasoras de trigo; e (c) identificar a ocorréncia da
variabilidade genética em infec¢gdes conjuntas em plantas de
trigo de idiomorfos compativeis de M. oryzae do trigo e de
poaceas invasoras de trigo. A identifica¢do e caracterizacao dos
idiomorfos quanto a presenca de estruturas sexuais foi realizada
visualmente e a andlise da variabilidade genética foi realizada
por meio de técnicas moleculares de genotipagem. Na populacao
estudada de M. oryzae do Brasil, prevaleceu o idiomorfo MAT1-

1 (85,84% dos isolados testados), com presenca de Orgdos

' Eng®. Agr’.,, mestranda do Programa de Pos-Graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Dbolsista CAPES/Embrapa, Projeto
“Magnaporthe oryzae: O desafio da tropicalizagdo do trigo no Brasil.”
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sexuais completos em apenas 4 isolados e, hermafroditismo,
somente entre os isolados de plantas invasoras. Dependendo da
combinagdo utilizada, com um isolado de M. oryzae do trigo e
um isolado de M.oryzae de uma das 12 espécies de plantas
invasoras utilizados nos experimentos, os isolados recuperados
das inoculagdes conjuntas diferiram dos isolados originais
usados nas inoculagdes. Os isolados que foram mais similares
aos isolados de trigo foram os obtidos de Eleusine indica, de
Rhynchelytrum repens, de Cenchrus echinatus, de Brachiaria
spp., de Sorghum sudanense, de Chloris spp., de Echinochloa
spp., ¢ de Elionurus candidus. Enquanto que os mais
dissimilares foram os de Eragrotis plana e¢ de Digitaria
sanguinalis. A diferenga genética indentificada nos isolados
recuperados, quando comparada com os isolados utilizados nas
inoculagdes, ¢ um importante indicativo de que algumas plantas
invasoras da cultura do trigo, como Sorgum sudanense, Chloris
spp., Brachiaria spp., Echinochloa spp., e Rhynchelytrum
repens exercem papel importante na geragdo de variabilidade

de M. oryzae do trigo.
Palavras-chave: mating types, brusone do trigo, hospedeiros.
Magnaporthe oryzae: IDENTIFICATION AND
DESCRIPTION OF IDIOMORPHS AND ANALYSIS

OF THE GENETIC VARIABILITY

ABSTRACT - Among the factors responsible for the

inefficiency of the wheat blast control strategies, is the high
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variability of the fungus Magnaporthe oryzae B. Couch.
However, several aspects related to the pathogen’s genetic,
phenotypic and pathogenic variability are unknown. This study
aimed to (a) to sexually identify and characterize in vitro the
idiomorphs M. oryzae; (b) to analyze the genetic variability of
isolates of M. oryzae and poaceae on wheat; and (c) to identify
the occurrence of genetic variability in joint infections in
idiomorphs wheat plants compatible M. oryzae and poaceae on
wheat. The identification of idiomorphs and of the presence of
sexual organs was visual, and the identification of sexual
reproduction was done with molecular techniques and
genotyping. In the study population of M. oryzae in Brazil, the
MATI1-1 (85,84 % of the tested isolates) idiomorph prevailed,
with the presence of complete sexual organs in only 4 isolated,
and hermaphroditism only between isolates of invasive plants.
Depending on the combination used, with M. oryzae isolated
from wheat and one M.oryzae isolated from one of the 12
invasive plant species used in the experiments, the recovered
isolates from inoculations altogether differed from the original
isolates used in the inoculations. The isolates which were most
similar to wheat isolates were obtained from Eleusine indica,
Rhynchelytrum repens, Cenchrus echinatus , Brachiaria spp.,
Sorghum sudanense, Chloris spp., Echnochloa spp., and from
Elionurus candidus. While most dissimilars were Eragotis
plana and Digitaria sanguinalis. The identified genetic
difference in recovered isolates, compared to the isolates used in
inoculations, is an important indication that some weeds in

wheat cultivation, and Sorghum sudanense, Chloris spp.,
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Brachiaria spp., Echnochloa spp., and Rhynchelytrum repens
play an important role in generating variability of wheat M.

oryzae.

Key words: mating types, wheat blast, hosts.

1 INTRODUCAO

Os danos importantes a cultura do trigo devido a
ocorréncia da brusone, foram relatados no Brasil, Paraguai,
Bolivia e Argentina (DUVEILLER et al., 2010; KOHLI et al.,
2010; CABRERA et al., 2010). No Brasil, Igarashi et al. (1986),
descreveram pela primeira vez essa doenca em plantas de trigo,
em meados de 1985, no estado do Parana. Posteriormente, o
patdégeno foi encontrado no estado do Mato Grosso do Sul
(GOULART et al., 1989), Rio Grande do Sul (PICININI &
FERNANDES, 1989) e Goias (PRABHU et al., 1992).

Os sintomas da doenga sdo causados em todas as
partes da planta, com manchas elipticas em folhas, e
branqueamento gradual das espigas. A severidade varia com as
condigdes climaticas e com as cultivares utilizadas, e as perdas
podem chegar a 100% (GOULART et al., 2007; WANG et al.,
2014).

O uso da resisténcia genética mostra-se ineficiente
no controle da doenca, possivelmente, devido a alta
variabilidade do patogeno, com o desenvolvimento de novas
racas que superam os genes de resisténcia (PRABHU &

FILIPPI, 2006). O grande ntimero de hospedeiros que o fungo
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habita ¢ indicado como fonte de variabilidade (GALBIERI &
URASHIMA, 2008; MACIEL et al., 2013). Isso se deve a
capacidade de coexistir migracdo ou difusdo de genes entre os
isolados dessas populagdes.

Ao se estudar molecularmente isolados de M. oryzae
de poaceas invasoras de lavouras de milheto, encontrou-se pelo
menos oito haplotipos de isolados de invasoras semelhantes ao
isolado de milheto, mostrando a importancia dos hospedeiros
secundarios na epidemiologia da brusone (TAKAN et al, 2012).
Para Ceresini et al. (2011) e Maciel et al. (2014), a populagdo
que infecta o trigo tem origem de uma populacdo infestante de
outras podceas, ainda desconhecida, mas distinta do arroz.

A varibialidade em fungos, pode ser gerada por
outros mecanismos, como a recombinagdo sexual, a parassexual
e as mutacdes (KUMAR et al., 1999; OU, 1985; ZEIGLER et
al.,1997). Existe evidéncias de que a reproducdo sexuada seja
uma fonte importante de variabilidade de M. oryzae (MACIEL
et al.,, 2014; SALEH et al., 2012). A brusone mostra um alto
grau de variacdo de patogenicidade no campo, embora esta
poderia envolver mutagdo ou heterocariose no anamorfo, ¢é
provavel que o teleomorfo contribua para a variagdo patogénica
(HAYASHI et al., 1997).

A alta fertilidade demonstrada por isolados de M.
oryzae obtidos de plantas de trigo refor¢a a perspectiva de que
esses variantes do patdogeno tem sua variabilidade influenciada
por eventos de recombinagdo sexual (GALBIERI &
URASHIMA, 2008). A formacao de peritécios foi descrita pela

primeira vez em 1971, para o género Magnaporthe, com o
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cruzamento entre dois isolados de Digitaria sanguinalis (L.)
Scop, (HERBET, 1971). Em 1975, foi descrita a fase sexual de
Magnaporthe de outras poaceas (UEYAMA & TSUDA, 1975).
Em 1976, foi descrito a fase perfeita de M. oryzae de isolados de
arroz (KATO et al., 1976; YAEGASHI & NISHIHARA, 1976).

Apesar de todos estes relatos serem em condi¢des de
laboratorio, foram suficientes para demonstrar a caracteristica
heterotélica do fungo, o qual possui um sistema de acasalamento
controlado por um gene mat com dois alelos diferentes, MAT1-
1 e MATI1-2. A recombinagdo sexual s6 ocorre entre isolados
parentais, e se estes individuos forem férteis e apresentarem os
alelos complementares, 1 ¢ 2 no loco MAT1 (PRABHU &
FILIPPI, 2006).

A compreensdo detalhada dos mecanismos
apontados como possiveis causadores da variabilidade de M.
oryzae, ¢ da estrutura genética da populagcdo do fitopatdgeno,
pode colaborar com o desenvolvimento de estratégias que
controlem eficazmente a evolugdo do agente causal da brusone
na cultura do trigo, em especial na resisténcia duravel. Sendo
assim, os objetivos deste tababalho foram: (a) identificar e
caracterizar sexualmente idiomorfos de M. oryzae; (b) analisar a
variabilidade genética de isolados de M. oryzae do trigo e de
poaceas invasoras de trigo; e (c) identificar a ocorréncia da
variabilidade genética em infecgdes conjuntas em plantas de
trigo de idiomorfos compativeis de M. oryzae do trigo e de

poaceas invasoras de trigo.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas instalagdes da
Embrapa Trigo. No Laboratorio de Fitopatologia foram feitas
repicagens, meios de cultura e preparo de inocula¢des. Em casa-
de-vegetacdo e camaras de crescimento foram realizadas as
inoculagdes, e a avaliacdo genética com uso de marcadores

moleculares foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia.

2.1 Colecéo dos isolados de Magnaporthe oryzae

Foram utilizados isolados monosporicos, 100
isolados do trigo e 20 isolados de diferentes espécies de plantas
invasoras, que pertencem a colecdo de fungos da Embrapa
Trigo. Coletados em lavouras de sete estados brasileiros no ano
de 2012 (Tabela 1), conservados em papel filtro e em
temperatura de -20 °C . Os isolados de trigo estdo identificados
como PY 12.1. XXX, e os isolados de plantas invasoras como
PY 12.0.XXX. O ntimero “12” refere-se ao ano da coleta de
2012, o “1” ou “0” ao hospedeiro, e em seguida “XXX” ao

nimero individual de cada isolado na cole¢cdo Embrapa Trigo.
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2.2 Isolados referéncia de Magnaporthe oryzae

Os dois isolados de Magnaporthe oryzae, com
idiomorfos conhecidos, utilizados para o parecamento e
caracterizacao sexual dos isolados da colecao da Embrapa Trigo,
foram os isolados KA 3 e GUY 11. O primeiro, MAT 1-1,
originario da Uganda e obtido da planta Eleusine coracana
(capim-pé-de-galinha-gigante), e hermafrodita; e o segundo,
MAT 1-2, da Guiana Francesa e obtido da planta Oryza sativa
(arroz), e fémea fértil (SILUE & NOTTEGHEM, 1990). Ambos
foram cedidos da Cole¢do de Microrganismos e Fungos
Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijao, estando

conservados em papel filtro em temperatura de -20 °C.

2.3 ldentificacdo dos idiomorfos, da sexualidade, da
fertilidade e da presenca de estruturas sexuais de isolados de
Magnaporthe oryzae

A identificacdo da presenca do gene MATI1-1 ou
MATI1-2 foi realizada pelo método de pareamento dos trés
pontos (ITOI et al., 1983) com algumas modificagdes.
Primeiramente, segmentos de papel filtro contendo o fungo dos
isolados conservados foram transferidos para placas de Petri
com meio de aveia (60 g de farinha de aveia, 12 g de 4gar, 1 L
agua destilada), e incubados 15 dias em camara para
crescimento em temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h,

para posterior repicagem.
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Prosseguiu-se com a repicagem em meio de farinha
de arroz (50 g de arroz, 15 g de agar, 20 g de dextrose, 1 L de
agua destilada) autoclavado e vertido em placa de Petri, o
micélio dos isolados (dois isolados referéncia e isolado a ser
estudado) em trés pontos equidistantes 1 cm (Figura 1A),
formando um triangulo. As placas foram vedadas com parafilme
e transferidas para camara incubadora refrigerada (BOD), marca
Eletrolab® (modelo EL212), com temperatura de 25 °C e escuro
nos dois primeiros dias, em seguida foram expostas a luz
continua por 21 dias e temperatura de 20 °C. Em sequéncia, com
a visualizacdo dos peritécios na regido de encontro das colonias
avaliou-se a sexualidade de acordo com a escala descrita por
Notteghem e Silué¢ (1992), denominando-se os isolados como
macho (M — formacdo de uma banda de peritécios ao lado
oposto ao isolado teste), fémea (F — formacao de uma banda de
peritécios do mesmo lado do isolado teste) ou hermafrodita (H —
formacao de duas bandas de peritécios). Para fertilidade, contou-
se 0 nimero de peritécios formados em 1 cm? (Figura 1B), e
classificou-se em: alta fertilidade - AF (> 20 peritécios), média
fertilidade - MF (10-19 peritécios), baixa fertilidade - BF (< 10
peritécios), e infértii - I (sem formagdo de peritécio)
(CONSOLO et al., 2005). Ainda, retiraram-se os peritécios (P)
do meio de cultura e investigou-se a presenga de ascas (A) e
ascosporos (ASC) com o preparo de laminas com dgua destilada
e laminula. Todos os pareamentos foram realizados em duas

placas de Petri e em duplicata.
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Figura 1. Pareamento dos isolados pelo método de repicagem
dos trés pontos (A), isolado referéncia KA 3 (1),
isolado referéncia GUY 11 (2), isolado teste (3);
peritécios/cm” (B). Passo Fundo-RS, 2016

2.4 Inoculacdo de isolados de Magnaporthe oryzae em

plantulas de trigo

Foram feitas suspensdes com esporos de dois
isolados de M. oryzae e utilizadas em procedimentos de
inoculagdo de plantulas da cultivar BR 24. A composi¢ao das
suspensoes dos pares de isolados foi equitativa, ou seja, cada
suspensdo foi composta por 50% dos esporos de cada isolado,
sendo composta por esporos de um isolado de trigo e por um
isolado de poacea invasora. Os isolados utilizados foram dois
isolados de trigo (identificados como MATI1-1 e outro como
MAT 1-2), e 20 isolados de plantas invasoras (11 deles
identificados como MATI1-1 e nove como MAT1-2). Mantidos
em papel-filtro, foram transferidos para o meio de aveia em
placas de Petri, para o crescimento em camara com temperatura
de 25 °C por 15 dias e fotoperiodo de 12 h. A obtencdo da
suspensdo de inoculo se deu pela raspagem das placas de Petri
contendo as coldnias dos isolados, com o auxilio de um pincel,

agua destilada ¢ Tween 80 (I gota L'). A contagem dos
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conidios da suspensdo foi realizada em camara de Neubauer
(Loptik Labor 0,0025 mm?®) e microscopio 6tico (Nikon Eclipse
E 200), e a concentracio foi ajustada para 100.000 esporos mL™".

Para cada um dos 22 isolados crescidos, obteve-se
uma suspensdo de conidios, os quais foram inoculados em
conjunto de acordo com a compatibilidade alélica do gene MAT
(Tabela 2), em plantulas de trigo da cultivar BR 24, quando da
presenca de 3 a 4 folhas verdadeiras, estadio 14 da escala de
Zadoks et al. (1974). Utilizou-se um atomizador manual, e para
cada conjunto de isolado, foram inoculados dois copos plasticos
com 5 plantulas cada (Figura 2A e 2B), os quais apdés a
inoculagdo foram envolvidos por sacos plasticos separadamente,
e mantidos em camara imida por 24 horas, na auséncia da luz e
em temperatura de 26 °C.

Decorrido o periodo de 24 h, os sacos plasticos
foram removidos, o fotoperiodo foi alterado para 12 h, e
acionou-se o regime de nebulizacdo hidrica de 60 s ligada e
1800 s desligada. Apds 30 dias da inoculagdo fez-se: o
reisolamento das lesdes foliares caracteristicas de brusone; a
cultura de 10 monosporicos de cada conjunto inoculado; e
avaliou-se a presenca de estruturas sexuais nas folhas, mais
especificamente abaixo da epiderme, com auxilio de lupa

eletronica.
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Figura 2. Plantulas de trigo inoculadas com diferentes
combinagdes de isolados. Dois copos para cada
combinagdo de isolado (A), 20 combinagdes de
isolados (B). Passo Fundo-RS, 2016

2.5 Reisolamento das lesGes de Magnaporthe oryzae

As folhas das plantulas com lesdes caracteristicas de
brusone, apds decorrido os 30 dias da inocula¢do, foram
coletadas e levadas para o laboratorio. Foram selecionados
segmentos proximos as regides das lesdes, e fez-se a assepsia
com hipoclorito de sddio e agua na propor¢do 1:1, em um
becker, pelo tempo de um minuto. Com auxilio de uma peneira e
uma pinga, transferiu-se o material vegetal para placas de Petri
com o meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA), conforme
protocolo descrito por Fernandez (1993). As placas foram
incubadas a 25 °C em camara climatizada com fotoperiodo de
12 horas por 4 dias, para estimular a esporulacdo do patdogeno
sobre o tecido vegetal sintomatico.

Apds a esporulacdo, os conidios e conidioforos
foram observados em microscopio-estereoscopico, e cada

pedaco vegetal contendo a esporulagdo do patogeno foi
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transferido do meio de cultura para um tubo de ensaio contendo
5 mL de agua esterilizada, agitou-se em vortex por um minuto, €
verteu-se a suspensao em uma placa de Petri com o meio agar-
agua (FERNANDEZ, 1993). Para a ocorréncia da germinacao
do esporo sobre o meio, a placa foi mantida por
aproximadamente 4 h em camara de crescimento a 25 °C.

A observacdao do tubo germinativo dos esporos foi
realizada ap6s 4 h com auxilio de microscopio estereoscopico, €
com uma agulha histologica, transferiu-se um esporo do meio
agar-agua para uma placa de Petri com o meio de aveia. Esse
procedimento foi realizado para 10 esporos de cada conjunto de
inoculagdo, totalizando 200 isolados monosporicos que
identificam os isolados recuperados, denominados de reisolados
(Tabela 2).

As placas com os isolados monosporicos foram
deixadas em camara de crescimento por 15 dias, em fotoperiodo
de 12 h e temperatura de 25 °C. Com a colonizagdo de toda
placa de Petri, realizou-se a raspagem do micélio do fungo,
acondicionando em um tubo Eppendorf ® de 2 mL contendo trés
esferas metalicas de 2,3 mm de diametro, e em temperatura de -

80 °C, até a etapa seguinte de extracdo de DNA.
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Tabela 2 - Conjunto de isolados parentais de Magnaporthe oryzae
de acordo com a compatibilidade sexual, e a
identificacdo dos isolados recuperados. Passo Fundo—

RS, 2016
Isolado de trigo Identificacao Isolado de trigo  ldentificacéo
(MAT1-1) do conjunto (MAT1-2) do conjunto
X dos 10 X dos 10
Isolado de planta isolados Isolado de planta isolados
invasora recuperados invasora recuperados
(MAT1-2) (MAT1-1)
PY12.1.260 X Al...A10 PY12.1.183 X J1...J10
PY12.0.009 PY 12.0.008
PY12.1.260 X B1...B10 PY12.1.183 X K1...K10
PY12.0.016 PY 12.0.023i
PY12.1.260 X Cl1...Cl10 PY 12.1.183 X L1...L10
PY12.0.070 PY 12.0.324
PY12.1.260 X D1...D10 PY 12.1.183 X MI1...M10
PY12.0.578i PY 12.0.705
PY12.1.260 X El...E10 PY 12.1.183 X N1...N10
PY12.0.046i PY 12.0.642i
PY12.1.260 X F1...F10 PY 12.1.183 X 01...010
PY12.0.001 PY 12.0.146
PY12.1.260 X Gl1...G10 PY 12.1.183 X P1...P10
PY12.0.543i PY 12.0.594i
PY12.1.260 X H1...H10 PY 12.1.183 X QL...Q10
PY12.0.056i PY 12.0.222
PY12.1.260 X I1...110 PY 12.1.183 X RI1...R10
PY12.0.055 PY 12.0.038i
- - PY 12.1.183 X S1...S10
PY 12.0.172
- - PY 12.1.183 X T1...T10
PY 12.0.051i

2.6 Extracdo e quantificacgdo do DNA de isolados de

Magnaporthe oryzae

A extracdo de DNA dos isolados parentais e dos
isolados recuperados foi realizada seguindo o protocolo
proposto por Bonato et al. (2014), conforme as seguintes etapas,

resumidamente:
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b)

d)

Os isolados acondicionados nos tubos Eppendorf® foram
retirados do ultra feezer e dispostos em um bloco de ago
congelado em nitrogénio liquido, para a maceragdo
mecdnica no equipamento Mini-BeadBeater® por 2
minutos;

Adicionou-se 1000 pL de tampao de extragdo e incubou-
se em banho-maria (65 °C a 70 °C) por 30 minutos,
seguindo com a adi¢do de outros reagentes e processos
de centrifugacdo e incubagdo, até¢ a formagao do pellet
(grumo) de DNA, e sua secagem em temperatura
ambiente no Speedvac Concentrator® por 15 minutos;
Pipetou-se 200 pL de solucdo de TE 10-1 mM com 1 pL
de RNAse para cada amostra, seguiu-se com o banho-
maria (37 °C) por 30 minutos e acondicionamento dos
tubos a 4 °C (geladeira) até a etapa de quantificagdo do
DNA;

Para a quantificacdo do DNA extraido, utilizou-se gel de
agarose a 0,8% (2g agarose; 25 mL TBE 1X; 225 mL
agua destilada; 5 L de brometo de etidio);

Apo6s a solidificagdo do gel, pipetou-se nas canaletas o
marcador de quantificacdo Lambda 25 ng, 50 ng, 100 ng,
150 ng e cada amostra de DNA (4 uL do DNA com 12
uL de stop solution);

Foi realizada a eletroforese utilizada na PowerPac™
Basic Power Suplly (Biorad™) e os parametros foram
120 V por 1 hora. A fotodocumentacdo em raio ultra

violeta foi realizada no equipamento ChemiDoc™ XRS+
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System (Biorad™) com a capturagdo da imagem pelo
programa GelDoc XR™;

g) Finalizou-se, com a quantificacdo visual da concentragdo
do DNA, observando a intensidade de coloragao das
bandas nos géis, e assim fez-se o ajuste do DNA para
uma concentragdo de 25 ng. L' para posterior reagdo em
cadeia da polimerase (PCR);

h) A quantificacdo fluorométrica dos microvolumes dos
DNA também foi realizada com o equipamento Quant-

iT™ (BioTek™) e o reagente Picogreen®.

2.7 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e marcadores

microssatélites (SSR)

As reagdes de amplificagdes dos DNAs foram
realizadas utilizando-se 24 marcadores (primers) do tipo
microssatélite desenvolvidos por Pereira et al. (2014), (Tabela
3), marcados pelos fluordforos: amarelo (NED), vermelho
(PET), verde (VIC) ou azul (FAM) e com diferentes programas
de termociclagem. Para cada SSR foi utilizado uma placa de
PCR, distribuindo-se em cada po¢o 5 uLL. de DNA e 5 pL de mix
dos reagentes C ou D (Tabela 4), totalizando um volume final de
reagdo de 10 pL. A placa foi vedada e colocada no equipamento
GeneAmp PCR System 9700 marca Applied Biosystems®, e
finalizado o tempo no termociclador, procedeu-se com a
pipetagem de 4gua ultra pura (Milli-Q®) nas placas, de acordo
com a necessidade de diluicdo de cada marcador/fluoréforo.
Apbs, as placas foram acondicionadas em geladeira, até a etapa

de multiplex e genotipagem por -eletroforese capilar.
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Tabela 4 — Reagentes e concentragdes para a técnica de PCR.
Passo Fundo-RS, 2016

Mix C Mix D
Concentracdo Volume  Concentracdo  Volume
Componente na por na por
reacdo reacdo reacdo reacdo
Agua Milli-Q" 1,70 pL 1,05 uL
Tampao PCR Ix 1,0 uL Ix 1,0 uL
MgCl, 2,5 mM 1,0 uL 2,5mM 1,0 uL
Nucleotideos' 0,2 mM 0,8 uL 0,35 mM 1,40 uL
Primer Reverse 0,2 mM 0,2 mM
Primer 0,02 mM 0,20 ul. 0,02 mM 0.20 uk
Foward?
Fluoréforo® 0,2 mM 0,20 uL 0,2 mM 0,20 uL
Taq Polimerase 0,5U 0,10 uL 0,75U 0,15 uL
Total Mix SuL SuL

'Concentra¢io de cada nucleotideo (A, T, C, ¢ G); 2Sc—:‘quéncia inicial do
marcador, com cauda igual aos fluor6foros; *Marcador M13 para
fluorescéncia (NED, PET, VIC ou FAM)

2.8 Eletroforese Capilar

A eletroforese no sequenciador automatico,
necessitou do preparo das placas com as reagdes de PCR, em
multiplex, ou seja, as placas com as reacdes foram separadas em
seis conjuntos de quatro placas, contendo uma mistura de
marcadores com os quatro fluor6foros NED, PET, VIC e FAM.

Para cada conjunto de placas, ou seja, quatro
marcadores realizaram-se as seguintes etapas:

1. Pipetou-se 3 pL de cada pogo da placa com a reagdo de
PCR para uma nova placa, totalizando 12 uL em cada
poco, e misturou-se;

2. Destes 12 pL, retirou-se uma aliquota de 3 uL que foi
dispensada em outra placa contendo um volume de agua

ultra pura, variavel de acordo com a necessidade de cada



50

conjunto de quatro marcadores, para ndo ocorrer
saturacdo do sinal no sequenciador, e ser possivel
observar todos os fluoroforos;

3. Misturou-se e retirou-se 3 pL, que foi pipetado em outra
placa contendo 7 pL da solucdo do marcador de peso
molecular Liz 500: formamida (10 pL: 660 pL);

4. A placa foi vedada e inserida no sequenciador
automatico ABI3130XL, marca Applied Biosystems®,
programou-se a eletroforese, e procedeu-se de acordo
com as recomendacoes do fabricante;

5. Aproximadamente 12  horas apds, com  0s
eletroferogramas  gerados, foram analisados os

fragmentos gerados.

2.9 Andlise estatistica

A andlise dos fragmentos gerados nos
eletroferogramas, foi realizada no programa GENEMAPPER®
ID — Versdao 3.7. Transformou-se os dados em uma matriz
bindria, atribuindo-se 1 para presenca e 0 para a auséncia da
amplificagdo dos fragmentos de DNA. Os dados binérios foram
analisados usando-se o programa GENES®™ (VS 2013 5.1) pelo
coeficiente de similaridade (CS) de Jaccard. Para a construgdo
dos dendrogramas, foi utilizado o agrupamento UPGMA

(ligacdo média entre grupo).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 lIdentificagdo e caracterizacdo sexual de idiomorfos de

Magnaporthe oryzae

Dos 120 isolados amostrados de diferentes estados
produtores de trigo do Brasil, 85,84% da populagdo apresentou o

idiomorfo MATI1-1, e 14,16% o idiomorfo do tipo MAT1-2. As
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relacdes dos idiomorfos MAT1-1 para MATI1-2, de acordo com
o estado de origem dos isolados (Figuras 4 e¢ 5) foram de: 13:3
(Rio Grande do Sul - RS), 18:6 (Parana - PR), 9:0 (Sao Paulo -
SP), 10:1 (Distrito Federal - DF), 27:4 (Mato Grosso do Sul -
MS), 10:0 (Minas Gerais - MQG), e 17:2 (Goids - GO). A
presenca de isolados com compatibilidade alélica em uma
mesma regido € a primeira evidéncia da importincia da
reproducdo sexual na variabilidade, pois em condigdes
ambientais especificas pode ocorrer cruzamento sexual na
natureza (BRUNO & URASHIMA, 2001). No entanto, estudos
realizados com o fitopatogeno Stagonospora nodorum,
mostraram que o desequilibrio entre os dois tipos de idiomorfos,
desfavorece a existéncia espontanea do teleomorfo, e sua
ocorréncia passa a ser inferior a uma vez ao ano
(SOMMERHALDER et al., 2006).

Maciel et al. (2014), estudando populagdes de M.
oryzae do trigo de diversas regides do Brasil com auxilio de
marcadores microssatélites, encontraram os dois tipos
compativeis para os estados de DF, MG, GO e PR. E, isolados
obtidos de lavouras de trigo do estado de SP apresentaram
100% do idiomorfo MATI-1. No mesmo trabalho,
subpopulagdes de isolados do patdégeno dentro de cada estado,
apresentaram-se como uma populagdo clonal MATI-1, com
1sso, supondo-se que a estrutura populacional de M. oryzae que
infecta o trigo, estd formada a partir de um sistema misto de
reproducdo, com epidemias de brusone iniciadas pela dispersao
a longas distancias de ascosporos, e aumento local da populagdo

pela reproducdo assexuada. Maciel et al. (2014) também
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afirmaram que, nos estados de SP e MG, onde foram
encontrados somente o idiomorfo MATI1-1, a populagdo clonal
j& se estabeleceu e que possivelmente os individuos variantes
que venham a ocorrer serdo em decorréncia de algum outro
mecanismo de variabilidade, como as mutagdes. O
estabelecimento de uma populagdo patogénica com um Unico
idiomorfo, ¢ em decorréncia de alguma vantagem competitiva
da forma compativel predominante (SALEH et al., 2012), e seu
aumento na populagdo original, pode levar ao isolamento
reprodutivo formando uma barreira a especiagao.

Dos 16 isolados com idiomorfo identificado como
MATI1-2, apenas 7 foram obtidos de trigo, ¢ os demais, foram
obtidos de plantas invasoras (Figuras 3 e 4), quais sejam:
Digitaria sanguinalis, Lolium multiflorum, Eragrostis plana,
Eleusine indica, Elionurus candidus, Cynodon spp., Chloris
spp., Avena sativa e Cenchrus echinatus. Este resultado confere
a essas espécies de plantas, na condi¢do de invasoras da cultura
do trigo, o potencial de exercer influéncia na geragao da
variabilidade de M. oryzae do trigo. Significa que, a
probabilidade de ocorrer compatibilidade alélica e presenca de
reproducdo sexuada, ¢ maior entre isolados de trigo com plantas
invasoras, do que isolados de trigo com trigo. Uma situacao
diferente pode ser atribuida a M. oryzae do arroz, no Brasil, em
que existe a predominio do idiomorfo MATI1-2, conforme os
dados apresentados por Peixoto (2014), que demonstraram que
todos 208 isolados avaliados pertenciam a esse idiomorfo,
embora alguns outros trabalhos anteriores relatem a prevaléncia

do idiomorfo MATI-1 (KATO & YAMAGUCHI, 1982;
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YAEGASHI & YAMADA, 1986; NOTTEGHEM & SILUE,
1992).

Os dois isolados obtidos de D. sanguinalis utilizados
nos experimentos do presente trabalho, foram classificados
como idiomorfo MATI1-2. Esta situacdo, difere de resultados
obtidos em outros trabalhos, pois Takan et al. (2012),
encontraram os dois idiomorfos entre os isolados obtidos de
plantas desse género, e Bruno & Urashima (2001), encontraram
somente o idiomorfo MATI1-1 para isolados da espécie
Digitaria horizontalis. Resultados positivos, quanto ao
cruzamento In Vitro entre isolados de M. oryzae do trigo e de D.
horizontalis, Setaria geniculata e Brachiaria plantaginea, foram
obtidos por Bruno & Urashima (2001), e também por Galbieri &
Urashima (2008), em cruzamentos in vitro, entre isolados de M.
oryzae do trigo e obtidos de B. plantaginea, Bromus catharticus,
Phalaris canariensis e x Triticosecale Wittmack. Estes dados
reforcam a expectativa de uma relagdo positiva entre
variabilidade de M. oryzae do trigo, e a presenga de plantas

invasoras nos campos de trigo que hospedam o patégeno.



55

9107 ‘S¥-opuny 0sseq "SOIIJ[ISeIq SOpeIsd onenb wd aezA10 syriodeubely op sojroworpy “¢ vINGI]

[e10p3] ONISIQ one ogs
CILVIN® [-ILVIA= o CILVIN® [-1LVIA =
VIT'T'CIAd - V“
puRIRq NS op apueln) ory
v
CILVIN® [-ILVIN = CILVIN® [-ILVIAN =

81071 Ad IJ\l/ />
€S0l Ad / 01T'1°Z1 Ad _
1960°0°C1 Ad T
o 907°1°T1 Ad
19%0°0°C1 Ad 10001 Ad
$50°0°C1 Ad
1620'1°C1 Ad LN —




9107 ‘SY-opun, ossed ‘SOIJ[ISLIq SOPLISI sa1} W aezAl0 ayliodeube|y op sOJI0WOIP] *t BINSI

sp10n)
o) TILVIN = [-ILVIN =
600°0°T1 Ad i ,
850 1'TIAd
STRIOD) SBUTIA] [0S Op 0SSOID) 0IBJA]
TILVIN® -1V = v TILVIN S [-1LVIN =

) 61€'1'TIAd />
\ 0L0°0°C1Ad

910°0°CIAd

€81'T°CIAd \

9¢



57

Quanto a fertilidade, apenas dois isolados
apresentaram média fertilidade, PY12.1.183 e PY12.1.319,
ambos do estado do MS e obtidos de trigo, o restante da
populagdo foi classificada como de baixa fertilidade. Bruno &
Urashima (2001), também encontraram a maior fertilidade, para
os isolados do MS, mas diferentes graus de fertilidade para os
isolados do PR. Isso confirma que ocorre variabilidade numa
mesma regido geografica. A baixa fertilidade dos isolados de
uma populacdo, quando testada em laboratorio, pode
simplesmente refletir numa pequena probabilidade de se
encontrar individuos férteis ou incompatibilidade com o isolado
testador, ndo descarta a ocorréncia de reprodugdo sexuada
(MCKWATANAKARN & PHROMRAKSA, 1999). A
importancia do isolado testador também foi reportado por Viji &
Gnanamanickam (1998), sendo que isolados de M. oryzae de
capim pé de galinha gigante (Eleusine coracama) quando
expostos ao cruzamento com GUY-11 apresentaram apenas a
formacdo de peritécios, € quando submetidos ao cruzamento
com outros isolados testadores (KA-3, KA-7, KA-9), houve a
presenca de todos os 6rgdos sexuais.

Os isolados, PY12.1.183, PY12.1.260, e
PY12.1.319, todos do hospedeiro trigo cultivado no estado do
MS, foram os unicos que expressaram-se como fémeas férteis
com producdo de todas as estruturas sexuais, que puderam ser
visualizadas e caracterizadas fenotipicamente conforme
descricdo de Purchio-Muchovej & Muchovej (1994): peritécios
negros ¢ globosos (Figura SA e 5B), distribuidos em grupo, com

rostro que emerge sobre o meio de cultura, ascas unitunicadas e
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hialinas (Figura 5C), que facilmente sofrem deliquescéncia e

liberam os ascosporos hialinos, tri-septados e fusiformes (Figura

5D).

Figura 5. Estruturas reprodutivas sexuada de Magnaporthe
oryzae. Peritécio recém-formado (A) e maduro (B);

Asca com ascosporos (C); Ascosporos tri-septados
(D). Passo Fundo-RS, 2016

A maioria dos isolados estudados, tanto de trigo,
quanto de plantas invasoras, ndo apresentaram a formacao de
ascas e ascosporos. Isso também ja foi encontrado em isolados
de arroz do Brasil, ¢ documentado por Urashima et al. (1993) e
Peixoto (2014). Entretanto, os isolados de M. oryzae do trigo do
Brasil sdo caracterizados, em sua maioria, como fémea ¢
hermafrodita, de alta fertilidade e abundante producdo de
peritécio (BRUNO & URASHIMA, 2001), diferentemente dos
isolados do arroz, que se caracterizam por serem machos

(fomeas estéreis) (ITOI et al., 1983; NOTTEGHEN & SILUE,
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1992). Testes de cruzamento in vitro com isolados de M. oryzae
do arroz mostraram que, apesar da metade da populacio
estudada ter produzido peritécios com ascas e ascOsporos, a
viabilidade dos ascosporos ndo foi superior a 5%
(NOTTEGHEN & SILUE, 1992). Isso compromete
negativamente a sua germinagdo e, consequentemente, o
crescimento vegetativo e a formacdo dos novos individuos,
limitando a variabilidade pelo mecanismo reprodutivo sexual.

Sabe-se que a regulagdao do reconhecimento do tipo
sexual ocorre ndo somente pelo gene MAT, mas também pela
expressdo de outros genes, cuja interacdo desencadeia uma
transducdo com libera¢do de feromonios e outros estimulos, e a
partir de entdo se inicia uma rota de sinalizacdo celular que
envia sinais ao nucleo (SHEN et al, 1999). Ainda, Ueyama &
Tsuda (1975), sugeriram que nos fungos imperfeitos que ha falta
de uma fase perfeita, as causas seriam as seguintes: (a) a
deficiéncia inerente (gene deficiéncia); (b) o isolamento em
funcdo do tipo de acasalamento (por exemplo, isolamento
geografico); e (c) as condi¢cdes ambientais inadequadas.

Sendo assim, héd possibilidade do pequeno nimero
de individuos férteis observados neste trabalho, terem sido as
condigdes ambientais de inducdo para ocorréncia do ciclo
sexual. O ambiente para indug¢do In vitro da formagdo das
estruturas sexuais ¢ heterogéneo entre os isolados de M. oryzae
(MOREIRA et al., 2015), e um simples atraso dos cromossomos
durante as divisdes nucleares no momento da formagdo das
ascas, pode resultar em peritécios estéreis (CONSOLO et al.,

2005).
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Estudos mostraram que a expressao do gene MF1-1
na espécie Cryphonectria parasitica, variou em fungdo da
composi¢ao do substrato e da idade do isolado (TURINA et al.,
2003). Isolados de M. oryzae submetidos a delecdo do gene
indutor das proteinas-G (MGG1), quando cruzados com isolados
testes selvagem, produziu poucos peritécios, com ascas vazias
ou com numero reduzido de ascosporos (LI et al., 2015), e
mutantes para os genes envolvidos na biossintese de arginina
(MoArgl, MoArg5,6, e MoArg7), s6 produziram peritécios em
meio suplementado com o aminoacido em questao (ZHANG et
al., 2015).

Ainda quanto a sexualidade, verificou-se que os
isolados machos (fémea estéril) representaram 92,5% da
populacao estudada, os isolados hermafroditas 4,16%, e os
isolados fémeas (fémeas férteis) 3,33%. O hermafroditismo foi
encontrado somente entre os isolados obtidos de espécies de
plantas invasoras, PY12.0.001 (RS), PY12.0.0381 (PR),
PY12.0.016 (MS), PY12.0.146 (MS), PY12.0.008 (MQG), e
dentre esses, estdo ambos os isolados estudados de Brachiaria
spp. Para Urashima et al. (1993), 100% dos isolados de
Brachiaria plantaginea investigados apresentaram sexualidade
hermafrodita, e isso implica em cruzamentos mais férteis (ITOI,
1983), inclusive com isolados de outras espécies hospedeiras do
patogeno, aumentando a variabilidade (BRUNO &
URASHIMA, 2001). Possuir a caracteristica sexual de fémea ou
hermafrodita é condigdo requisito para que haja alta fertilidade e
cruzamento sexual entre diferentes isolados de M. oryzae

(BRUNO & URASHIMA, 2001). No entanto, Zeigler (1998)
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documenta que o hermafroditismo ¢ altamente complexo e
instavel, perdendo rapidamente a fertilidade.

Os isolados de M. oryzae foram identificados como
macho, fémea ou hermafrodita, esperando-se encontrar um
padrao de resposta de acordo com o hospedeiro. Entretanto, o
que se observou foi que estes caracteres divergiram dentro de
uma mesma espécie hospedeira. A variabilidade intraespecifica
foi encontrada em menor ocorréncia para os isolados do
hospedeiro trigo, € em maior, para os isolados das poaceas
invasoras, como: D. sanguinalis, com o isolado PY12.0.001
(RS) sendo identificado como hermafrodita, e PY12.0.009 (GO),
como macho; C. echinatus, com o isolado PY12.0.642i (PR),
macho, ¢ PY12.0.324 (MS), fémea; e Chloris spp. com o
isolado PY12.0.016 (MS), hermafrodita, e PY12.0.705 (PR),
macho. Em trabalhos anteriores, Bruno & Urashima (2001),
encontraram homogeneidade sexual para os isolados obtidos de
Digitaria horizontalis coletados nos estados do PR e SP. E,
Galbieri & Urashima (2008), observaram que isolados obtidos
de x triticosecale Wittmack dos estados de SP ¢ MS, variaram o
comportamento sexual dentro da mesma espécie, independente
do local de coleta. Dentro de uma populacdo, estas pequenas
variabilidades intrinsecas de cada individuo, sdo consideradas
como o ponto de partida para o processo de selecdo natural, e
estdo relacionadas as pressdes seletivas impostas pelas
condi¢des geograficas locais (PRABHU et al., 1992). Assim,
acredita-se que a diversidade encontrada para as caracteristicas
sexuais dos isolados obtidos das plantas invasoras, seja

decorrente de um processo de adaptagdo do patdgeno nestes
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hospedeiros, que ainda estd acontecendo. Diferentemente do

hospedeiro trigo, que apresenta uma populagdo estabilizada.

3.2 Variabilidade genética de isolados de Magnaporthe

oryzae do trigo e de outros hospedeiros

Na analise da variabilidade genética dos isolados de
M. oryzae, encontrou-se um coeficiente de similaridade (CS) de
0,92 entre os dois isolados obtidos de trigo (PY12.1.260 e
PY12.1.183) (Figura 6). Identificou-se a formacgdo de cinco
grupos (1,2,3,4, ¢ 5), e no ultimo grupo, por semelhanga
genética, agruparam-se os dois isolados obtidos do trigo,
juntamente com os seguintes isolados obtidos de poaceas
invasoras: PY12.0.056i (Eleusine indica), PY12.0.051i
(Rhynchelytrum repens), PY12.0.642i (Cenchrus echinatus),
PY12.0.038 (Brachiaria spp.), PY12.0.023i (Sorghum
sudanense), PY12.0.016 e PY12.0.705 (Chloris spp.),
PY12.0.0172 (Echinochloa repens), PY12.0.543i (Elionurus
candidus), e isolados obtidos de hospedeiros importantes
principalmente para a alimentacdo animal, como Avena sativa
(PY12.0.070), Lolium multiflorum (PY12.0.055) e Cynodon spp.
(PY12.0.578i). Isso mostrou que, dos 22 isolados de M. oryzae
estudados, 16 compartilham parte da informacdo genética, e
assim contribui-se para a hipotese de que a origem da brusone
do trigo, foi através de uma propagacao clonal de uma linhagem
epidémica de M. oryzae de poaceas hospedeiras, seguida de
especiacdo, dispersdo e adapta¢do ao trigo (CERESINI et al.,
2011; MACIEL et al., 2014). Essa relagao de similaridade entre
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os isolados de M. oryze do trigo com os isolados de outros
hospedeiros, também foi encontrada por Danelli (2015), em
estudos de identificagdo de ragas do patdgeno. Urashima et al.
(2007), avaliando a dispersao de esporos do patdgeno,
demonstrou que isolados que estavam a pelo menos 1 km de
distancia do foco da doenca apresentaram fluxo de genes pelo
fato de ter sido encontrado o mesmo perfil genético entre as
populagdes, e a implicagdo direta da presenca do fluxo génico
numa populacdo ¢ o favorecimento adaptativo do patdégeno
(AZEVEDO, 2008), o que dificulta o seu controle. As
populagdes geralmente apresentam maior diversidade genética e
alto fluxo génico nos centros de origem da espécie, com o
intuito de introduzir novos alelos e individuos geneticamente
mais adaptados, e em arroz, populagdes clonais do patdgeno
altamente virulento, foram formadas a partir da troca de
genoétipos inteiros entre as populagdes (PRABHU & FILIPPI,
20006).
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Com a identificagdo de um CS de 0,63 entre os
isolados obtidos do trigo (PY12.1.183) e do azevém
(PY12.1.055), entendeu-se que o baixo polimorfismo entre os
isolados das duas espécies hospedeiras, poderia favorecer a troca
do hospedeiro. E isso ocorrendo, em regides como dos Estados
Unidos, onde ha somente relatos de brusone no azevém, se teria
uma nova doenca comprometendo o cultivo do trigo. Viji &
Uddin (2002), mostraram a ocorréncia de trés linhagens
estreitamente relacionadas entre os isolados recuperados de
azevém perene, entre os anos de 1995 e 1998, e desde entdo,
analise da estrutura genética do patdégeno e monitoramento da
populacdo de M. oryzae isoladas do azevém perene sao
realizadas.

Com um CS de 0,68, houve proximidade genética
entre os isolados obtidos do trigo (PY12.1.183 ¢ PY12.1.260) e
da braquidria (PY12.0.038i). Sabendo que o patéogeno pode
sobreviver nas sementes, ¢ o Brasil ¢ o maior exportador de
sementes de forrageiras tropicais, principalmente para paises da
América Latina, paises africanos e asiaticos, importancia deve
ser dada ao controle sanitario das mesmas. Aproximadamente,
38% das exportagcdes sdo de sementes de B. brizantha cv.
Marandu, 26% de B. decumbens e 15% de B. brizantha cv. MG-
5 Vitoria (TSUHAKO, 2010). A transmissao de M. oryzae pelas
sementes em trigo foi verificada por Urashima et al. (2009),
entretanto, Teixeira (2014) ndo observou a transmissibilidade de
M. oryzae das sementes inoculadas artificialmente para as
plantulas de trigo. Assim, ndo esta claro o papel da semente na

epidemiologia da brusone. Marcel et al. (2010), inferiram que
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em arroz, o patégeno pode crescer endofiticamente e requer uma
rota independente para a produgdo do conidio de infecgao, e as
plantas doentes serviriam de fonte de inoculo para as plantas
sadias.

Outra importante observagdo, foi o CS de apenas
0,11 entre o isolado obtido de milhd (Digitaria sanguinalis -
PY12.0.009 — grupo 1) e os isolados obtidos do trigo (grupo 5)
(Figura 7). E muito provavel que a espécie do isolado de milha
seja M. grisea, diferente de M. oryzae, de acordo com a
proposicdo de Couch & Kohn (2002). Tal situagdo justifica a
condi¢do do CS ser tdo baixo.

Os outros grupos formados (Figura 6) entre os
isolados parentais dos diferentes hospedeiros foram: (1)
Digitaria sanguinalis (PY12.0.009) e Eragrotis plana
(PY12.0.0461), coeficiente de similaridade de 0,48; (2)
Brachiaria spp. (PY12.0.146) ¢ Panicum maximum
(PY12.0.222), coeficiente de similaridade de 0,54; (3) Cenchrus
echinatus  (PY12.0.324); (4) Digitaria  sanguinalis
(PY12.0.001).

3.3 Variabilidade genética em reisolados de infecgdes
conjuntas de isolados de Magnaporthe oryzae do trigo e de

poaceas invasoras com idiomorfos compativeis

A partir das inoculagdes conjuntas dos isolados de
M. oryzae de diferentes hospedeiros, observou-se reisolados que
ndo amplificaram fragmentos de DNA para alguns dos

marcadores utilizados, ou amplificaram com um tamanho de
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fragmento diferente dos parentais, podendo ser considerados
como reisolados variantes. Para Pereira et al. (2014), a falta de
amplificacdo, pode ser uma consequéncia dos mecanismos que
geram a variabilidade, como mutag¢des, delegdes ou insergoes de
DNA no local de iniciagdo do marcador, ou ainda,
recombinacdo. Pdde-se observar que para alguns marcadores,
os reisolados amplificaram igualmente ao isolado obtido do
trigo e/ou igualmente ao isolado obtido da planta invasora,
assim, nao foram considerados como reisolados variantes.

Dos 20 conjuntos de isolados inoculados, em sete,
ndo houve reisolados variantes, em 5 conjuntos, identificou-se
10 % dos reisolados como variantes, em 3 conjuntos, observou-
se 25 % dos reisolados como variantes, € em 5 conjuntos,
evidenciou-se mais de 50 % dos reisolados como variantes
(Tabela 5). Quanto a capacidade de cruzamento entre isolados
do hospedeiro trigo com isolados de plantas invasoras, Galbieri
& Urashima (2008), observaram in vitro, isolados de trigo que
nao cruzaram com isolados de plantas daninhas como C.
echinatus, E. indica, Setaria italica, S. geniculata, D.
sanguinalis, Pennisetum purpureum, Hordeum vulgare e Oryza
sativa, diferente do observado por Yaegashi & Nishihara (1976),
que inferem que a maioria dos isolados de M. oryzae que
atacam as plantas daninhas apresentam potencial de cruzamento

para com os isolados de M. oryzae do trigo.
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Nos conjuntos inoculados, em que se obteve 0% de
reisolados variantes, prevaleceu o parental isolado do trigo,
PY12.1.260, identificado como MATI-1 e de baixa fertilidade.
E nos conjuntos inoculados, com mais de 50% de reisolados
variantes, identificou-se o isolado parental obtido do trigo
PY12.1.183, com idiomorfo MATI-2 e média fertilidade
(Tabela 5.). Nos trabalhos de fertilidade entre isolados de M.
oryzae, Valent et al. (1986), Notteghem & Silué (1992), e Bruno
& Urashima (2001), ha inferéncias de que a alta fertilidade ¢
condi¢do pré-requisito para ocorréncia da reprodugdo sexual
com formagao de todas as estruturas sexuais, influenciando na
varibiabilidade de M. oryzae.

Quanto a presenga de estruturas sexuais nas folhas de
trigo, nao foi identificado peritécios apds 30 dias das
inoculagdes conjuntas. Entretanto, ndo significa que as mesmas
ndo foram formadas, pois, Hayashi et al. (1997), observaram a
formagdo dos orgdos sexuais em bainhas foliares de arroz, 12
dias apos a inoculagdao de suspensdo de conidios de diferentes
isolados misturados, e Silué¢ & Notteghem (1990), realizaram
inoculagdes de conjuntos de isolados em plantas de arroz em
desenvolvimento, com a observacdo de peritécios, ascas e
ascosporos, dentro dos tecidos foliares, 15 dias apds a
inoculagdo. Possivelmente o periodo de 30 dias (tempo
necessario para formagao dos peritécios in vitro para os isolados
estudados), que se estipulou para a investigacao in planta tenha
sido alto, pois os peritécios quando maduros rompem-se
naturalmente e liberam as ascas, que por sua vez, por serem

evanescentes, facilmente dispersam o0s ascésporos que
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germinam e reiniciam o processo infectivo no hospedeiro.
Moreira et al. (2015), descreveram as diferentes condi¢des de
inducdo da fase sexual in vitro, e as condi¢des de luz, de
temperatura e de nutrientes, que variam entre os isolados de
diferentes hospedeiros e regides geograficas. A ocorréncia da
parassexualidade como fonte geradora da variabilidade
encontrada, também nao pode ser descartada, ela funciona como
um mecanismo que confere vantagens adaptativas a espécie por
permitir que a nivel somético se conjugue informacdes genéticas
de dois individuos. E uma possibilidade de recombinagio para
aqueles fungos em que a fase sexual inexiste ou ocorre com
baixa frequéncia (AZEVEDO, 2008). No entanto, a
compatibilidade vegetativa dependente do reconhecimento do
gente hat entre dois isolados, que nao foi objeto de estudo deste
trabalho.

Quanto aos reisolados obtidos dos dois conjuntos
inoculados com o isolado parental de D. sanguinalis (milha),
identificou-se a semelhanca genética dos reisolados (Al até A10
e F1 até F10) para com o isolado parental obtido de trigo (Figura
7), assim, entendeu-se que a patogenicidade de isolados do
hospedeiro milhd no trigo, ¢ baixa. Valent et al. (1986),
inferiram que isolados de Digitaria spp. ndo tem qualquer
influéncia na variabilidade da brusone do trigo, bem como
isolados de M. oryzae e M. grisea nao compartilham as mesmas
sequéncias genéticas (TAKAN et al., 2012). Observou-se
também, que dos 24 marcadores utilizados, 15 ndo amplificaram
fragmentos do DNA do isolado obtido de milh3, isso aconteceu,

possivelmente porque os marcadores foram desenvolvidos a
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partir de uma biblioteca gendmica de fragmentos de isolados
obtidos do trigo ndo reconhecendo o isolado de D. sanguinalis.
No mesmo contexto, apenas 4 marcadores reconheceram a
estrutura genética do isolado PY12.0.046i, obtido de Eragrotis
plana (capim-anoni) e foi justificavel, uma vez que o CS do
isolado em questdo, com o isolado de milha (PY12.0.009) foi
de 0,48 (Figura 7 — grupo 1), e com o isolado obtido de trigo
(PY12.1.260) foi de apenas 0,1, assim, os marcadores também
ndo reconheceram o isolados obtido de capim-anoni. A
observacdo de isolados de M. oryzae ndo patogénicos em
plantulas e espigas de trigo foi documentada por Danelli (2015),
para os isolados obtidos das plantas invasoras capim-amargoso,
milha, aveia, braquidria, capim-arroz, capim-colonido e capim-

carrapicho.

Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)

F&
F3
F4
F1

Figura 7. Dendrograma de dois conjuntos inoculados. (1 e 2) Isolados
parentais obtidos de Digitaria sanguinalis; (3) Isolado parental
obtido de Triticum aestivum com os reisolados do conjunto A e do
F. Passo Fundo-RS, 2016
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Nos conjuntos em que ndo houve a identificacdo de
variantes (0%), observou-se que todos os reisolados foram
geneticamente similares ao isolado parental obtido do trigo
(Figura 8), e assim os isolados dos hospedeiros milha, capim de
rhodes, aveia, tifton, capim-anoni, e capim-carrapicho, puderam
ser considerados como de baixa capacidade competitiva. A
superioridade competitiva de uma populagao pode ser atribuida
a vantagens relativas a capacidade reprodutiva, pois em
determinada condicdo climdtica, alguns individuos tem maior
sucesso reprodutivo do que outros (PRABHU & FILIPPI, 2006).
Em estudos de dinamica populacional, considera-se como
unidade de frequéncia na populagdo, o individuo, € ndo um gene
especifico (PRABHU & FILIPPI, 2006), sendo assim, pode-se
dizer que houve uma maior frequéncia de M. oryzae do trigo.

Por esse motivo, a populagio tende a uma
estabilizacdo genética, o que facilitaria a identificacdo de genes
de resisténcia para aquela populacdo. Entretanto, devido a
complexidade bioldgica do género Magnaporthe, a existéncia da
recombinacdo sexual e parassexual gerando individuos
geneticamente diferentes, e a presenga de muitas regides
repetidas no genoma de M. oryzae que facilitam as mutagdes,
levam a uma sele¢do direcional para a maior capacidade
adaptativa e rapidamente se elimina a efetividade dos genes de

resisténcia.
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Metodo de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)

L8 H
L10 :
L4 '
L7 :
L1 '
L2 H
L5 i
L& :
L9 '
L3 H
D10 '
12.1.183 — :
F9 '
F10 :
12.1.260 i
:
:
H
D H
D4 :
:
2 H
9 :
c1 '
B H
Cc7 '
C .
C '
g B
:
C 5
[ H
C .
BE '
B1
B
B2
B4
H —
F1
B3
E6
E10 ;
E5
A
Al
AZ
Al
A
A4
A5
A3
Al
E7
A1l
E:
E
E L
E2 ,
E3 I '7
ES
DE i
F. :
12.0.016 g
12.0.070 »—|—_
12.0.578i 3
12.0.001 '
12.0.324 H
12.0. 2
12.0.046i |1—
H
1.0 0.92 083 0.74 0.65 0.56 047

Figura 8. Dendrograma de 0% de reisolados variantes. (1) Isolados parentais
obtido de Eragrotis plana e Digitaria sanguinalis; (2) Isolado
parental obtidos de Cenchrus echinatus; (3) Isolado parentai
obtido de Digitaria sanguinalis; (4) Isolados parentais obtidos de
Cynodon spp., Avena sativa, Chloris spp.; (5) Dois isolados
parentais obtidos de Triticum aestivum, e reisolados do conjunto
AB,C,D,E, F, eL. Passo Fundo-RS, 2016

Para os conjuntos inoculados, em que houve um
reisolado diferente geneticamente dos parentais, entendeu-se que
os isolados parentais que formaram estes conjuntos,
contribuiram com 10 % para a variabilidade de M. oryzae. E o
restante dos reisolados, destes mesmos conjuntos, foi

identificado como similar ao isolado parental obtido do trigo ou
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do isolado obtido da planta invasora (Figura 9). Aqueles
conjuntos inoculados em que se observou de dois a trés
reisolados variantes, entendeu-se que houve uma contribuicao
na variabilidade de 25% (Figura 10), e para os conjuntos
inoculados em que se identificaram cinco ou mais reisolados
diferentes dos parentais, entendeu-se que a contribuicdo na
variabilidade do patogeno foi igual ou superior a 50% (Figura
11). Independente do quanto cada conjunto inoculado contribuiu
para a variabilidade, ressalta-se que, a mesma ocorreu em
condigdes de ambiente favoravel e controlado, ¢ com
inoculagdes artificiais de concentragdo de conidios superior do

que habitualmente se encontra na natureza de forma espontanea.
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Método de agrupamento : Ligagéio Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 9. Dendrograma de 10% de reisolados variantes. (1) Isolado parental
obtido de Panicum maximum; (2) Isolado parental obtido de
Brachiaria spp.; (3) Reisolados variantes I, J, Q, ¢ O, dos
conjuntos inoculados ; (4) Isolados parentais obtidos de Triticum
aestivum, Eleusine indica, Lolium multiflorum, Cyperus rotundus e
reisolados nao variantes dos conjuntos H, I, J, O e Q. Passo
Fundo-RS, 2016
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Método de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 10. Dendrograma de 25% de reisolados variantes. (A) 1-Isolado
parental obtido de Elionurus candidus; 2-Reisolados G variantes;
3-Isolado parental obtido de Triticum aestivum e reisolados G nio
variantes. (B) 1 e 2- Reisolados N variantes; 3-Isolado parental
obtido de Triticum aestivum, de Cenchrus echinatus, e reisolados
N ndo variantes. (C) I-Isolado parental obtido de Triticum
aestivum; 2-Reisolados P variantes; 3-Isolado parental obtido de
Avena sativa e reisolados P ndo variantes. Passo Fundo-RS, 2016
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Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo{UPGMA)
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Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo{UPGMA)
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Figura 11. Dendrograma de > 50% de reisolados variantes. (A) 1-Isolado
parental obtido de Triticum aestivum; 2-Isolado parental obtido de
Echinochloa spp.; 3-Isolado parental obtido de Sorghum
sudanense ¢ reisolados K ndo variantes; 4-Reisolados K e S
variantes. (B) 1-Isolados parentais obtidos de Triticum aestivum,
Brachiaria spp., Rhynchelytrum repens; 2-Isolado parental obtido
de Chloris spp. e reisolados ndo variantes; 3,4 ¢ 5- Reisolados M,

R e T variantes. Passo Fundo-RS, 2016
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Os isolados obtidos de Avena sativa (PY12.0.070 e
PY12.0.594i), e os isolados obtidos de Cenchrus echinatus
(PY12.0.324 e PY12.0.6421), comportaram-se diferente frente a
inducdo da variabilidade. O isolado PY12.0.070 (MS), quando
submetido a inoculagdo conjunta com o isolado obtido de trigo
PY12.1.260 nao apresentou reisolados variantes (Figura 8),
enquanto que para o isolado PY12.0.5941 (PR), inoculado
conjuntamente com o isolado obtido de trigo PY12.1.183, houve
a presenca de 25% de variantes dentre os reisolados (Figura
10C). Para os isolados obtidos de capim-carrapicho, ambos
foram inoculados com o isolado obtido de trigo PY12.1.183, ¢
houve 0% de variantes para o conjunto com o isolado
PY12.0.324 (MS) (Figura 8), e 25% de variantes para o conjunto
com o isolado PY12.0.642i (PR) (Figura 10B). No primeiro
caso, com os isolados da aveia, PY12.0.070 e PY12.0.5941,
possivelmente o nivel de fertilidade e compatibilidade com os
diferentes isolados de trigo tenha influenciado, além da
variabilidade intraespecifica entre os isolados de aveia, que foi
identificada pelo CS de 0,41 (Figura 6). Entretanto, no segundo
caso, com os isolados de capim-carrapicho, com um CS de
apenas 0,17 entre os isolados PY12.0.324 e PY12.0.642i (Figura
6), entendeu-se que um padrao de resposta para cada hospedeiro
¢ dependente da amostragem, pois as diferengas genéticas e
fenotipicas do patdégeno podem ocorrer geograficamente e
temporalmente (CHEN et al., 1995). Da mesma forma, Danelli
(2015), expdem que os isolados de M. oryzae das plantas
invasoras ndo apresentam um padrdo de patogenicidade para

cada hospedeiro.
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Dentre os isolados parentais que contribuiram com
mais de 50% para a variabilidade de M. oryzae (Figura 11),
identificou-se os isolados obtidos de capim-sudao (Sorgum
sudanense), de capim de rhodes (Chloris spp.), de braquiaria
(Brachiaria spp.), de capim-arroz (Echnochloa spp.), e de
capim favorito (Rhynchelytrum repens). De acordo com Danelli
(2015), o grupo racial formado por isolados de braquidria e de
capim-sudao, foi o Unico que apresentou viruléncia para todos
os gendtipos de uma série diferenciadora de ragas, e para Bruno
e Urashima (2001), isolados obtidos de braquiaria e de capim
rabo de raposa (Setaria geniculata), mostraram capacidade de
cruzar sexualmente com isolados obtidos de trigo, formando
peritécios, ascas e ascoOsporos. Assim, identificou-se que, a
braquiaria, ¢ um hospedeiro em potencial, para contribuir com a
variabilidade de M. oryzae do trigo.

Dentre as espécies estudadas, hospedeiras do
patégeno, a género Brachiaria, ocupou destaque, pois ambos
foram inoculados conjuntamente com o isolado de trigo
identificado como de alta fertilidade (PY12.1.183), e mostraram
respostas contrastantes quanto a obten¢do de reisolados
variantes. No conjunto com o isolado PY12.0.0381 (PR),
identificou-se mais de 50% de variantes, enquanto que com o
isolado PY12.0.146 (MS), apenas 10% de variantes (Tabela 5).
A similaridade entre os isolados obtidos de braquiéria foi baixa,
CS de 0,093, assim se sugere que estudos com esta planta
invasora sejam explorados, iniciando com uma ampla
amostragem de isolados de M. oryzae de braquiaria. A limitagao

da expansdo do cultivo do trigo no cerrado brasileiro, em
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decorréncia do controle ineficiente da brusone, atribuido em
parte, a variabilidade do patogeno, ¢ justamente onde o cultivo
da forrageira avanga anualmente sobre areas de mata, frente as
dificuldades legais encontradas para o desmatamento, sobre
encostas, recebendo fomento de projetos de restauracdo de
rodovias, e sobre areas com pastagens degradadas, devido ao
rapido restabelecimento da cultura apdés as queimadas
(RIBEIRO et al., 2005).

O presente trabalho representa uma andlise quantitativa e
qualitativa da importancia e da diferenga que cada espécie de
planta daninha, de onde os isolados utilizados no trabalho foram
obtidos, significa na geracdo de variabilidade de M. oryzae do
trigo. A diferenca na similaridade genética encontrada entre os
reisolados e os isolados parentais ¢ um parametro quantitativo
do quanto algumas plantas hospedeiras da familia Poaceae
exercem esse papel diferenciado. Entretanto, ¢ importante
destacar que os resultados foram obtidos em um ambiente de
simulacdo biologica, sob condi¢des controladas e com

inoculagoes artificiais.

4 CONCLUSOES

a) Na populagdo estudada de M. oryzae do trigo, das regides
produtoras do cereal no Brasil, prevalece a forma compativel
MATI-1, macho e de baixa fertilidade, o que dificulta a
compatibilidade sexual com outros isolados de M. oryzae do
trigo. Entretanto, os isolados de poaceas invasoras MATI-2,

criam uma condic¢ao favoravel para a recombinagao sexual.
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b) A formagdo de estruturas sexuais in Vitro se comporta
diferentemente de in  vivo, necessitando de ajustes
metodologicos para visualizar a sua presenca.

¢) A ocorréncia de variantes do patdgeno in vivo, indica que as
plantas invasoras Sorghum sudanense, Chloris spp., Brachiaria
spp., Echinochloa spp., e Rhynchelytrum repens sdo além de
hospedeiros alternativos do patogeno, fontes geradoras de
variabilidade. E que essa, ¢ influenciada também, pela
similaridade genética entre os isolados e pelo nivel de fertilidade
dos isolados.

d) Os isolados mais similares aos isolados de trigo foram os
obtidos de Eleusine indica, de Rhynchelytrum repens, de
Cenchrus echinatus, de Brachiaria spp., de Sorghum sudanense,
de Chloris spp., de Echinochloa repens, e de Elionurus
candidus. Os isolados mais dissimilares foram os de Eragrotis

plana e de Digitaria sanguinalis.



CAPITULO Il

SENSIBILIDADE “IN VITRO” DE Magnaporthe oryzae DO
TRIGO A FUNGICIDAS INIBIDORES DO
CRESCIMENTO MICELIANO

CRISTINA BOARETTO!

RESUMO - A ampla variabilidade genética de Magnaporthe
oryzae, agente causal da brusone do trigo, tem dificultado a
obtencao de fontes de resisténcia. Dentre as opgdes para manejar
a doenca, o controle quimico ¢ a principal, mas com uma
eficiéncia maxima de 50% em condigdes favoraveis para o
desenvolvimento da doenga. Objetivou-se avaliar in vitro a
sensibilidade do crescimento miceliano de isolados de M. oryzae
ao antibidtico casugamicina, aos fungicidas carbendazim,
triciclazol, tebuconazol, protioconazol, e a mistura comercial
protioconazol-+trifloxistrobina. Os fungicidas foram
acrescentados ao meio BDA, nas concentragdes de 0,00; 0,01;
0,10; 1,00; 10,00 e 100,00 mg L A fungitoxicidade dos
produtos foi determinada por meio da Clsy (concentragao
necessaria para inibir 50% do crescimento miceliano), e a
sensibilidade dos isolados classificada em alta, moderada, baixa
e insensivel. O modelo que melhor se ajustou aos dados obtidos

foi o de Weilbull, com quatro parametros. Os isolados em sua

' Eng®. Agr’.,, mestranda do Programa de Pos-Graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Dbolsista CAPES/Embrapa, Projeto
“Magnaporthe oryzae: O desafio da tropicalizagdo do trigo no Brasil.”
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maioria foram insensiveis ao antibidtico casugamicina, e
altamente sensiveis aos demais fungicidas estudados. O
triciclazol e a mistura protioconazol+trifloxistrobina foram os

fungicidas que apresentaram a maior fungitoxicidade.

Palavras-chave: brusone, concentragdo  inibitoria, controle

quimico.

WHEAT Magnaporthe oryzae “IN VITRO” SENSITIVITY
TO FUNGICIDES THAT INHIBIT MYCELIAL
GROWTH

ABSTRACT - The great variability of Magnaporthe oryzae, the
causal agent of wheat blast, has made it difficult to obtain
sources of resistance. Among the options to manage the disease,
chemical control is the main, but with a maximum efficiency of
50% in favorable conditions for the development of the disease.
The objective was to evaluate the in vitro sensitivity of the
mycelial growth of isolates of M. oryzae to kasugamycin
antibiotic, to the fungicides carbendazim, tricyclazole,
tebuconazole, prothioconazole and the commercial mixture
prothioconazole+trifloxystrobin. The  fungicides  were
solubilized in PDA medium at concentrations of 0.00; 0.01;
0.10; 1.00; 10.00 and 100.00 mg L. The toxicity of the
products was determined by means of ECsy (concentration
necessary to inhibit 50% of the mycelium growth), and the
sensitivity of the isolates classified according into high,
moderate, low and insensitive. The model that best fit the data

obtained was the Weilbull modulus with four parameters. The
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isolates were mostly insensitive to the antibiotic kasugamycin,
and highly sensitive to the other studied fungicides. The
tricyclazole and prothioconazole+trifloxystrobin mixture were

the fungicides that had the highest fungus toxicity.

Key words: blast, inhibitory concentration, chemical control.

1 INTRODUCAO

A brusone do trigo, causada pelo fungo
Magnaporthe oryzae, pode causar danos que variam em relagdo
a regido geografica onde ocorre e a intensidade da doenca.
Santana et al. (2013), ao avaliarem a eficiéncia de fungicidas
usados no controle da brusone do trigo, em Londrina-PR,
Planaltina-DF, Palotina-PR e Itabera-SP, relataram danos de
12,8%, 14,5%, 37,6% ¢ 69,7%, respectivamente.

O controle da doenca envolve uma série de medidas,
como semeadura de cultivares com maior nivel de resisténcia, a
utilizacdo de sementes sadias, a escolha da melhor época de
semeadura evitando a coincidéncia de condigdes favoraveis a
doenca com a extrusdo das espigas, € controle quimico de parte
aérea e de semente (REUNIAO, 2014). Os produtos quimicos
registrados para o controle da brusone sdo poucos, bem como a
eficiéncia dos mesmos ¢ baixa quando ocorrem as condig¢des
ambientais favoraveis a doenca (REUNIAOQ, 2013).

A baixa eficiéncia dos fungicidas aplicados nos
orgdos aéreos das plantas, pode estar associado a variabilidade

genética do patdgeno, o qual, apresenta um padrao racial (CRUZ
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et al,, 2009; MACIEL et al., 2014; DANELLI, 2015) ¢ a
existéncia de populagdes do patdogeno resistentes aos
ingredientes  ativos, como  para as  estrobilurinas
(CASTROAGUDIN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015). Além
disso, o uso repetido dos mesmos ingredientes ativos pode
alterar a sensibilidade dos fungos aos fungicidas, acarretando em
uma selecdo de patotipos resistentes, influenciando na eficiéncia
do manejo quimico (DEKKER, 1995).

Os fungicidas utilizados para o controle da brusone
do trigo sdo triazois na forma isolado ou em misturas com
estrobilurinas (SANTANA et al., 2013). Os triazois assim como
o triazolinthione, s3o conhecidos pela ag¢do de inibi¢do da
desmetilagdo (IDMs), atuam inibindo a retirada do grupo metila
carbono quatorze (C14) da molécula, resultando num actimulo
de precursores de esterdis e reducdo do ergosterol (BRENT,
1995). Esta reducdo do ergosterol e a presenca dos esterois
metilados, alteram a permeabilidade celular, levam ao actimulo
de 4cidos graxos a niveis toxicos para os fungos, e consequente
ruptura e extravasamento de solutos intracelulares, e necrose
celular (REIS et al., 2010; ZAMBOLIM et al., 2007). A agao
dos IDMs ¢ sistémica, com acdo protetora se ocorrer deposito
sobre a superficie foliar. Nao tem ac¢do sobre a geminagdo dos
conidios dos fungos, pois neste estadio o esporo utiliza os
esterois armazenados ndo necessitando de sua biossintese para
germinar (REIS et al., 2010). Assim, a sensibilidade de isolados
de patogenos a esses fungicidas, in vitro, deve ser avaliada

quantificando-se o crescimento miceliano e ndo a germinagao.
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Dados de sensibilidade de populacdes de M. oryzae
que infectam trigo para os fungicidas com agdo fungistatica sao
inexistentes, entretanto ha informagdes relacionadas a brusone
em arroz. Na China na Provincia de Guangdong, regido de
cultivo de arroz, foi detectada a presenca de uma populacio de
M. oryzae com resisténcia ao ingrediente ativo carbendazim e
diferentes graus de sensibilidade ao triciclazol (ZHANG et al.,
2004). Ainda na China, ao se estudar 90 isolados de M. oryzae
do arroz, Chen et al. (2013) mostraram a eficiéncia de 70% in
vitro do epoxiconazol, e in planta de 75%, muito semelhante ao
controle obtido com triciclazol, e superior ao carbendazim.

O triciclazol, do grupo quimico dos benzotiazois,
juntamente com os triazois apresenta eficiéncia acima de 90%
no controle da brusone em arroz, isso possibilita a rotagdo de
principios ativos com diferentes mecanismos de ac¢ao, reduzindo
a pressao de selecao sobre o patdgeno e consequentemente os
riscos de aparecimento de isolados resistentes
(SCHEUERMANN & EBERHARDT, 2011).

Alguns fitopatégenos, como M. oryzae do arroz, tem
na parede do apressério uma camada de melanina que funciona
como uma barreira permeavel, permitindo o aumento da
concentragdo de alguns solutos citoplasmaticos como glicerol
(PRABHU & FILIPPI, 2006), e o acréscimo da pressdo de
turgescéncia para romper mecanicamente a superficie foliar do
hospedeiro (LI et al., 2015). Esta camada varia de isolado para
isolado, pois ha ao menos dois sinais de transdu¢@o envolvidos
na formagdo do apressorio e dependem da hidrofobicidade das

folhas, bem como de genes como MGGI que codificam
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proteinas quinases (THINES et al., 2000; LI et al., 2015). O
triciclazol tem sua a¢do desorganizando as fungdes da parede
celular, inibe a biossintese da melanina na parede do apressorio,
e compromete negativamente a penetracdo do patdgeno na
epiderme do hospedeiro e o desenvolvimento da infeccao (REIS
et al., 2010). Em isolados de M. oryzae do trigo ndo ha
informacdes sobre estes eventos celulares, mas a ampla variacao
de agressividade dos isolados do patdégeno (DANELLI, 2015),
pode indicar a influéncia da morfogénese do apressério e de
seus  processos  bioquimicos na  patogenicidade. A
patogenicidade reduzida de M. oryzae em plantas de arroz e
cevada por mutantes espontaneos do gene MET1, deixando de
produzir metionina sintase, ¢ exemplo recente da relagdo
existente entre a agressividade do patogeno e rotas bioquimicas
(SAINT-MACARY, 2015).

Devido a inexisténcia de informacdes sobre a
fungitoxicidade de ingredientes ativos utilizados na cultura do
trigo, para o controle de M. oryzae, e a baixa eficiéncia do
controle quimico, o presente trabalho objetivou determinar in
vitro, a sensibilidade do crescimento miceliano de M. oryzae a

diferentes produtos quimicos e gerar seus valores de Cls.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nas instala¢des
da Embrapa Trigo. A preparagdo dos meios de cultura,
solubilizacdo dos ingredientes ativos aos meios, obten¢do do
in6éculo e desenvolvimento das colénias do fungo foram
realizadas no Laboratério de Fitopatologia.

Os 20 isolados monospdricos de M. oryzae
utilizados nos experimentos, foram obtidos de espigas de trigo
sintomaticas e¢ folhas de braquiaria (Bracchiaria plantaginea
(Link) R.D. Webster) (Tabela 1). Os isolados estavam
preservados em papel filtro armazenados em tubos do tipo
criotubo, a -20 °C. As coldnias puras do fungo foram cultivadas
em meio de agar-aveia (1,0 L dgua destilada + 60 g de farinha
de aveia + 15 g de agar) por 15 dias, armazenadas em camara de
crescimento com fotoperiodo de 12 horas e temperatura em

torno de 25 °C + 2 °C.

Tabela 1- Identifica¢do e origem dos isolados de Magnaporthe
oryzae. Passo Fundo-RS, 2016

Identificacao Hospe.delro/ Coordenadas Local de  Datada
cultivar coleta coleta
. 2 S 23°18'00,7” - .
Py 12.0.0121 Braquiéria WO 51°16'42,2” Londrina, PR 2012
. S 23°18'02.2" - .
Py 12.1.0171 CD 104 WO 51°16'43 4" Londrina, PR 2012
. S 23°20'03,0”- Al
Py 12.1.298 Mirante WO 51°1743,0” Rolandia - PR 2012
S 23°17'51,67- .
Py 12.1.329 CD 104 WO 51°06'18, 17 Londrina, PR 2012
S 23°13'42,3”-

Py 12.1.331 Mirante Londrina, PR 2012

WO 51°15'40,5”




&9

Py 12.1.337
Py 12.1.029i
Py 12.1.011
Py 12.1.077
Py 12.1.041
Py 12.1.054
Py 12.1.115
Py 12.1.132
Py 12.1.184
Py 12.1.183
Py 12.1.247
Py 12.1.322
Py 12.1.319
Py 12.1.181

Py 12.1.209

Marfim
CD 116
BRS 264
BR 18
BR 18
BR 18

BR 264

BRS
Guamirim

Trigo
Trigo
BRS 208
IPR 85
IPR 85

PF 070475

PF 090702

S 23°11'44,0”-
WO 51°14'30,4”
S 23°33'08,8" -
WO 49°03'24,9"
S 19°02'15,2"
W 47°05'55,6"
S 19°18'29,8"
W 47°26'15,9"
S 17°3726,2"
W 51°04'11,4"
S 17°5025,4"
W 51°11'00,5"
S 16°0123,4"
W 47°37'50,9"
S 23°02'06,9”-
WO 55°16'59,3”
S 22°57'38,3" -
WO 55°19'58,4"
S 22°19'26,6" -
WO 54°49'08,1"
S 23°0020,1”-
WO 55°23'02,8”
S 23°02'02,8”-
WO 55°25'16,9”
S 22°4927,2”-
WO 55°16'52,5”
S -28°24°47.4”
WO054°45°48,7”
S -28°41°50,7-
WO055°57°57,2”

Londrina, PR

Itai, SP
Patrocinio,
MG

Perdizes, MG
Rio Verde,
GO

Rio Verde,
GO

Brasilia, DF

Amambai, MS

Aral Moreira,
MS

Dourados, MS

Amambai, MS

Aral Moreira,
MS

Aral Moreira,
MS

Sao Luiz
Gonzaga, RS

Sao Borja, RS

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

2012

(casugamicina),

triciclazol,

tebuconazol,

quatro fungicidas

1solados

Nos experimentos foram utilizados um antibidtico

(carbendazim,

e protioconazol) e uma mistura

comercial (protioconazol+trifloxistrobina) (Tabela 2). A seleg¢ao

dos fungicidas se deu pelo uso dos mesmos no controle da

brusone no arroz.
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Tabela 2- Ingredientes ativos utilizados para determinar a
sensibilidade miceliana, in vitro, de 20 isolados
Magnaporthe oryzae. Passo Fundo-RS, 2016

Ingrediente Formulagao Concentragdo  do  Grupo quimico
ativo comercial ingrediente ativo

Casugamicina Kasumin 20g L Antibiotico
Protioconazol Proline EC 250 g L Trianzolinthione
Tebuconazol Folicur 200 EC 200 g L™ Triazol

Triciclazol Bim® 750 BR 750 g kg Benzotiazol
Carbendazin Derosal 500 SC 500 g L™ Benzimidazol
Protioconazol + Fox 175 gL'+ 150 gL' Trianzolinthione +
Trifloxistrobina Estrobirulina

Para avaliar a sensibilidade miceliana dos isolados, o
método utilizado foi o de adicionar os fungicidas a0 meio de
cultura BDA (batata dextrose agar) (BECHER et al., 2010;
TATEISHI et al., 2010; SPOLTTI et al., 2012).

Para cada fungicida foi utilizado placas de Petri (90
mm de diametro x 15 mm de altura) novas, que apds a
realizagdo do ensaio foram higienizadas e esterilizadas por no
minimo um més, com formaldeido a vapor (formol 37%) (marca
Quimicamar) (REIS, 2013), para depois serem usadas para a
repeticao do experimento.

Foram testadas as concentragdes de 0,00; 0,01; 0,10;
1,00; 10,00; 100,00 mg L'l, para cada ingrediente ativo. A
testemunha foi considerada o meio que ndo recebeu a
incorporagdo de fungicida, ou seja, a 0,00 mg L™.

O preparo das suspensdes das diferentes
concentragdes de fungicidas foi realizada pipetando-se uma
aliquota do fungicida a um baldo volumétrico com 4agua

destilada e esterilizada, totalizando um volume final de 100 mL
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(solugao estoque 1). Em seguida, retirou-se dessa solugdo 1,0
mL e transferiu-se para um baldo com 99,0 mL de agua
destilada e esterilizada, formando a solucdo estoque 2
(AVOZANI et al., 2014). Apos a autoclavagem e resfriamento
do meio de cultura agar-agua até 40 °C, as solugdes estoque
foram adicionadas ao meio, e vertidas em placas de Petri.

Apds a solidificagdo do meio de cultura, discos de
micélio de 5,0 mm de diametro da colonia pura do fungo, foram
transferidos para o centro de cada placa de Petri, sendo
depositadas de modo a ficarem em contato com a superficie do
meio. As placas foram incubadas em camara de crescimento
com temperatura de 25 + 2 °C, e fotoperiodo de 12 horas,
fornecido por lampadas fluorescentes (Osram 40 W).

As avaliagdes iniciaram quando no tratamento
testemunha visualizou-se que o crescimento miceliano havia
atingido as bordas circulares da placa. Com auxilio de um
paquimetro digital (Mitutoyo®™) mediu-se o maior didmetro da
colonia. Os valores gerados foram comparados com o
crescimento do fungo no tratamento de 0,00 mg L
(testemunha).

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, constituido de seis tratamentos e quatro repeticoes,
feitos em duplicata. Para a determinacao da Clsy, os dados foram
submetidos ao modelo de Weilbull com quatro parametros, Y =
d exp(- exp (b(log x — e))), (KNEZEVIC et al., 2007), utilizando
o programa R (R Core Team (2015)). Para Y considerou-se o
diametro da colonia, para X, as diferentes doses dos fungicidas,

e para d, b, e, os parametros da equagdo da distribuicdo de
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Weibull. R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria. URL http://www.R-project.org/.) para a andlise dos
dados, com o pacote DRC que contém o procedimento probit.

Para classificar a sensibilidade em grupos foi
utilizado uma escala proposta por Edgington et al. (1971), com
modificagdes, considerando-se como: alta sensibilidade (AS) os
isolados com Clsp < 1,0 mg L'l; moderada sensibilidade (MS) os
isolados de Clsy entre 1,0 e 10,0 mg L'l; baixa sensibilidade
(BS) os isolados de Cls entre 10,0 ¢ 50,0 mg L™'; e insensivel (I)
os isolados de Clsy > 50,0 mg Lt

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de sensibilidade da populagio de M.
oryzae amostrados, representativos de seis regides produtores de
trigo no Brasil, apresentaram niveis distintos de sensibilidade
para o antibidtico casugamicina (Tabela 3). Devido a ocorréncia
de valores de Clsg entre 10,0 e 50,0 mg L'l, incluiu-se esse nivel
de sensibilidade na escala proposta por Edington et al. (1971),
considerando como baixa sensibilidade (BS). Ja, para os outros
fungicidas testados ndo houve diferengca de sensibilidade entre
os isolados estudados (Tabela 3 e 4).

O antibidtico casugamicia, penetrante sist€émico
(REIS et al., 2010), foi fungitéxico para 50% dos isolados
estudados, e atoxico para o restante da populacdo de M. oryzae
do trigo e também para o isolado de braquidria (Tabela 3).

Possui registro para o controle da brusone no arroz, e por esse
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motivo foi testado em isolados de trigo, mas mostrou nao ser
eficiente. Apesar de inibir a germinagdo dos esporos € o
crescimento do micélio em baixas doses, no Japao, o uso de
casugamicina ja foi limitada devido a ocorréncia de cepas
resistentes (PRABHU & FILIPPI, 2006). E no Rio Grande do
Sul, ensaios a campo no ano agricola de 2014/2015, em arroz
irrigado por aspersdo, a casugamicina mostrou controle de
apenas 7% sobre a doenca enquanto o melhor tratamento
apresentou 68% (NUNES et al., 2015). O que poderia explicar a
baixa eficiéncia de um ingrediente ativo supostamente ainda nao
utilizado para o controle da brusone no trigo seria a
insensibilidade natural do patéogeno a molécula, atributo que
depende das interagdes entre as caracteristicas da molécula e a
genética do fungo, ou, a ocorréncia de fluxo génico entre
isolados resistentes e sensiveis de espécies distintas.

Nao houve diferenca de sensibilidade entre os 20
isolados para os fungicidas carbendazim, tebuconazol,
protioconazol, triciclazol, e protioconazol-+trifloxistrobina, todos
foram classificados como de alta sensibilidade. Os valores de
Clsp médios para os fungicidas acima, foram respectivamente:
0,5932 mg L, 0,5087 mg L, 0,1093 mg L™, 0,0622 mg L,
0,0304 mg L. Com isso, todos foram fungitoxicos, ¢ a mistura
comercial mostrou ser a mais potente.

Para o carbendazim a Cls variou de 0,304 a 1,001
mg L' (Tabela 3). Em arroz existem alguns trabalhos que
podem ser usados para comparagdo de resultados, como o de
Zhang et al. (2004), estudando a sensibilidade de 129 isolados

de P. oryzae do arroz, o fungicida apresentou Clsy que variou
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de 0,1096 a 9,1543 mg L. A resisténcia cruzada para o arroz
também ja foi relatada para os benzimidazois: carbendazim,
tiofanato metilico e thiabendazole (PRABHU & FILIPPI, 2006).
Acdo dos benzimidazois € sistémica e afeta especificamente a
divisdo celular, pois apresentam atividade seletiva para a
tubulina de fungos (REIS et al., 2010). Esta especificidade faz
com que esse grupo quimico apresente alto risco de resisténcia
adquirida pelo patdégeno. Devido a essas caracteristicas, os
isolados resistentes geralmente sdo tdo adaptados quanto os
sensiveis. Portanto, a alta pressdo de sele¢do causada pelo uso
intensivo dos benzimidazois, pode resultar na sele¢do de
isolados resistentes em um curto periodo de tempo (KENDALL
et al., 1994; WHEELER et al., 1995).

O fungicida triciclazol, grupo quimico dos
benzotiazois, se mostrou altamente fungitoxico aos isolados de
M. oryzae do trigo, com Cls, entre 0,0006 ¢ 0,298 mg L
(Tabela 3). Assim, acredita-se que M. oryzae de outros
hospedeiros, além do arroz, possui ativa a via biossintética de
melaniza¢do da parede do apressorio. O triciclazol dentre os
produtos registrados para o controle da brusone no arroz, ¢ o
mais utilizado no Brasil, e é de 25 a 35 vezes mais ativo contra o
desenvolvimento do fungo in vivo do que contra o crescimento
micelial e a germinagdo de esporos in vitro (PRABHU &
FILIPPI, 2006). Fato esse, que pode ser explicado pela sua
absor¢do pela planta e translocacdo para partes nao expostas no
momento da aplicacio (NUNES et al., 2015), aumentando a
atividade residual do produto e reduzindo o namero das

aplicagdes. Em arrozais do Nepal, compararam-se fungicidas
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para o controle da brusone, o resultado foi que dentre os
estudados, o triciclazol obteve o maior controle da brusone em
folhas e em paniculas, respectivamente de 87,08% e 79, 62%. E
o menor controle foi atribuido a casugamicia, em folhas de
59,98% e em espigas de 43,18 % (MAGAR et al., 2015).

Apesar da alta sensibilidade dos isolados estudados
ao triazol (tebuconazol) e ao triazolinthione (protioconazol), a
fungitoxicidade do protioconazol foi 5 vezes superior a do
tebuconazol (Tabela 4). Para a mancha amarela do trigo
(Drechslera tritici-repentis), a Clsp média para o tebuconazol foi
de 0,66 mg L' e para o protioconazol de 0,22 mg L™ (TONIN et
al., 2015). Em soja, os valores de Clsy para sensibilidade de
Phakopsora pachyrhizi ao tebuconazol variaram de 0,001 a 1,19
mg L', e para o protioconazol de 0,000001 a 0,39 mg L’
(XAVIER et al, 2015). Para o falso carvao do arroz
(Ustilaginoidea virens), recentemente foi documentada uma
mutacao gene Y137H que conferiu reducdo de sensibilidade
para o tebuconazol (WANG et al., 2015).

O efeito fungitoxico do protioconazol combinado
com a trifloxistrobina para crescimento miceliano, foi superior
ao protioconazol isoladamente, para 75% dos isolados estudados
(Tabela 4). Este resultado indicou que apesar das estrobilurinas
interferirem na germinacdo, alguma agao preventiva de inibicao
do crescimento de M. oryzae nos estadios iniciais pOs-
germinag¢do ocorreu, e foi devido a trifloxistrobina. A resisténcia
de isolados as estrobilurinas geralmente sdo em decorréncia de
mutacoes pontuais G 143A, no gene cyt b, para muitos

fitopatogenos. Para M. oryzae do trigo essa ocorréncia ja foi
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confirmada para a azoxistrobina e também para piraclostrobina
(OLIVEIRA et al., 2015), no entanto para trifloxistrobina nao ha
relatos da ocorréncia de resisténcia cruzada.

O uso repetido de um fungicida com mesmo sitio de
acdo pode levar ao surgimento de populagdes insensiveis e a
falhas de controle da doenga. Os resultados mostraram alta
sensibilidade dos isolados de M. oryzae do trigo aos fungicidas,
ndo justificando a falha de controle da doenca observada a
campo por produtores, que possivelmente esteja relacionada a
outros fatores como aplicagdes em épocas erradas e ineficiéncia

de cobertura da espiga.



97

SV (9¥9T°0F) 8620 SV (6611°07) 65L°0  Sd  (0SY'YOIF) v9'Ly S ‘SopeInod ¢cgp 171 &g
SV (TTE1°0%) 950°0 SV (€160°0¥) S6¥°0  Sd (8€°L€¥) T9'6€ SN BIRION [BIV oy 17 Ag
SV (€€00°0F) 100°0 SV (STLO'0F6LE0 I (PLS'L1F) 0°001< SN TBQUIBWIY  Zeyepooy A
SV (6890°0F) £61°0 SV (#€L0°0F) T69°0 I (9F'9L5F) 0°001< da BMIseId oy pgy Ag
SV (LOT0°0F) ¥00°0 SV (€580°07) 019°0 SV (1080°0F) T€9°0 0D OPRA O 460171 &d
SV (1100°0%) #0000 SV (8€T1°0F) 100°T I (br'Ty8® 0°001< 0D PPAOTT 101771 Ad
SV (L0000°0%) 90000 SV (6001°0%) S09°0 I (0L°601%) 8T°T8 DN 'sezIpIdd /0171 A4
SV (TTS0°0%) ¥IT0 SV (S180°0F) S08°0 SN (LT98°0F) 95°S DN ‘OIUONRd 10171 £d
SV (0180°0F) €20°0 SV (Lg8O'OF) 611°0 SN (0829°1%) 269 dS T 1670'1°21 Ad
SV (TL10°0F) T20°0 SV (TET1°0F) L6¥°0 I (€6L°91%) 0°001< Ad BUHPUOT cer 7T g
SV (L120°0%) ¥50°0 SV (8901°0%) 9¥L°0 sd (S89°C¥) 88°C1 Ad BUHPUOT  yecyry g
SV (€S10°0F) 900°0 SV (€901°0%) TYE0 I (9T°T6TF) 0°001< Ad BUHPUOT  coe ol Ag
SV (1£00°0¥) 820°0 SV (LLyT'oP vLy'o  Sd (8S91°8¥) TT'II Ad - BIPUBIOY  geor 7T Ad
SV (0100°0F) £90°0 SV (ogv1'o® 1190 S (95°15%) €9°%¢€ Ad BUHPUOT 1017 14d
SV (0990°09)240°0 SV (LEY0'0F) YOE0 I «(88T65%) 0°001< Ad BUEPUOT 171007 1Ad

(.71 8w (SID) BLONQIUI 0BSLNUAIUO))

wo3LI ope[os]
S [oze[oroLL], S wiZepuaqie)) S euOruesnse))

910T ‘SY-opun,J osseq seproiduny e o311 op
aezA10 ayriodeube|y 9p 9PEPI[IQISUIS O OUBI[OOIUW OJUIWIISAID OP 9%()G OP BLIONQIUI OBIBNUIIUO)) - € B[OqR]



86

‘oeiped

oLrg A (1) [oA1suasuy -7 3w (°0S < 0SIO “(S€) APEPIIQISUIS eXreq [-T W (°0S 2 001 21U (SO (SIA) 2PepI[IqISuds epeIopojy
0ezA10 BLIRNOLIAJ 9P OPEPI[IQISULS,

[-1 8w 001 2 01 21Ud 0SID (SV) 2PepIIqIsuas ey [-T Sw 0T > 0$[D :eprorduny ov

SV
SV
SV
SV
SV

(127€0°0F) £50°0
(6LT1°0F) L8O0
(0€00°0F) 190°0
(8810°0F) 1€0°0
(1€10°0F) 800°0

N4
SV
N4
N4
N4

(L660°0F) L19°0
(0$80°0F) 8£9°0
(TI11°0F) 0€9°0
(9LLO°0F) 9710
(0901°0F) S8%°0

I
I
Sd
I
Sd

(68°6€F) 0°001<
(LT°€TIF) 8E° 1L
(P6Er 1F) 0t 11
(00£5°9F) 0°001<
(6L V1) T8°81

SY ‘eliog oes

S ‘e3ezuon 1 oes
SN ‘BIIQIOIN [BIY
SIA ‘BIIIOIN [eIY
SN ‘Trequiely

60T 1°C1 Ad
181'1°CI &d
61€ 1Tl Ad
TTEITI Ad
LYT 1Tl Ad




99

SV (L100°0%) 2000 SV (LT6T'0F) 69v°'0 SV (LE8O'OF) €55°0 S TBQUBWY oo p 177 Ag
SV (6200°09)€000 SV (6TIF0F) vLI'0 SV (LTOT'OF) SLLO da emseIE oy &g
SV (sv00°0F) €100 SV (L8€0°09) 910°0 SV (6680°0F) 6¥9°0 0D OPRA O 460171 Ad
SV (€000°07) 601°0 SV (2000°0¥) 200’0 SV (0TLOOF) €T¥0 0D OPRA O 140171 Ad
SV (08€0°0¥) L2o'0 SV (16T1°0M) 010 SV (66L0°0F) £5S°0 DN ‘S9zIpI_dd /01721 £d
SV (z8s0°0F) 1€0°0 SV (S€L0'0P) €L€'0 SV (LS80°0F) T690 DN “OIU0NRd [0 1'7[ Ad
SV (€000°0F) €000 SV (16v0°0¥) 920°0 SV (0SSTOF) #SS°0 dS I 1620 1°71Ad
SV (z€00°0¥) 000 SV ($L10°0¥) LZ0'0 SV (1060°0F) 6T€0 Ad BUHPUOT ) ceory Ag
SV (8020°0F) 9€0°0 SV (2900°0¥) 010°0 SV (80L0°0F) 110 Ad BUHPUOT e 7y Ag
SV (z100°0%) 1000 SV (€860°0¥%) 820°0 SV (616T°0F) LLIO Ad BUHPUOT e o7y A
SV (6£6v°0F) ¥S0°0 SV (##00°0%) €00°0 SV (4TEIOF) €55°0 Ad - BIPUBIOY  ger 7] Ad
SV (0€€0°0F) S00°0 SV (¥100°0¥) 100°0 SV (9TLO0F) €0¥°0 Ad BUHPUOT 1 1017 1Ad
SV «(6€00°07) ¥00°0 SV ((96S0°0F) 0v0°0 SV ((¥LLOOF) 6£9°0 Ad BUHPUOT 171007 1Ad
(,.7 3w 0SID) BHONQIUI 0BIRNUIOUO)
S PUIQONSIXOPLY S [0ZBU0d010I S [0ZeUu0oONga |, woBHO Opejos]

+ [0Zeuod0no.ad

9107 ‘SY¥-opun, ossed ‘sepIoigunj e o311 op aezAI0

ayriodeube|y 9p 9pepI[IqISUSS @ OUBI[IIIUW OJUIWIIISAIO OP 9§ 9P BLIOJQIUI OBILIUIOUO)) - {7 B[OQE],



oeped ourg (1)
[oArsuasu T Sw (G < 1D “(S4) opepIjiqIsudg exieq T Sw (g 9 O dnue 1) ‘(SIA) dPepI[IqISUdS BPEIdPOIA
18w g1 9 [ anud 1) {(SV) apepifiqisuag eyfy T Sw > 1) :eproiduny oe 9ezA10 elIeNdLIAd 9p dpEPIIqIsuS,

SV (0TST'0® 10€0 SV (6L80°0F) 1LT0 SV (8LIT°0¥F) 8950 SY ‘Blog 08S (7171 Ag
SV (0110°0%) #000 SV (€6¥0°0F) 8ST°0 SV (8001°0F) 8€L'0  S¥ ‘83eZUOD "TOBS  [g[1'Z] Aq
SV (1€00°0%) €00°0 SV (T9¥0°0F) 1S0°0 SV (bPI1°0%) LSHO SN BIRION [BIV o1 171 &g
SV (#100°0F) 200'0 SV (I1€0°0) 9L0°0 SV (60L0°0F) ¥SE0 S BIRION [BIV  z7c 17 Ad
SV (S100°0%) 200'0 SV (8690°0%) 1,00 SV (1T60°0F) ¥61°0 SN ‘TRQUIBWY /4o 171 A
SV (Lzoo'0¥) 100°0 SV (0S80°0F) LST'0 SV (90TI°0F) 1€9°0 SIN ‘SOPBINOQ  cqy 71 Ad
SV (#100°0F) 200'0 SV (8S60°0F) €200 SV (0080°0F) 1TS°0 SN BIRION [BIV  ye1-17] Ad

00T



101

4 CONCLUSOES

a) A populacdo amostrada de M. oryzae do trigo apresenta
alteracdo de sensibilidade para a casugamicina.

b) Os isolados de M. oryzae do trigo sdo altamente sensiveis
para os fungicidas carbendazim, triciclazol, tebuconazol,
protioconazol e protioconazol+trifloxistrobina.

c) Aplicacdes alternadas de fungicidas de modo de acdo
diferentes devem ser utilizadas para preservar a alta
sensibilidade encontrada para M. oryzae.

d) O triciclazol apresenta potencial fungitoxico para M. oryzae
do trigo, e o patdgeno possivelmente sintetize melanina em seu
apressorio.

e) Nao foi possivel estabelecer um isolado linha de base,
selvagem, para estimar o fator de reducao de sensibilidade. Mas
os valores de Clsy obtidos podem servir como ponto de
referéncia para monitoramento da sensibilidade de M. oryzae do

trigo.



CAPITULO Il

SENSIBILIDADE “IN VITRO” DE Magnaporthe oryzae DO
TRIGO A FUNGICIDAS INIBIDORES DA
DA GERMINACAO DE CONIDIOS

CRISTINA BOARETTO!

RESUMO - Uma das principais limita¢cdes para o cultivo do
trigo no Brasil ¢ a ocorréncia de doengas causadas por fungos,
dentre essas, a brusone, causada por Magnaporthe oryzae.
Doenga que vem ganhando destaque por causar danos de até
72,5%, e por apresentar dificil controle pela baixa eficiéncia dos
fungicidas utilizados nas aplicacdes na parte aérea da planta.
Neste trabalho, objetivou-se avaliar a fungitoxicidade dos
fungicidas  trifloxistrobina,  piraclostrobina+fluxapiroxade,
mancozebe, azoxistrobina, do acido salicil-hidroxamico
(SHAM), e da mistura SHAM+o fungicida azoxistrobina, sobre
a germinacdo de conidios de M. oryzae. Os fungicidas foram
acrescentados ao meio BDA, nas concentracdes de 0,00; 0,01;
0,10; 1,00; 10,00 e 100,00 mg L'l, e a fungitoxicidade dos
produtos foi determinada por meio da Clsy (concentragao
necessaria para inibir 50% da germinacdo dos conidios), e
classificada de acordo com os niveis de sensibilidade. O modelo

estatistico que melhor se ajustou aos dados obtidos foi o de

' Eng®. Agr’.,, mestranda do Programa de Pos-Graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF,  bolsista CAPES/Embrapa, Projeto
“Magnaporthe oryzae: O desafio da tropicalizagdo do trigo no Brasil.”
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Weilbull, com trés pardmetros. Os fungicidas mancozebe e a
mistura de piraclostrobina + fluxapiroxade apresentaram a maior
fungitoxicidade. Dezenove isolados apresentaram
insensibilidade a azoxistrobina. Ocorreu resisténcia cruzada para
os fungicidas azoxistrobina e trifloxistrobina. O SHAM

apresentou potencial fungitoxico para M. oryzae.

Palavras-chave: brusone, Triticum aestivum, fungitoxicidade.

WHEAT Magnaporthe oryzae “IN VITRO” SENSITIVITY
TO FUNGICIDES THAT INHIBIT CONIDIA GROWTH

ABSTRACT - A major limitation for wheat cultivation in
Brazil is the occurrence of fungal diseases, among these, the
blast caused by Magnaporthe oryzae. Disease that has been
gaining attention for causing damages of up to 72,5%, and for
presenting difficulty to control by the low efficiency of
fungicides used in applications in the aerial part of the plant.
This work aimed to evaluate the toxicity of trifloxystrobin
fungicides, pyraclostrobin+fluxapyroxad, mancozeb,
azoxystrobin, the salicyl hydroxamic acid (SHAM), and the
mixture SHAM + the fungicide azoxystrobin, on the
germination of conidia of M. oryzae. The fungicides were
incorporated into PDA medium at concentrations of 0.00; 0.01;
0.10; 1.00; 10.00 and 100.00 mg L—l, and the toxicity of the
products was determined by means of ECsy (concentration
necessary to inhibit 50% of germinated conidia) and classified

according to levels of sensitivity. The statistical model that best
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fit the data obtained was the Weilbull modulus with three
parameters. The fungicide mancozeb and the mixture of
pyraclostrobin+fluxapyroxad showed the highest fungitoxicity.
Nineteen isolates showed insensitivity azoxystrobin. Was cross-
resistance to azoxystrobin and trifloxystrobin fungicides. The

SHAM showed fungitoxic potential for M. oryzae.

Key words: blast, Triticum aestivum, fungus toxicity.

1 INTRODUCAO

O agente causal da brusone, Maganpothe oryzae,
pode ser encontrado parasitando inumeros hospedeiros,
principalmente as espécies pertencentes a familia Poaceae (OU,
1985). Entretanto a doenga ¢ mais conhecida por ocasionar
danos em cereais como arroz (Oryza sativa L.) e trigo (Triticum
aestivum L.).

As medidas de controle disponiveis para reduzir os
danos da brusone a niveis sub-econdmicos na cultura do trigo,
sdo: a utilizacdo de cultivares que apresentam algum nivel de
tolerancia a doenca, o escalonamento da semeadura e de
cultivares, e as aplicacdes de fungicidas na parte aérea. O foco ¢
proteger a cultura durante a fase de espigamento para evitar que
o sitio de infecgio fique desprotegido (REUNIAOQ, 2014).

O controle quimico ¢ realizado, principalmente, pela
utilizacdo de produtos quimicos na forma isolada ou em
misturas (triazoéis e estrobilurinas) (KOHLI et al., 2011,

MACIEL et al.,, 2011; MACIEL et al., 2014). Dentre as
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dificuldades encontradas na utilizagdo do controle quimico,
estdo a baixa eficiéncia dos fungicidas utilizados nas aplicagdes
de parte aérea da planta (ROCHA et al., 2014), e a existéncia de
populacdes de M. oryzae resistentes as estrobilurinas. Esta
resisténcia, foi atribuida a uma mutagdo G143A ocorrente no
gene do citocromo b (CASTROAGUDIN et al., 2015). Neste
mesmo trabalho, os autores relataram que no Brasil entre os
anos de 2005 a 2012, a frequéncia desta mutacdo nas populacdes
de M. oryzae que infectam o trigo aumentou 54%.

Quanto ao mecanismo de a¢do das estrobilurinas,
sdo também conhecidas como inibidores da quinona externa
(fungicidas 1Qe), pois bloqueiam a transferéncia de elétrons do
citrocomo b  para o c¢; no sitio Q., comprometendo
negativamente a producdo de adenosina trifosfato (ATP) e com
isso a respiragdo do patdogeno no Complexo III, das organelas
mitocondriais (AVILA-ADAME & KOLLER, 2003, REIS et
al., 2010, PARREIRA et al., 2009). Além disso, Oliveira et al.
(2015) estudando a existéncia de resisténcia cruzada entre os
fungicidas azoxistrobina e piraclostrobina, descreveram que
isolados que apresentavam a mutacdo G143A no gene cyt b
foram 42 vezes mais resistentes a piraclostrobina. Os estudos da
alteracdo da sensibilidade de populacdes de fungos a fungicidas
vém sendo desenvolvidos ha algum tempo em diferentes
patossistemas e em diversos paises. Nos Estados Unidos, a
ocorréncia de populagdes de M. oryzae do azevém perene com
resisténcia a azoxistrobina foi relatada em diferentes regidoes do
pais (MA et al., 2009). O agente causal da septoriose em trigo o

fungo Septoria tritici Rob. ex Desm. [teleomorfo:
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Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schroeter], apresentou
resisténcia a fungicidas pertencentes as estrobilurinas, no Reino
Unido em 2001. A partir disso, os relatos evoluiram durante as
safras seguintes, chegando a resisténcia at¢ o Norte da Europa
(TORRIANI et al., 2009; BEYER et al., 2011).

Um segundo mecanismo associado a resisténcia das
estrobilurinas, envolve a atividade de uma enzima oxidase
alternativa (AOX-Mg), identificado in vitro para varios fungos,
como Septoria tritici, Botrytis cinerea, Venturia inaequalis,
Fusarium graminearum e Pyricularia oryzae (KIM et al., 2003;
OLIVEIRA, 2014; RODRIGUEZ, 2014), que quando ativa tem
por fun¢do continuar produzindo ATP (transformando oxigénio
em agua e oxidando ubiquinona) mesmo na presenga de
inibidores da via principal como as estrobilurinas. Logo, a
adi¢do do 4cido salicil-hidroxdmico (SHAM) a estrobilurina
para teste in vitro minimiza o efeito dessa rota oxidativa alterna,
e se tem a real sensibilidade do patégeno ao grupo quimico em
questao.

As carboxamidas apesar do uso recente em misturas
com as estrobilurinas, estdo no mercado desde 1960 (REIS et al.,
2010), no entanto ndo ha trabalhos de fungitoxicidade para M.
oryzae, bem como, poucos sdo os estudos com fungicidas
multissitio para o controle da brusone do trigo. Seu mecanismo
de acdo ¢ muito parecido com as estrobilurinas, mas atuando na
transferéncia de elétrons no complexo II das mitocondrias (REIS
et al., 2010). Os multissitios, como o mancozebe, tem seu uso
na agricultura a mais de cinquenta anos, sem haver descri¢do de

resisténcia para o mesmo, isso porque ele apresenta um largo
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espectro atuando em varios sitios vitais dos fitopatogenos (REIS
& REIS, 2015). A ocorréncia de populagdes de patdégenos com
alteracdo da sensibilidade a fungicidas pode estar ligada ao
mecanismo de a¢do dos fungicidas, a formagdo e adaptacdao da
raca do fungo resistente, a taxa de desenvolvimento do fungo, a
disseminag¢do dos propagulos, e a pressao de selecao (STAUB &
SOZZI, 1984, ZHANG et al., 2004). A quantificacao da
sensibilidade de uma populacido de fungos a um fungicida pode
ser feita in vivo ou in vitro, e ¢ medida pela fungitoxicidade da
substancia quimica, estimada pela concentragdo inibitoria (Cls),
ou seja, a quantidade de ingrediente ativo necessaria para
controlar 50% da germinacdo dos esporos, do crescimento
miceliano, ou do numero de urédias, etc. Por questdes de
representatividade e confiabilidade de resultados, deve-se
utilizar no minimo 20 isolados do fungo (RUSSEL, 2004).
Edgington et al. (1971), propdem os seguintes critérios para
classificar a toxicidade de um fungicida: Clsp < 1 mg/L =
fungicida altamente fungitoxico e isolado altamente sensivel;
Clso entre 1 mg L'e 10 mg L! = fungicida moderadamente
fungitoxico e isolado moderadamente sensivel; e Clsp > 50 mg
L' = fungicida ndo téxico e isolado insensivel.

Sdo frequentes os relatos por produtores, da
ineficacia dos fungicidas no controle quimico da brusone em
trigo, e ainda, ha a falta de informagdes sobre a fungitoxicidade
da maioria dos principios ativos. Com 1isso, o presente trabalho
objetivou determinar in vitro, a sensibilidade da germinagdo de
conidios de M. oryzae do trigo, a diferentes produtos quimicos, e

gerar seus valores de Clsy.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nas instala¢des
da Embrapa Trigo, em Passo Fundo - RS. A preparacdo dos
meios de cultura, solubilizagdo dos ingredientes ativos aos
meios, obtencdo do indculo e desenvolvimento das colonias do
fungo foram realizadas no Laboratorio de Fitopatologia.

As placas de Petri novas (60 mm de diametro x 10
mm de altura) utilizadas no experimento, apds o primeiro uso,
foram higienizadas e esterilizadas por no minimo 30 dias com
formaldeido (formol 37% - Quimicamar™) a vapor (REIS,
2013), para a realizagdao do ensaio em duplicata.

Os isolados monosporicos utilizados foram obtidos
de espigas de trigo sintomdticas e folhas de braquiaria que
apresentavam lesOes caracteristicas da brusone. Cada cepa do
fungo estava preservada em papel filtro, acondicionado em
tubos do tipo criotubo em temperatura de -20 °C. As colonias
puras do fungo foram cultivadas em meio de agar-aveia (1,0 L
agua destilada + 60 g de farinha de aveia + 15 g de 4gar) por 15
dias em camara de crescimento, com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura em torno de 25 °C + 2 °C.

Apos esse periodo, procedeu-se com a obtencdo da
suspensdao de esporos, com a raspagem sobre o micélio da
colonia pura do fungo crescida na placa de Petri. Utilizou-se um
pincel e agua destilada contendo espalhante adesivo Tween 80
(uma gota L™"). Para ajustar a suspensio de conidios desejada de
3,5 x 10 esporos mL" (MA et al., 2009) foi utilizado uma
camara de Neubauer (Loptik Labor 0,0025 mm?).



109

A escolha dos isolados foi realizada levando em

consideragdo os principais estados produtores de trigo no Brasil.

Foram utilizados 19 isolados obtidos de espigas de trigo, € um

isolado obtido de folha de braquidria (Tabela 1).

Tabela 1- Identificacdo e origem dos isolados de Magnaporthe
oryzae. Passo Fundo-RS, 2016

. ~  Hospedeiro/ Data
Identificacao cultivar Coordenadas Local de coleta da
coleta
Py 12.0.012i Braquiéria %3350 11 08 1’%(,)4;:’2,,_ Londrina, PR 2012
Py 12.1.017i CD 104 ?V()zzjgvg’ii:l”- Londrina, PR 2012
Py 12.1.298 Mirante fV o 2531(;2107',(‘)‘3;”0(;: Rolandia - PR 2012
Py 12.1.329 CD 104 %0253111076’;51;”61,,’,— Londrina, PR 2012
Py 12.1.331 Mirante \S?VO 2531111%5’120”35’:,_ Londrina, PR 2012
Py 12.1.337 Marfim 3\]0 2531(1111‘;,‘;%’04:: Londrina, PR 2012
Py 12.1.0291 CD 116 EVOZZC;%’?)?%AE;"- Itai, SP 2012
Py 12.1.011 BRS 264 gV 2972%25"1555’,26"" Patrocinio, MG 2012
Py 12.1.077 BR 18 E’V 12;3219;3;,, Perdizes, MG 2012
Py12.1.041 BR I8 \SV 1571 354216124 Rio Verde, GO 2012
Py 12.1.054 BR 18 3v 1571 > ?'12'36‘,‘;" Rio Verde, GO 2012
Py 12.1.115 BR 264 §7V 12;931’72,53(’)?;, Brasilia, DF 2012
Py 12.1.132 gﬁ:mirim \SN 0 253;0126'9569’,93,:,_ Amambai, MS 2012
Py 12.1.184  Trigo \SN 02 ?;i?;’%;,:l"- Aral Moreira, MS 2012
Py 12.1.183  Trigo 3\]02 ?233'92,8%6’1 . Dourados, MS 2012
Py 12.1.247 BRS 208 ?)vo 25351(;%%02’,18’:’- Amambai, MS 2012
Py 12.1.322 PR 85 S 2302028 Aral Moreira, MS 2012

WO 55°25'16,9”
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S 22°4927,2”- .
Py 12.1.319 IPR 85 WO 55°16'52,5” Aral Moreira, MS 2012
S -28°24°47,4” Sao Luiz
Py 12.1.181 PF 070475 WO54°45°48,7”  Gonzaga, RS 2012
Py 12.1.209  PF 090702 S -28°41'30,7"- Sao Borja, RS 2012

WO55°57°57,2”

Tabela 2-

Os produtos quimicos utilizados foram: mancozebe,
azoxistrobina, trifloxistrobina, piraclostrobina+fluxapiroxade,
acido salicilhidroxamico (SHAM), e SHAM-+azoxistrobina
(Tabela 2). A selecdo dos mesmos se deu devido aos relatos de
ocorréncia de resisténcia as estrobilurinas e a influéncia do
SHAM neste contexto, e a possibilidade do uso de principios
ativos para estratégias antirresisténcia.

Para avaliar a fungitoxicidade dos fungicidas sobre a
germinagao dos conidios dos isolados de M. oryzae, utilizou-se a
metodologia da adicdo dos ingredientes ativos de cada fungicida
ao meio de cultura agar-agua (RUSSEL, 2004). Foram testadas
as concentragdes 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00; 100,00 mg L!
para cada fungicida. A testemunha foi considerada o meio que
fungicida, ou seja, a

ndo recebeu a solubilizagdo de

concentragio 0,00 mg L.

Ingredientes ativos utilizados para determinar

a

sensibilidade de conidios, in vitro, de 20 isolados de

Maganporthe oryzae. Passo Fundo-RS, 2016

Ingrediente ativo Formulagao Concentragdo  do  Grupo quimico
comercial ingrediente ativo

Azoxistrobina Priori SC¥ 250 g L Estrobirulina

Trifloxistrobina Twist CE® 125gL" Estrobirulina

Piraclostrobina+ Orkestra®™ 333 gL'+ 167 gL' Estrobirulina+

Fluxapiroxade

Carboxamida
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Mancozebe Unizeb Gold® 750 g kg™ Ditiocarbamato

Acido Sigma 100 ug L™ Hidroxilamina

salicilhidroxamico . ®

(SHAM) Aldrich

SHAM + Sigma 100 ug L' +250 L' Hidroxilamina+

Azoxistrobina Aldrich® + estrobirulina
Priori SC”

O preparo das suspensdes das diferentes
concentragdes de fungicidas foi realizada pipetando-se uma
aliquota do fungicida a um baldo volumétrico com &agua
destilada e esterilizada, totalizando um volume final de 100 mL
(solugdo estoque um). Em seguida, retirou-se dessa solugdo 1,0
mL e transferiu-se para um baldao com 99,0 mL de agua
destilada e esterilizada, formando a solugdo estoque dois
(AVOZANI et al., 2014). Apods a autoclavagem e resfriamento
do meio de cultura agar-agua até 40 °C, as solugdes estoque
foram adicionadas ao meio, e vertidas em placas de Petri.

ApOs a solidificacdo do meio, com o auxilio de uma
micropipeta foram transferidos 300 pL das suspensdes dos
esporos para as placas com o meio de cultura suplementado com
as diferentes concentracoes dos fungicidas. As placas foram
incubadas em camara com demanda biologica de oxigénio
(DBO) (Eletrolab™) em temperatura de 23 + 2 °C e luz continua,
fornecida por lampadas fluorescentes Osram de 40 W com
intensidade de 2.150 lux, ficando neste regime por 16 horas de
acordo com Ma et al. (2009) para a germinag¢do dos conidios.
Seguiu-se com a interrup¢do do desenvolvimento do tubo

germinativo com a adi¢do de trés gotas de acetona 100 %
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(Synth®) por placa, misturadas com um corante a base de azul
de algodao.

As avaliagdes foram realizadas por contagem de
varredura em microscopio Otico (Nikon Eclipse E 200) no
aumento de 40x. Com o auxilio de dois contadores manuais
registrou-se o numero de esporos germinados e de nao
germinados, até o somatorio de ambos ser igual a 100 esporos.
Para cada isolado avaliou-se seis concentracdes de fungicida, e
para cada concentracdo de fungicida foram realizadas quatro
repetigoes (placas) com a contagem de 100 esporos por placa.
Foi considerado germinado os conidios que apresentavam o
comprimento do tubo germinativo de tamanho igual ou maior ao
menor diametro do conidio (ZADOKS & SCHEIN, 1979).

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, constituido de sete tratamentos e quatro repeti¢des.
Cada experimento teve uma repetigdo no tempo. Para a
determinacao da Clsy, os dados foram submetidos ao modelo de
Weilbull equagdo trés Y = d exp (- exp (b(log x - e))), descrito
por Knezevic et al. (2007), utilizando o programa R ((R Core
Team (2015). Para Y considerou-se o numero de esporos
germinados, para X, as diferentes doses dos fungicidas, e para d,
b, e, os parametros da equacdo da distribui¢do de Weibull. R: A
language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL
http://www.R-project.org/.) para a analise dos dados, com o
pacote DRC que contém o procedimento Probit.

Para classificar a sensibilidade em grupos foi

utilizado uma escala proposta por Edgington et al. (1971), com
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modificagoes, considerando-se como: Alta Sensibilidade (AS)
os isolados com Clsy < 1,0 mg L'l; Moderada Sensibilidade
(MS) os isolados de Cls, entre 1,0 e 10,0 mg L'; Baixa
Sensibilidade (BS) os isolados de Clsy entre 10,0 e 50,0 mg L

e Insensivel (I) os isolados de Clso > 50,0 mg L™

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de sensibilidade dos isolados de M. oryzae
amostrados, representativos de seis estados produtores de trigo
no Brasil, apresentaram niveis distintos de sensibilidade para os
produtos quimicos testados (Tabelas 3 e 4). Devido a ocorréncia
de valores de Clsy entre 10,0 ¢ 50,0 mg L'l, incluiu-se esse nivel
de sensibilidade na escala proposta por Edington et al. (1971),
considerando como baixa sensibilidade (BS).

Em relag¢do aos isolados testados com o ingrediente
ativo trifloxistrobina os valores de Clsy variam de 0,0001 a >
100 mg L. Os niveis de sensibilidade foram agrupados em AS,
MS, BS e I (Tabela 3). Dentre os 20 isolados estudados, todos os
estados apresentaram isolados com alteragdo de sensibilidade,
ou seja, com Clso > 1,0 mg L. Os seis isolados oriundos do
Parand apresentaram  alteragdo de sensibilidade para
trifloxistrobina. E, os isolados obtidos dos estados de Minas
Gerais, Goias e Rio Grande do Sul, chamaram aten¢do pelo fato
de terem sido classificados desde insensiveis até altamente
sensiveis. O estado do Mato Grosso do Sul foi o que apresentou
maior nimero de isolados com alta sensibilidade. Essa diferenca

se acredita ser um reflexo das tecnologias envolvidas no cultivo
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do trigo. Em locais como o estado do Parand, responsavel por
aproximadamente 20% da produ¢do do cereal no pais (CONAB,
2015), o uso do controle quimico ¢ altamente difundido, logo a
pressdo de seleg¢do sobre o patdgeno € superior e pode ter levado
a perda de fungitoxicidade do produto quimico em questdo.
Entretando, no estado do Mato Grosso do Sul, em que o cultivo
nao ¢ tdo representativo, apenas 7,6% (CONAB, 2015) do total
produzido, o controle quimico parece ndo estar comprometido,
ainda. Chamou ateng¢do dois isolados, Py 12.1.054 e Py 12.1.04,
ambos de Goias, que foram coletados a uma distancia geodésica
de somente 26.803 m, e apresentaram respectivamente, alta
sensibilidade e insensibilidade para a trifloxistrobina.
Dificultando ainda mais, a recomendacao de produtos quimicos
para o controle da doenca.

A mistura comercial piraclostrobina+fluxapiroxade
apresentou para os isolados os valores minimos ¢ maximos de
Clso de 0,02 e 20,2 mg L'l, logo, com nenhum valor acima de
50,0 mg L' tem-se que nenhum isolado classificou-se como I.
Apenas dois isolados, Py 12.1.298 e Py 12.1.337, ambos do
Parana, mostraram-se com baixa sensibilidade a mistura (Tabela
3). Pelo fato de ndo terem sido testados separadamente os
ingredientes ativos, ndo se pode atribuir a carboxamida presente
na mistura, todo o efeito toxico sobre a germinacdo de P.
oryzae. Entretanto, considerando que as estrobilurinas
apresentam resisténcia cruzada, ¢ 95% dos isolados estudados
foram insensiveis para a azoxistrobina (Tabela 4), pode-se
inferir, que ha possibilidade da carboxamida ser o principio

ativo fungitoxico nesta mistura.
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O mancozebe apresentou os niveis de Clsy mais
baixos dentre os fungicidas testados, variou de 0,00003 a 2,55
mg L. Apenas quatro isolados foram classificados como
moderadamente sensiveis, € o restante (16) como altamente
sensiveis. A sua agdo fungistitica ndo foi testada, no entanto
mostrou-se um potente inibidor da germinacdo e pode ser
estratégico utiliza-lo com estrobilurinas (sitio especifico) que
ainda ndo apresentem resisténcia, a fim de tentar prolongar a
vida util desses compostos. Dados de fungitoxicidade para o
fungicida mancozebe na literatura, até o presente momento,
inexistem, entretanto, resultados de ensaios cooperativos, para
avaliar a eficiéncia de produtos para o controle da brusone a
campo, indicaram que a mistura entre mancozebe+tiofanato
metilico apresentou os melhores resultados (SANTANA et al.,
2013).

De acordo com Mikaberidze et al. (2013), o uso das
estrobilurinas em misturas devem levar em considera¢ao o custo
adaptativo da resisténcia a fungicidas. Tem que se determinar o
resultado da competi¢do entre as estirpes sensiveis e resistentes
do patdogeno. Se houver um custo adaptativo, uma proporgao
ideal do fungicida de alto risco na mistura pode ser utilizada, e
espera-se que no processo de selecdo natural as linhagens
resistentes desaparecam e o nivel de controle de restabeleca. Se
nao existir custo adaptativo, a utilizagdo de um fungicida de alto
risco selecionard os naturalmente resistentes e o fungicida de
alto risco se torna ndo funcional de forma irreversivel.

Em relagdo ao fungicida azoxistrobina, apenas o

isolado Py 12.1.247, de Amambai-MS, apresentou alta
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sensibilidade ao produto. Os isolados de Rolandia-PR (Py
12.1.298) e de Amambai-MS (Py 12.1.132) puderam ser
classificados como BS, e os demais isolados todos como I
(Tabela 4). Este resultado era esperado, uma vez que estudos
genéticos vem comprovando a resisténcia genética de
populagdes de M. oryzae a azoxistrobina. Especificamente para
M. oryzae do trigo, em 2005, 36% da populagcdo do patogeno
mostrava-se resistente a azoxistrobina, e 2012 este percentual foi

para 90% na populacdo amostrada (CASTROAGUDIN, 2015).
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Em contrapartida, ao se estudar o efeito sobre a
germinacdo de esporos, da mistura azoxistrobinat+acido
salicilhidroxamico, e também do acido salicilhidroxamico
1solado, os valores de Clso mudaram, e os niveis de sensibilidade
foram alterados de insesniveis para baixa e moderada
sensibilidade (Tabela 4). Isso mostrou que o wuso da
azoxistrobina de forma isolada ndo bloqueou por completo a
transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria e o patdgeno
assegurou a sua sobrevivéncia através de rotas alternativas.
Trabalhos utilizando o SHAM demonstraram a capacidade
fitotoxica deste composto em algumas espécies de fungos. Em
2012, a utilizacdo do SHAM ganhou destaque no Brasil, com a
descoberta do efeito fungitoxico deste composto, no fungo
hemibiotrofico Moniliophthora perniciosa agente causal da
vassoura-de-bruxa no cacau. No estudo os pesquisadores
trabalharam com o patégeno nas fases necrotroficas e
biotroficas, utilizando o fungicida azoxistrobina, inibidor da via
respiratéria principal, € o SHAM, inibidor da via alternativa.
Somente com a utilizagdo de ambos foi possivel controlar o

fungo nas duas fases (THOMAZELLA et al., 2012).
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Em 2014, no México, estudos com as espécies
Fusarium verticillioides, F. subglutinans, F. proliferatum ¢ F.
poae, agentes causais das podridoes da espiga do milho, o
SHAM foi adicionado ao fungicida piraclostrobina para
minimizar os efeitos da rota oxidativa alterna, e se ter a real
sensibilidade do patéogeno a estrobilurina. Isso porque estudos
anteriores mostravam  resisténcia natural de Fusarium
graminearum, isolado do trigo do Canada, da Bélgica e da
Alemanha, a trifloxistrobina, sem adicdo de SHAM
(RODRIGUEZ, 2014). Assim como alguns fungicidas
apresentam aspectos a serem superados, o inconveniente do
SHAM ¢ a sua instabilidade quimica, degradando facilmente
(ALMEIDA, 2014). Em contrapartida, a dificuldade de controle
da brusone do trigo necessita de novos meios que auxiliem o
desenvolvimento de novos farmacos.

O isolado de braquidria Py 12.1.012i, que se
acreditava ser um isolado selvagem, e que poderia ser usado
para o calculo do fator de reducdo da sensibilidade, apresentou
alteracdo da sensibilidade para todos os fungicidas testados,
inclusive para azoxistrobina. Segundo Reis et al. (2010), o
isolado selvagem ¢ uma pequena parte da linhagem ou
populagdo do fungo, que ainda apresenta ser sensivel antes do
uso de fungicidas para seu controle. Castroagudin et al. (2015),
descreveram que mesmo isolados de M. oryzae encontrados
infectando podaceas invasoras no entorno ou dentro de lavouras
de trigo apresentaram a mutacdo GI143A, que ocasiona
resisténcia a alguns fungicidas pertencentes ao grupo das

estrobirulinas. Danelli (2015), testando a hipotese da existéncia
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de grupos de viruléncia em populacdes de M. oryzae do trigo e
de poaceas invasoras, relatou a ocorréncia de isolados destas
duas espécies formando um grupo de viruléncia muito similar,
que foi patogénico em todas as cultivares que formavam a série
diferenciadora de ragas, sendo que um dos isolados pertencentes
a este grupo era o Py 12.1.0121 de braquiaria, o mesmo utilizado
no presente trabalho.

Os isolados Py 12.1.331, Py 12.1.337 de Londrina -
PR, Py 12.1.041 de Rio Verde - GO e Py12.1.209 de Sao Borja —
RS, apresentaram resisténcia cruzada para a azoxistrobina e
trifloxistrobina (Tabela 3 e 4). A resisténcia cruzada, ocorre
quando a populagdo do patégeno que desenvolveu resisténcia a
um fungicida, tornam-se a0 mesmo tempo resistentes a outros
fungicidas que sdo afetados pela mesma mutagao génica e pelo
mesmo mecanismo de resisténcia (FRAC, 2012).

Segundo Ghini & Kimati (2000), a azoxistrobina, a
trifloxistrobina e a piraclostrobina sdo as estrobirulinas que
podem apresentar resisténcia cruzada. No caso da
piraclostrobina ndo foi possivel detectar este fendmeno, pois foi
utilizado uma mistura comercial que apresentava uma
carboxamida, entretanto, Oliveira et al. (2015) relataram a
ocorréncia de resisténcia cruzada em isolados de M. oryzae do
trigo para os fungicidas azoxistrobina e piraclostrobina.

As falhas no controle quimico de fitopatdgenos,
causadas pela redugdo da sensibilidade a ingredientes ativos,
utilizados em aplicagdes no campo, envolve uma caracteristica
intrinseca dos microrganismos, a capacidade de adaptacdo a

condigdes adversas de ambiente, podendo com isso sobreviver.
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A utilizagdo de fungicidas para o controle de fungos constitui
numa mudanga de ambiente para o patdégeno que antes era
sensivel a um determinado ingrediente ativo, e que agora se
adaptou a uma nova situagdo (REIS et al., 2010). O uso de
cultivares resistentes em muitos patossistemas ¢ considerado o
método ideal de controle, mas na cultura do trigo, gendtipos
com essa caracteristica, ou que apresentem graus de tolerancia
para a brusone, sdo limitados (URASHIMA et al, 2004;
MACIEL et al., 2008). Nesse caso, 0 manejo quimico da
brusone do trigo se torna extremamente importante, mas o que
se percebe ¢ a ineficacia de fungicidas pelo desconhecimento de
aspectos importantes como a biologia do patdégeno e as

dificuldades de protecao da espiga (OLIVEIRA et al., 2015).

4 CONCLUSOES

a) Os isolados amostrados de M. oryzae do trigo apresentam
perda generalizada da sensibilidade ao fungicida azoxistrobina.
b) Alguns isolados da populagdo de M. oryzae amostrada
possuem resisténcia cruzada aos fungicidas azoxistrobina e
trifloxistrobina.

c) Aplicagoes alternadas de fungicidas com mecanismos de agao
diferentes devem ser utilizadas para manejar a resisténcia nas
areas onde o patdgeno ainda apresenta sensibilidade preservada.
d) O acido salicilhidroxamico apresenta potencial fungitéxico
para M. oryzae do trigo in vitro.

e) Nao foi possivel estabelecer um isolado linha de base,

selvagem, para estimar o fator de redug@o de sensibilidade, mas
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os valores de Clsy obtidos podem servir como ponto de
referéncia para o monitoramento da sensibilidade de M. oryzae

do trigo.



CAPITULO IV

DEPOSICAO DE CALDA EM ESPIGAS ARTIFICIAIS
POR TRES PONTAS DE PULVERIZACAO EM
APLICACAO DE FUNGICIDA PARA O CONTROLE DA
BRUSONE DO TRIGO

CRISTINA BOARETTO!

RESUMO - A brusone do trigo ¢ sintomatica em todos os
orgdos aéreos da planta, mas ¢ na espiga que ha o
comprometimento da produtividade. O controle quimico ainda é
a principal estratégia de manejo, mas necessita de estudos que
visem a melhor protegdo da espiga. Com isso, objetivou-se
avaliar a deposicdo da calda proporcionada por trés pontas de
pulverizacdo com trés volumes de calda diferentes, no controle
da brusone do trigo. O fungicida utilizado foi o
protioconazol+trifloxistrobina+o6leo vegetal Aureo”, e as pontas
e volumes de aplicacdo foram: jato conico vazio (JA 1 - 100 L
ha™); jato plano duplo (DB 110015 - 150 L ha') e jato plano
duplo (TJ60 11002 - 200 L ha™). Avaliou-se a severidade da
doenca em plantas de trigo inoculadas artificialmente em
laboratério, e o espectro de pulverizagdo utilizando cartdes
hidrossensiveis. A ponta de jato cOnico vazio mostrou uma

uniformidade de distribuicao da calda com a producdo de gotas

' Eng. Agr., mestranda do Programa de Pos-Graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Dbolsista CAPES/Embrapa, Projeto
“Magnaporthe oryzae: O desafio da tropicalizagdo do trigo no Brasil.”
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muito finas, no entanto ndo foi tdo eficiente quanto as pontas de
jatos planos para o controle da doenca. As pontas DB 110015 e
TJ60 11002, produziram gotas finas e foram similares para os
pardmetros avaliados. O uso de volume de calda entre 150 L ha™

¢ 200 L ha™' ofereceu o melhor controle da brusone em trigo.

Palavras-chave: Pyricularia oryzae, tecnologia de aplicagéo,

controle quimico.

SPRAY SOLUTION DEPOSITION IN ARTIFICIAL COBS
BY THREE SPRAY NOZZLES IN FUNGICIDE
APPLICATION TO CONTROL WHEAT BLAST

ABSTRACT - The wheat blast is symptomatic in all aerial plant
organs, but in the ear there is impairment of productivity.
Chemical control is still the main management strategy, but
requires studies aimed at better protection of the ear. With this,
the objective was to evaluate the spray solution provided by
three spray nozzles with three of different spray solution
volumes, to control wheat blast. The fungicide was used
prothioconazole+trifloxystrobin+Aureo® vegetable oil, and the
nozzles and application volumes were hollow cone (JA 1-100 L
ha™); double plane jet (DB 110015-150 L ha™) and double plane
jet (TJ60 11002-200 L ha™). It was evaluated the severity of the
disease on wheat plants inoculated artificially in the laboratory,
and the spraying spectrum using water sensitive papercards. The
hollow cone nozzle showed a uniformity of the spray

distribution producing very fine droplets, however it was not as
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efficient as the plane jet nozzles to control the disease. Nozzles
DB 110015 and TJ60 11002, produced fine droplets and were
considered similar to the parameters evaluated. The use of spray
volume of 150 L ha™' and 200 L ha™ provides better control of
wheat blast.

Key words: Pycularia oryzae, application technology, chemical

control.

1 INTRODUCAO

A brusone do trigo, causada pelo fungo
Magnaporthe oryzae, é uma doenga limitante para a producdo
do trigo no Paraguai, na Bolivia, recentemente para a Argentina,
e em especial no Brasil Central, quando o espigamento da
cultura coincide com chuvas frequentes e temperatura do
ambiente proxima a 24 °C (MACIEL et al., 2013). A doenga ¢
sintomdtica em todos os 6rgdos aéreos da planta, mas é na
espiga que ha o comprometimento da produtividade, com a
formacdo de graos deformados, de tamanho reduzido e com
baixo peso especifico (GOULART et al., 2007). Santana et al.
(2013), em experimentos cooperativos a campo no ano de 2011,
inferem que em locais com maior ocorréncia da brusone do
trigo, com a severidade em trone de 95,2%, o rendimento de
grios foi de apenas 165 kg ha™.

Dentre as estratégias de manejo para a cultura, a alta
variabilidade genética do patdgeno tem dificultado os programas

de melhoramento na obten¢ao de cultivares resistentes a doenga,
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sendo assim, o controle quimico ainda ¢ a principal alternativa
adotada por parte dos produtores (ROCHA et al., 2014). No
entanto, a eficiéncia do controle quimico depende: 1) da
tecnologia de aplicagdo que possibilite uma melhor deposi¢ao da
calda (volume de agua, fungicida e adjuvante) sobre o alvo
bioloégico (SCUDELER et al., 2004) com o minimo de
contaminagdo ambiental; e 2) do potencial de controle do
produto quimico e da sensibilidade do patdgeno a tal produto.

No que compete a tecnologia de aplicagdo, as perdas
nas aplicacdes ficam entre 30% e 50% (BUISMAN et al., 1989;
PERGHER et al, 1997), podendo chegar a casos que
ultrapassam os 70% do total aplicado (CHAIM, 2000). Isso,
muitas vezes passa despercebido pelo produtor, uma vez que o
efeito desejado no controle da doenga ¢ atingido, no entanto
poderia se obter os mesmos efeitos com menor quantidade de
ingrediente ativo (FERNANDES, 1997), se houvesse uma
correta aplicacdo com pontas de pulverizacdo de distribuicao
homogénea, e espectro de gotas uniforme e de tamanho
adequado (CUNHA & SILVA, 2010).

As pontas, um dos componentes dos bicos de
pulverizagdo, sdo as partes mais importantes do circuito
hidraulico de um pulverizador, pois regulam a vazdo, o tamanho
das gotas e a forma do jato emitido (CHRISTOFOLETTI,
1999). A capacidade de penetragdo das gotas no dossel das
culturas depende do tamanho e da energia contida nas mesmas,
caracteristicas que sdo dadas por cada modelo de ponta, que
deve ser escolhido levando em consideracao a uniformidade de

distribuicao da calda e a prevencdo de deriva (GULER et al.,
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2007). Em geral, gotas finas (didmetro de 101 a 200 um)
oferecem uma melhor cobertura, pois atingem uma maior
quantidade de area num determinado alvo, e gotas grossas
(acima de 300 pm) evitam a deriva (MATTHEWS, 1992).
Pontas de jato conico vazio, recomendadas frequentemente nas
aplicagdes em culturas de maior massa foliar, produzem um
angulo de abertura de 60° a 80° e gotas pequenas, que podem
favorecer o arraste pelo vento. Ja, pontas de jatos planos, geram
gotas relativamente maiores e podem ser uma alternativa aos
inconvenientes do jato coOnico vazio, mas geralmente
proporcionam uma pior cobertura do alvo e menor penetragao
do jato pulverizado no dossel da planta (CUNHA et al., 2004).
Uma derivacao das pontas de jatos planos sao as pontas de jatos
planos duplos, que produzem dois jatos tipo leque, com angulos
de abertura varidveis e divergentes entre si, aplicando a calda
sobre o0 alvo por tras e pela frente.

Até pouco tempo, 0 que se buscava nos tratamentos
fitossanitarios era o bom molhamento da cultura mediante o
emprego de altos volumes de calda, mas pouca atenc¢do era dada
a uniformidade e ao tamanho de gotas (FERNANDEZ, 1996).
Com as mudangas no setor produtivo, cada vez mais se exige do
produtor rural a utilizagdo correta e criteriosa dos recursos e
tecnologias disponiveis (SARI et al., 2014), e com isso, a
tendéncia ¢ a reducdo nos volumes de calda utilizadas visando a
maior competitividade agricola e sustentabilidade ambiental
(TEIXEIRA et al., 2010). Baixos volumes de calda tém efeitos
diretos na eficiéncia operacional da aplicagdo, reduzem o tempo

gasto nas atividades de reabastecimento e aumentam o numero
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de hectares tratados por hora (ANTUNIASSI & BOLLER,
2011). No entanto, a redugcdo do volume de calda requer
aprimoramento da tecnologia empregada no campo, para
permitir a utilizacdio de pontas e volumes adequados
(MENEGHETTI, 2006).

Diversos sdo os trabalhos em tecnologia de
aplicacdo que tem como alvo as doencas foliares do trigo, no
entanto hd caréncia de estudos quanto a protegdo da espiga
contra a brusone, ¢ com baixos volumes de calda. Assim,
objetivou-se neste estudo avaliar a deposi¢do de calda fungicida
proporcionada por trés pontas de pulverizacdo com trés volumes

de calda, visando ao controle da brusone do trigo.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas instalagdes da
Embrapa Trigo, em Passo Fundo-RS. No Laboratério de
Fitopatologia foram feitas repicagens, meios de cultura e
preparo de inoculagdes. Em casa-de-vegetacdo foram realizados
o plantio e a condugdo da cultura, e em camara com ambiente
controlado, a inoculacdo. Em ambiente externo, com a
influéncia das condi¢des ambientais, foi realizada a aplicacao do

fungicida com as trés pontas de pulverizagao.

2.1 Cultivo das plantas

Sementes da cultivar de trigo BRS 220 foram

semeadas em 96 vasos com capacidade de 8 L e diametro de 22
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cm, contendo solo peneirado e corrigido quimicamente. As
plantas foram cultivadas de acordo com os tratos culturais das
indicagdes técnicas para cultura do trigo (REUNIAOQ, 2014), em
casa-de-vegetacdo até o espigamento. Em sequéncia, procedeu-
se com a inoculagdo de Magnaporthe oryzae, aplicagdo de
fungicida e avaliagdo das espigas sintomaticas e dos cartdes

hidrossensiveis.

2.2 Isolado de Magnaporthe oryzae e inoculagéo

Foi utilizado o isolado monospdrico de trigo,
identificado na cole¢do Embrapa Trigo como Py 12.1.183, de
Dourados (MS). Conservado em papel filtro em temperatura de
-20 °C, foi retirado e repicado em meio de aveia (60 g de farinha
de aveia, 12 g de agar, 1 L agua destilada), e incubado por 15
dias em cAmara para crescimento em temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 h.

A obtencdo da suspensdo de inoculo se deu pela
raspagem das placas de Petri contendo as colonias do isolado,
com o auxilio de um pincel, dgua destilada e Tween 80 (1 gota
L"). A contagem dos conidios da suspensio foi realizada em
camara de Neubauer (Loptik Labor 0,0025 mm?) e microscopio
otico (Nikon Eclipse E 200) no aumento de 40x, e a
concentracio foi ajustada para 100.000 esporos mL™".

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

atomizador manual, em todas as espigas de trigo, nas 24 h que
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antecederam a aplicacdo do fungicida. Apds a inoculagdo, os
baldes com as plantas foram mantidos em camara com ambiente
controlado (Menoncin®), no escuro por 24 h, em temperatura de
26 °C, e com nebulizagdo hidrica de 60 s ligada e 1800 s
desligada.

2.3 Pontas de pulverizacgao e aplicacdo do fungicida

Os tratamentos constaram da pulverizagdo do
fungicida protioconazol+trifloxistrobina (produto comercial
Fox®) 0,4 L ha’, juntamente com o adjuvante a base de 6leo
vegetal Aureo® (250 mL por 100 L agua). Foram comparadas
trés diferentes pontas de pulverizagdo (Tabela 1) e diferentes
volumes de calda, mantendo-se uma testemunha sem aplicagdo

de fungicida.

Tabela 1. Caracteristicas das pontas de pulverizagdo e
parametros da pulverizagdo comparados. Passo
Fundo-RS, 2016

Pressdo  Categoria  Volume Vazéo Angulo de

Ponta Forma (kPa) da gota de calda nominal abertura
do jato (ASAE)*  (Lha®) (L min?h

JA 1 Conico 400 Fina 100 0,32 80°

(Jacto®) vazio

DB Plano 280 Fina 150 0,56 110° +30°

110015 duplo para frente e

(Micron®™) 30° para tras

TJ60 Plano 320 Muito Fina 200 0,79 110°+30°

11002 duplo para frente e

(Twinjet™) 30° para tras

* Segundo informagdes do fabricante, com base em ASAE - S572, ASAE
(2000)

A pulverizagdo da calda se deu em ambiente

desprotegido, as 9 h, com um pulverizador costal pressurizado a
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gas carbonico (CO;), e uma barra portando quatro pontas
distantes 0,5 m entre si, conduzida a 0,5 m acima das espigas.
As condic¢des de temperatura, umidade relativa do ar, velocidade
e dire¢do do vento, registradas durante a aplicacdo foram 21 °C,
60%, 5,0 km h'e NE, respectivamente. Realizada sempre pela
mesma pessoa, a uma velocidade de deslocamento 4,0 km h'l, a
fim de que fosse a mais uniforme possivel e por consequéncia, o
volume pulverizado também.

Para cada ponta de pulverizagdo foram utilizadas
duas fileiras de 12 vasos distantes 0,20 m entre si, totalizando 24
vasos. Em seguida, as plantas retornaram a cadmara de ambiente
controlado, permanecendo por 15 dias em fotoperiodo de 12 h
com nebulizacdo hidrica de 60 s ligada e 1800 s desligada.

Para captura do espectro de gotas, utilizaram-se
cartdes hidrossensiveis dispostos em rolos de linha (espigas
artificiais) e num suporte de arame colocado ao longo da faixa
de pulverizacao dentro dos vasos com as plantas, na altura das
espigas (Figura 1). Os rolos de linha mediram 7,0 cm de
comprimento x 2,0 cm de didmetro e para cada rolo foram
utilizados dois cartdes hidrossensiveis de tamanho 76 x 26 mm
(Syngenta/Micron™), totalizando 48 para cada tratamento. Apos
a passagem do pulverizador, as espigas artificiais foram
retiradas do suporte e acondicionadas em papel aluminio para

manté-las fora da exposi¢cdo de umidade.
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Figura 1. Cartdo hidrossensivel posicionado de forma a simular a morfologia

de uma espiga de trigo. Passo Fundo-RS, 2016

2.4 Avaliacdo das espigas sintomaticas, do espectro de

pulverizacao e analise dos dados

O experimento foi conduzido no delineamento em
blocos casualizados. Para a severidade considerou-se quatro
tratamentos (os trés tratamentos mais a testemunha sem
aplicag¢do de fungicida), dois blocos por tratamento, e 50 espigas
por bloco, totalizando 100 espigas avaliadas por tratamento. A
avaliagdo foi realizada 15 dias apds a inoculagdo, utilizando-se a
escala diagramatica para brusone do trigo elaborada por Maciel
et al. (2013). Para a avaliagdo das caracteristicas dependentes
das pontas e da taxa de aplicacdo, utilizou-se 48 cartdes
hidrossensiveis para cada tratamento. As imagens impressas nos
cartdes foram digitalizadas (resolucdo de 1200 dpi) e

processadas através do programa CIR1.5%, para leitura e
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contagem de impactos em cartdes sensiveis. Foram avaliados os
seguintes parametros:

a) diametro da gota tal que 10% do volume do
liquido pulverizado ¢ constituido de gotas de tamanho menor
que esse valor (Dyo,1);

b) didmetro de gota tal que 50% do volume do
liquido pulverizado € constituido de gotas de tamanho menor
que esse valor, também conhecido por didmetro mediano
volumétrico (Dyo s ou DMV),

c) diametro de gota tal que 90% do volume do
liquido pulverizado ¢ constituido de gotas de tamanho menor
que esse valor (Dyo9);

d) a porcentagem de cobertura (COB);

e) a porcentagem de recuperacio (REC);

f) o coeficiente de homogeneidade (CH);

g) a porcentagem do volume de gotas com didmetro
inferior a 100 (9<100) e 200 um (9<200);

h) a densidade de gotas (DG)

1) a amplitude relativa (SPAN) dada pela equacao:

SPAN= (D,0,9 - D,0,1) / (DMV).

Os dados foram submetidos a analise da variancia e
a comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro, com auxilio do programa estatistico

ASSISTAT 7.7 beta.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da deposicdo do fungicida com as
diferentes pontas e seus respectivos volumes de calda,
mostraram diferencas significativas nas variaveis do espectro da
pulverizagdo nas espigas artificiais estudadas e no controle da
brusone na espiga do trigo.

Para a distribuicao volumétrica das gotas por classes
de tamanho (Figura 2), pdde-se observar que a ponta de jato
conico (JA 1) com um volume de calda 100 L ha™ foi a que
apresentou as menores médias para Dygs (128,25 pm), Dy
(85,87 um), e Dyoo (182,75 um). Ambas as pontas de jato plano
duplo nao diferiram estatisticamente entre si para Dygs € Dy 1.
No entanto, a ponta DB 110015 com um volume de aplicagdo de
150 L ha'l, mostrou-se superior as demais com relagdo ao Dyg 9
(298,17 um), sendo assim, foi a ponta que produziu gotas de
maior didmetro. A classificagdo do tamanho de gotas de uma
ponta, ¢ feita comparativamente por padrdes ja estabelecidos
pela Associacdo Americana de Engenheiros Agricolas (ASAE)
em relacdo ao Dyg s, ou também conhecido como DMV. Com o
obtido, a ponta JA 1 com uma média de 128,25 pm em uma
pressdo de trabalho de 400 kPa, produziu gotas muito finas, e
ndo finas, como ¢ classificada. A ponta DB 110015 em uma
pressao de trabalho de 280 kPa, produziu gotas com didmetro de
167,84 um, classificada como gota fina, estando de acordo com
ASAE. E a ponta TJ 60 11002 em uma pressao de trabalho de
320 kPa, produziu gotas de 160,01 pum, pdde ser classificada

como fina, ¢ nao como muito fina, como pela ASAE. A
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possibilidade de interferéncia da pressdo no tamanho de gotas
encontrada € possivel, no entanto foram utilizadas pressoes de
acordo com as recomendagdes dos fabricantes levando em

considera¢do o volume pulverizado.

300 a

250
200 ¢
150 b
100 b

Diametro da gota (um)

(¥,
(e

Dv0.5 Dv0.1 Dv0.9
Classes de tamanho da gota (um)

mJA1 ODB 110015 OTJ60 11002

Figura 2. Distribuicao volumétrica das gostas por classes de

tamanho, por diferentes pontas. Passo Fundo — RS, 2016

M¢dias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%) para D,gs, Dvoi, Dvoy,
respectivamente, sdo: 17,34; 11,42; ¢ 25,36.

A interpretacdo dos valores de porcentagem do
volume de gotas com diametro inferior a 100 € 200 pm permite
estimar o potencial de deriva da aplicacdo. Quanto menor essa
porcentagem menor o risco de deriva do agrotoxico durante uma
aplicagdo (CUNHA et al.,, 2004). Para tanto, as médias das
porcentagens de didmetro de gota < 100 um e <200 um foram,
respectivamente: para a ponta JA 1, de 21,73% e 94,95%; para
DB 110015, de 13,16% e 70,24%; e para TJ60 11002, de
11,92% e 75, 42% (Figura 3). Novamente pdde-se perceber a
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diferenga entre os tipos de jato pulverizados, em que o jato
conico vazio produziu uma maior porcentagem de gotas com
diametro menor que 100 pm, com maior potencial de sofrer
acao de fatores externos como deriva e evaporacdo. Ambas as
pontas com jatos planos duplos foram muito similares para o
carater estudado, com porcentagens de diametro inferior a 100
0 ] b1
um menores que 15%, portanto, seguras para uma aplicacio

terrestre, conforme Cunha et al. (2003).

100 a

3
S, 80 b b
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Diametro da gota (pm)

mJA1 ODB 110015 OTJ60 11002

Figura 3. Gotas com diametro inferior a 100 e 200 pm

pulverizada por diferentes pontas. Passo Fundo — RS, 2016
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV(%) para diametro < 100 e <200,
respectivamente, sdo: 53,36; ¢ 14,89.

Algumas relagdes existentes a partir da andlise do
espectro de pulverizagdo sdo imprescindiveis na escolha da
melhor ponta. Em geral, quanto menor o didmetro mediano
volumétrico das gotas (DMV), maior serd a densidade de gotas

(DG) e também maior a cobertura (COB) do alvo pulverizado
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(CUNHA & SILVA, 2010). No entanto, o que se observou no
espectro gerado pela ponta JA 1 foi um menor DMV, menor
DG e menor COB (Figura 4). Isso pode ter sido em decorréncia
da ponta ter gerado gotas muito finas, que dificultaram a
deposicao e captura no papel hidrossensivel e também, sofreram

deriva.
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DMV

Densidade de gotas

Figura 4. Diametro mediano volumétrico versus numero de
impactos cm?, por diferentes pontas de pulverizagdo. Passo
Fundo — RS, 2016

Médias seguidas de mesma letra na coluna e na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%) para DMV ¢
DG, respectivamente, sdo: 17,34; e 52,72.

A ponta de jato plano duplo DB 110015 apresentou
o maior nimero de gotas impactadas sobre o alvo quando
comparada a ponta de jato conico vazio JA 1, e as médias da DG
para ambas as pontas foram, respectivamente: 408,1 gotas cm™ e

305 gotas cm™. A ponta TJ60 11002, ficou numa posicio
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intermediaria, com DG média de 344,7 gotas cm'z, nao diferindo
das outras pontas estudadas. Stefanelo et al. (2014), embora sem
evidéncias de diferenca estatistica entre pontas hidraulicas,
observou uma maior DG em pontas do tipo cone vazio em
comparagdo a ponta do tipo leque. Quando se compara a outros
trabalhos de deposicdo de fungicida, a maioria para doencas
foliares, o que se observou foi que os valores de densidade de
gota foram altos. No entanto, considerando a posi¢ao destacada
do alvo (espigas artificiais) sobre o dossel de plantas, maior seré
o nimero de impactos sobre o mesmo. E quanto a relagao direta
da DG com a cobertura, era esperado, uma vez que um maior
numero de impactos oferece uma maior deposi¢dao de calda, e
isto refletiu em menor severidade da doenca (Figura 5).

Boller et al. (2007), inferem que a densidade de
gotas ¢ fator limitante a medida que se diminui o volume de
aplicacdo, e menos impactante em altos volumes. A cobertura
dada pelas gotas da pulverizacao e a severidade de uma doenca
estdo intimamente ligadas, em especial para alvos como a
espiga, onde ndo ha translocagdo do fungicida, e a acdo
fungitoxica vai acontecer pelo contato do patdégeno com o
produto. A escolha certa da ponta dependera da cobertura
satisfatoria em muitas situagdes (ROMAN et al., 2009). Para
tanto, as pontas de jato plano DB 110015 e TJ60 11002
apresentaram uma cobertura de aproximadamente 2 vezes
superior a ponta de jato conico JA 1. As médias da porcentagem
da cobertura dos alvos artificias para essas pontas, foram de,
respectivamente: 30,06%, 26,34% e 17,3% (Figura 5). Estudos

inferem que devido a caracteristicas como presenga de gotas
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finas e angulo de ataque duplo, para frente e para tras, as pontas
jato plano duplo, incrementam a cobertura em 40 % (ROMAN
et al., 2009). Para Schroder (1996), as gotas finas se depositam

melhor, e mais facilmente nos alvos ou superficies de deposi¢ao

verticais.
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Figura 5. Perfis de cobertura pelas diferentes pontas versus a
severidade da doenga. Passo Fundo — RS, 2016

Me¢dias seguidas de mesma letra na coluna ¢ na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%) para SEV e
COB, respectivamente, sdo: 34,59; e 45,35.

As trés pontas com seus respectivos volumes de
calda pulverizados diferiram da testemunha para a severidade da
brusone na espiga (Figura 5). As médias de severidade foram:
para a testemunha (90,6%), para as plantas com pulverizacao de
fungicida com a ponta JA 1 + 100 L ha (7,65%), com a ponta
DB 110015 + 150 L ha™ (4,67%), e com a ponta TJ60 11002 +

200 L ha™ (2,33%). Para a maioria dos pardmetros estudados, as
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duas pontas de jato plano apresentaram similaridade de
respostas, no entanto apesar de nao haver diferencas estatisticas,
ao observar severidade da doenca, a ponta jato plano duplo
utilizada com maior volume de calda (TJ60 11002 + 200 L ha™)
se destacou. Com isso, foi possivel observar que o aumento do
volume de calda aplicado e a deposi¢ao pela frente e por tras da
espiga, pode ter sido fundamental para o controle da patologia
na espiga, alvo tdo minucioso para se chegar com o fungicida.
Conforme Meneghetti (2006), as pontas do tipo jato plano,
apresentam um DMV maior, o tempo de extingdo da gota ¢
maior, ¢ a severidade da doenca é menor, quando comparado a
pontas de jatos cone.

Entretanto, intriga o fato da ponta TJ60 11002, ter
apresentado uma menor severidade com menor porcentagem de
cobertura do alvo, quando comparado a ponta DB 110015
(Figura 5). E isso pode ser justificavel por dois motivos.
Primeiramente pelo fato do DMV da ponta DB 110015 ter sido
superior, fazendo com que a gota ficasse mais pesada e ao
impactar sobre o alvo (papel hidrossensivel) na vertical pode
ocorrer escorrimento, € assim o programa computacional faz
leituras superestimando a porcentagem da cobertura. Em
segundo, pelos altos valores do coeficiente de variagdo da
cobertura obtidos. Sari et al. (2014), Stefanelo et al. (2014),
Cunha et al. (2007), relataram algumas limitagdes do uso de
papeis hidrossensiveis para avaliagao da pulverizagao.

Trabalhos em tecnologia de aplicagdo divergem
sobre questdes como tipos de ponta versus volume de aplicagao.

Santos et al. (2005), ndo encontraram interagcdo significativa
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entre pontas de pulverizagdo e volume de calda. J4, Viana
(2006) obteve incremento da cobertura com aumento da taxa de
aplicacdo. E, Roméan et al. (2009), observaram acréscimo na
porcentagem de cobertura com acréscimo do volume aplicado
com pontas de jato conico. O uso de menor volume de calda
aumentaria a autonomia operacional, e permitiria que a
pulverizagao fosse realizada durante o periodo com as melhores
condigoes climaticas (SARI et al., 2014), mas deve ser usado
com cautela uma vez que as culturas divergem entre si, em
especial no que se trata de arquitetura de planta e alvo
pretendido. Ainda, aumentar o volume de calda para pontas que
produzam gotas muito finas, como as de jato conico, maior sera
a suscetibilidade aos efeitos de deriva, e riscos ao ambiente € ao
aplicador.

Quanto ao volume de calda recuperado pelos alvos
artificiais (Figura 6), podde-se ter uma perspectiva do quao dificil
¢ atingir um alvo na vertical e que esta sobressalente a cultura,
pois 0 maximo recuperado foi de 54,04% e com a ponta DB
110015. A ponta TJ60 11002 apresentou uma recuperagdo de
calda de 34,56%, e a ponta JAl, de 39,2%. Ambas ndo
difeririam estatisticamente entre si.

A qualidade da pulverizacdo e o desempenho das
pontas podem ser quantificados pela amplitude de distribui¢ao
volumétrica (SPAN) e pelo coeficiente de homogeneidade (CH).
A SPAN fornece a dispersao dos dados em torno do valor do
DMV (CHRISTOFOLLETIL 1999). Sendo assim, quanto mais
proximo de zero for a SPAN, menos dispersos foram os dados e

mais uniforme foi a amplitude de tamanho das gotas
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pulverizadas. J& para o CH, por ser a razdo entre didmetro
mediano volumétrico e diametro mediano numérico, quanto

mais proximo de 1, mais homogéneo ¢ o desempenho da ponta.
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Figura 6. Recuperacao da calda pulverizada por trés pontas de
pulverizacdo. Passo Fundo — RS, 2016

M¢dias seguidas de mesma letra na coluna ¢ na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%) para REC:
53,82.

Contudo, a ponta de jato conico foi a que apresentou
os menores valores para os parametros acima citados (Figura 7),
sugerindo o melhor desempenho dentre as pontas estudadas. Isso
significa que todo potencial de trabalho da ponta foi explorado,
no entanto nao foi o suficiente quando comparamos as pontas de
jato plano para outras caracteristicas, como mostrou a deposi¢ao
nos cartdes hidrossensiveis (Figura 8).

Ainda, pode-se dizer que, a uniformidade de
distribuicdo da calda ¢ dada por: condigdes de montagem da

barra, espagamento entre os bicos, altura da barra, pressdao de
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trabalho, dentre outros (CUNHA & SILVA, 2010), o que
justificaria uma menor uniformidade das pontas jato plano seria
entdo, um ajuste dessas condicdes operacionais. Para pontas de
jato plano as pressdes Otimas seriam proximas a 300 kPa e a
altura da barra de 0,5 m, no entanto ndo se pode generalizar uma
condic¢do ideal para todas as pontas (RODRIGUES et al., 2004).
De maneira geral no Brasil, se utiliza o espacamento entre os
bicos de 0,5 m, mas a altura da barra é variavel e deve ser
estudada, de forma a combinar essas duas variaveis a fim de se
obter a melhor uniformidade de distribui¢do (CUNHA & RUAS,
20006).

1.72

Cocficiente de homogeneidade e
Amplitude relativa
=]
N
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B Coeficiente de homogeneidade O Amplitude Relativa

Figura 7. Homogeneidade e uniformidade do espectro de gotas
pulverizadas por diferentes pontas. Passo Fundo — RS, 2016
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4 CONCLUSOES

a) A ponta de jato tipo cone vazio, JA1, apesar de apresentar
uniformidade de distribui¢do da calda, produz tamanhos de gota
muito finas, facilmente sujeitas a deriva e a evaporacao.

b) As pontas de jatos planos, que produzem uma pulverizagao de
categoria de gotas finas, apresentam amplo potencial para o
controle da brusone em trigo, no entanto necessitam de ajustes
quanto a distancia das pontas na barra e altura de aplicagao.

¢) Reduzir o volume de calda aplicada visando proteger a espiga
do trigo compromete negativamente o controle da doenga e pode

se tornar um agente seletivo para a resisténcia de fitopatdgenos.
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