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RESUMO GERAL

A brusone do trigo, causada pelo fungo Magnaporthe grisea, embora de ocorréncia
esporédica devido as exigéncias climaticas especificas, tais como alta umidade e
temperatura € uma doenca muito severa, acarretando em elevadas perdas de
produtividade. O Capitulo 1 desta dissertacdo descreve a reacdo de 147 genoOtipos de
trigo comum e sintético & doenca em condi¢Ges de campo, visando resisténcia e
tolerdncia a brusone. Tolerancia foi definida como resiliéncia quanto a producdo,
mesmo com reacao suscetivel. A intensidade da doenca variou entre os plantios, sendo
baixa em 2010 e elevada incidéncia em 2011. A grande maioria dos materiais avaliados
foi suscetivel a doenca. Apenas 3,4% dos genoétipos apresentaram reacdo de resisténcia
(incidéncia nas espigas menor que 5 %), enquanto outros 16 % dos genotipos foram
moderadamente resistentes. Gendtipos resistentes incluem Melchior, Safira, Jesuita,
CASW94Y00116S (ciclo médio) e Trintecinco (ciclo longo). Os materiais de ciclo
curto foram 0s que apresentaram 0s maiores percentuais de doenga nas espigas. Com
relacio a tolerancia, destacaram-se os materiais BH1146 e PF909 (ciclo curto) e Africa
43 (ciclo médio).O Capitulo 2 teve como objetivo verificar a eficiéncia de fungicidas
sintéticos e de métodos alternativos de controle da brusone do trigo, em quatro
experimentos de campo. Dois experimentos, analogos e repetidos em 2010 e em 2011,
examinaram o efeito de aplicagdes de silicato de Ca e Mg em duas cultivares de trigo
com diferentes niveis de resisténcia de campo a brusone, BRS-264 (Altamente
Suscetivel) e BR-18 Terena (Moderadamente Resistente). Foram determinadas a
incidéncia e a severidade da brusone (utilizando uma escala de notas). Dois outros
experimentos, analogos e instalados nas mesmas épocas, examinaram o efeito de
aplicacdo de fosfito de K e de fungicidas sintéticos no controle da doenca na cv. BR-
264. No ano de 2010 a intensidade média da doenca foi bastante inferior que a
observada em 2011, mas a cv. BR-18 apresentou consistentemente menor incidéncia e
severidade em 2010 e 2011, respectivamente. Em 2010 foi encontrada interacéo
significativa (p < 0,05) entre os genoétipos e a aplicagdo de Si quanto a incidéncia de
brusone e apenas BRS-264 apresentou significativa reducdo da incidéncia com
aplicacdes de Si, via sulco ou via foliar. Quanto & severidade em 2010, ndo houve
interacdo genotipo e Si, e menores severidades também foram observadas com Si via
sulco e via foliar. No ano de 2011 ndo houve interacao significativa (p > 0,05) entre

genotipos e Si, e a aplicacdo de Si via foliar resultou em menores severidades da
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doenca. Com relacdo ao uso de fosfito e de fungicidas, em 2010, todos os tratamentos
apresentaram controle superior a testemunha (p < 0,05) tanto para incidéncia quanto
para severidade. Em 2011, a aplicagdo de fosfito resultou em resposta intermediéria, ndo
se distinguindo dos tratamentos com fungicidas sintéticos nem da testemunha (p >
0,05). Em média, os fungicidas apresentaram apenas 34 % de controle da brusone. No
Capitulo 3, estimou-se a diversidade genética de 40 isolados monospdricos de
Magnaporthe de trigo e de arroz, coletados na regido central do pais. Foram
empregados 25 marcadores microssatélites com fluorescéncia para a genotipagem. A
analise filogenética separou dois grandes grupos, um constituido apenas por isolados
oriundos de cultivares de trigo e outro de apenas de cultivares de arroz. A similaridade
genética entre os isolados de M. grisea provenientes de plantas de arroz e de trigo foi de
apenas 3 %. Em conclusdo, este estudo indica que fontes de resisténcia ou tolerancia a
brusone sdo raras no germoplasma de trigo, embora alguns materiais potencialmente
uteis tenham sido identificados. Além disso, constata-se que o controle atual da brusone
do trigo no Cerrado necessita da integracdo de vérias ferramentas de manejo, uma vez
que as opg¢des quimicas, genéticas e alternativas apresentaram apenas efeitos parciais
em condicbes ambientais favoraveis. Por fim, este trabalho indica diferencas
fundamentais entre os isolados de trigo e de arroz, o que sugere significativo isolamento

genético e possivel origem filogenética distinta entre essas populagdes.

DISSERTATION ABSTRACT

Wheat blast, caused by Magnaporthe grisea, is a severe disease, causing significant
yield losses. The disease occurs sporadically, due to specific climatic conditions, such
as high temperature and humidity. Dissertation Chapter 1 describes the field reaction of
147 wheat lines and commercial cultivars to blast, aiming to identify disease resistance
and tolerance (i.e., yield resilience in susceptible genotypes). Disease intensity varied
among Yyears, was low in 2010 and very high in 2011. The great majority of genotypes
was susceptible to the disease. Only 3.4 % were resistant (ear incidence < 5 %), while
another 16 % were classified as moderately resistant. Resistant genotypes included
Melchior, Safira, Jesuita, CASW94Y00116S (intermediate cycle) and Trintecinco (late
maturing cycle). Early maturing genotypes had the highest disease incidence in the ears.
Genotypes BH1146 e PF909 (early) and Africa 43 (intermediate) were distinguished as
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tolerant. Chapter 2 aimed to estimate the efficiency of synthetic fungicides and
alternative methods of wheat blast control, by means of four field experiments. Two
similar experiments, replicated in 2010 and 2011, examined the effect of Ca and MG
silicates in two wheat cultivars with different levels of field resistance to blast, BRS-264
(Highly Resistant) and BR-18 Terena (Moderately Resistant). Blast incidence and
severity (with a disease scale) were determined. Two other separate experiments,
carried out concunently in 2010 and 2011, investigated the effect of K phosphite and
fungicide applications on disease control in cv. BRS-264. Overall disease intensity was
much lower in 2010 than in 2011, but cultivar BR-18 consistently displayed lower
incidence and severity values in 2010 and 2011, respectively. In 2010, a significant (p <
0.05) interaction was found between genotypes and Si for incidence, and only BRS-264
showed a significant incidence reduction by Si applications via planting furrow or via
leaf applications. For severity in 2010, there was no genotype x Si interaction and lower
severities were again observed by Si applications in the planting furrow or by foliar
applications. In 2011, no significant (p > 0.05) genotype x Si interaction was found, and
foliar Si applications resulted in lower disease severity. In the fungicide-phosphite
experiment, in 2010 all treatments reduced disease component to the non-treated control
plots (p < 0.05), both in incidence and severity. In 2011, the K phosphite treatment was
intermediate, not significantly different from synthetic fungicides, nor from the
untreated control. (p > 0.05). Overall, synthetic fungicides were not rather inefficient for
wheat blast control, reducing disease levels by only 34 %. Finally, Chapter 3 estimated
the genetic diversity among 40 monosporic wheat and rice isolates of Magnaporthe
grisea, collected in commercial fields in the Brazilian Mid-West. Twenty-five
fluorescent microsatellite markers were employed for genotyping and the filogenetic
analysis separated two great groups, one comprising only isolates from wheat and
another with only rice isolates. Genetic similarity among Magnaporthe grisea isolates
collected on rice or wheat plants was only 3 %. In conclusion, this study indicates that
sources of resistance or tolerance to blast are relatively rare in the wheat germoplasm,
even if some potentially promising materials have been identified. Furthermore, these
data shows that present control of wheat blast in the Brazilian Mid-West necessitates the
integration of several complementary methods, once no single chemical, genetic or
alternative option is sufficient for disease control in climate conditions conducive to the

disease. Finally, this work indicates fundamental differences among wheat and rice
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isolates, suggesting genetic isolation and a probable distinct phylogenetic origin of these

two populations.

REFERENCIAL TEORICO
O trigo: origem e evolucéo

O trigo pertence a familia Poaceae (graminea), tribo Triticeae, subfilo Triticum e
espécie Triticum aestivum L., sendo esta a mais cultivada em todo o mundo. E uma
planta que possui ciclo anual, hermafrodita, autbgama e é uma das mais abundantes
fontes de carboidratos e proteinas. Acredita-se que a domesticacao ocorreu nas lavouras
primitivas do Sudeste da Asia entre 7000 a 9000 a.C. (Schereeren, 1986; Brammer et al,
2000, Moraes-Fernandes, 2000; Patnaik & Khurana, 2001).

As espécies do género Triticum possuem o nimero basico de sete cromossomos, com
diferentes niveis de ploidia, incluindo espécies dipldides (2n=14, genoma AA),
tetraploides (2n=28, genomas AABB) e hexaploides (2n=42, genomas AABBDD). As
espécies cultivadas comercialmente em grande escala sdo do tipo hexaploide Triticum
aestivum L., sendo esse 0 mais comum cultivado em todo o mundo e possui trés
genomas distintos e o tipo duro tetraploide Triticum turgidum L. (Jauhar 1993; Moraes-
Fernandes 1982).

Frente a baixa variabilidade genética dentro do taxon hexapléide Triticum aestivum,
algumas espécies robustas geneticamente e afins ao trigo cultivado aparecem como
alternativas para a busca de genes de resisténcia a brusone (Cruz et al., 2010). O trigo
denominado sintético, que € o resultado do cruzamento entre uma espécie tetraploide
AABB e outra dipldide DD, originando um hibrido estéril ABD com 21 cromossomos.
O embrido resultante desse cruzamento deve passar por cultivo in vitro, apés a
fertilizacdo, para evitar a degeneracdo do endosperma. Posteriormente, é feita a
aclimatizacéo da plantula gerada e o tratamento com colchicina duplicando o numero de
cromossomos (42 cromossomos, AABBDD), dai entdo a fertilidade é restaurada,
denominando-se o material resultantes de trigo sintético, representando a sintese
artificial de uma linhagem hexapldide. Este processo de cruzamento sob condigdes

controladas reproduz artificialmente o processo ocorrido naturalmente para a origem do
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trigo hexapléide (Moraes-Fernandes, 1985; 2000). Esses genotipos de trigo sintético
podem conter novos genes capazes de conferir resisténcia as doencas que atingem a
cultura do trigo, conforme ja identificados em estudos visando fontes de resisténcia a
ferrugem (Almeida et al., 2007, Fernandes et al., 2000) e ao oidio (Fernandes et al.,
2000)

Importéncia do trigo

O trigo é uma planta adaptada as mais diversas regides do mundo. Grdos de trigo,
milho (Zea mays) e arroz, contétm 75% dos carboidratos e 50% das proteinas
importantes para alimentacdo humana. O trigo se mostra 0 mais nutritivo entre esses
trés cereais e é uma excelente fonte de proteinas, carboidratos, fibras e minerais (Gill,
2010). Depois de transformado em farinha possui inimeras finalidades, na fabricagéo de
pées, biscoitos, macarrdo, bolacha, bolos, confeitarias, entre outros, e € um produto

fundamental para a alimentacdo humana.
Importancia econdmica e social do trigo no Brasil

As estatisticas apontam que a producdo de trigo no mundo concentra-se atualmente
em torno de 669,5 milhGes de toneladas e a Unido Européia é a maior entidade
produtora de trigo do mundo, (com destaques para a Franca, Alemanha, Reino Unido e
Pol6nia, respectivamente), sequido pelos paises como a China, india, Russia, Estados
Unidos entre outros (USDA, 2011).

Segundo o oitavo levantamento de acompanhamento de safras de grdos, realizado
pela Companhia Nacional de Abastacimento (Conab), a safra do trigo 2011/12 é de 5,3
milhGes de toneladas (oscilando entre 5 a 6 milhdes de toneladas). A producdo interna
ainda é inferior a demanda, girando esta em torno de 10 milhdes de toneladas, das quais
aproximadamente 6,2 milhdes de toneladas sd&o importadas principalmente da
Argentina. Contudo, por raz6es econémicas, o Brasil exporta cerca de 1,1 milhdes de
toneladas (Conab, 2011, Embrapa, 2011; Usda 2011; Usda 2011b).

No Brasil a producdo de trigo concentra-se principalmente na Regido Sul, com
destaque para os estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, responsaveis
por 90 % da producdo total nacional. No entanto, a cultura vem se expandindo

rapidamente para as regides centrais do Pais, em especial para os estados de Minas
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Gerais, Sd80 Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goids (Lima, 2004). A
produtividade média por hectare é de 2.736 Kg/ha (Conab, 2011).

A brusone do trigo

A producdo de trigo € limitada por aproximadamente 91 doencas de origem bidtica
ou abiotica, incluindo bactérias, fungos, nematodides e virus registrados em diversos
paises do mundo, que reduzem significativamente a produtividade, bem como, a
qualidade fisiologica e sanitaria das sementes (Murray, 2010). Os fungos constituem
uns dos principais causadores de doencga nessa cultura, pois esses podem entrar por
meio de aberturas naturais ou ferimentos na planta ou através da penetracdo direta na
epiderme da planta (Muray, 2010). Dentre estas destaca-se a brusone do trigo causada
por Magnaporthe grisea (Hebert) Barr./ anamorfo Pyricularia grisea (Cook) Sacc. Este
patdgeno é descrito como causador de severas doencas em gramineas, em especial nas
culturas de arroz e trigo, mas também pode infectar outros cereais para consumo

humano e gramineas forrageiras.

A brusone é uma doenga importantissima na cultura do arroz e foi descoberta
desde 1.637 na China e no Japao (Bedendo & Prabhu, 2005). No entanto, a brusone do
trigo, também chamada de branqueamento da espiga, € uma doenca recente para a
ciéncia tendo sido detectada pela primeira vez no Brasil no estado do Parana em meados
da década de 80 (lgarashi, et al., 1986). Rapidamente a brusone disseminou-se para
novas areas. Desde entdo, tem ocasionado grandes prejuizos aos produtores de trigo. A
doenca ocorre com maiores frequéncias no norte do Parand, Rio Grande do Sul, Sdo
Paulo, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Goulart, 2000; Goulart, 1990; Anjos,
1996).

De acordo com Torres et al. (2009) a brusone esta presente, além do Brasil, em areas
do Paraguai e da Bolivia, causando danos irreparaveis nas culturas de trigo. Quatro
anos apos a sua descoberta pela primeira vez no Brasil no ano de 1985, causou danos
graves nos campos de trigo do Paraguai. Em 2007 a doenca foi registrada em campos de
trigo na Argentina, com 100% de incidéncia de plantas infectadas na area (Cabrera &
Gutiérrez, 2007; Perell6 et al., 2011). Além do Paraguai e Argentina também esta
presente no Uruguai e Bolivia (Urashima, 2010b). A forte intensidade com que a

brusone vem se manifestando nas lavouras de trigo no cerrado brasileiro e nas principais
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regibes produtoras tem preocupado tanto a comunidade cientifica nacional quanto
internacional. Recentemente na safra 2009/2010, a ocorréncia de brusone foi intensa,
devido as condicBes climaticas favoraveis prevalentes nas regides produtoras,

abrangendo desde o norte do Parana até o Distrito Federal (Torres, 2009).
Taxonomia e morfologia do patogeno

O agente causal da brusone do trigo é o fungo Magnaporthe grisea (Hebert) Barr.
(teleomorfo) cujo anamorfo é Pyricularia grisea (Cook) Sacc.

A fase sexuada M.grisea pertence a classe Ascomycetes e a ordem Diaporthales,
apresentando peritécio escuro, globoso, pescoco comprido, cilindrico, ligeiramente
projetado, ou ndo, acima da bainha foliar; ascos unitunicados, de parede fina,
ascasporos longos, fusiforme, curvos, septados, hialinos ou cor de marrom-amarelado
na maturidade e paréafises parcialmente gelatinosas na maturidade (Purchio-Muchovej &
Murchovej, 1994) (Figura 1). Até o presente, peritécios ndo foram encontrados de forma

comum na natureza nas condic¢des de campo.

A forma mitospdrica do patdgeno pertence a espécie Pyricularia grisea, classe
Deuteromycetes, subclasse Hyphomycetidae, ordem Moniliales e familia Moniliaceae
(Menezes & Oliveira, 1993). P. grisea apresenta conidios piriformes, lisos, obclavados,
com base arredondada e afinando em direcdo ao apice. Sdo hialinos a oliva-claro, com
pequeno hilo protuberante na base e a maioria possui dois septos transversais, ligam-se
ao conidioforo pelo seu lado mais dilatado através da célula conidiogénica, e ao serem
amadurecidos sdo liberados para 0 meio, produzindo um pequeno denticulo na base do

conidio e na lateral do conidiéforo (Figura 2) (Purchio-Muchovej & Murchovej, 1994).

Os conidios sdo produzidos isoladamente nos conidi6foros e esses sdo longos,
delgados, livres e eretos, geralmente emergindo isolados ou em pequenos grupos através
dos estdbmatos (Purchio-Muchovej & Murchovej, 1994; Reis & Casa, 2005). As
dimensGes dos conidios variam bastante entre isolados, quando submetidos a diferentes
temperaturas bem como nos diferentes hospedeiros. Isolados obtidos de trigo, retirados
de meio de cultura apresentaram médias de comprimento e largura que variaram entre
12,5-46,1 x 5,1-13,5 um (Prabhu & Filippi, 2006; Purchio, 1992).
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Alguns trabalhos (Rossman et al., 1990) sugeriram que as espécies Magnaporthe
grisea (anamorfo: Pyricularia grisea) e M. oryzae (anamorfo: Pyricularia oryzae) séo
sinbnimas, mas a literatura atual se mostra confusa quanto a isso. Comparacgdes
morfologicas entre diversos isolados de Pyricularia de uma gama de hospedeiros
diferentes ndo mostraram diferencas entre si (Sprague 1950; Ou 1987; Rossman et al.,
1990). Rossman et al. (1990) também confirmaram a semelhanca morfoldgica apos
exame dos espécimes-tipo de P. grisea e P. oryzae sinonimizando-as, sendo P. grisea o

nome mais antigo, o qual deve ter prevaléncia sobre o homénimo mais recente.

Mesmo assim, ainda se tem mantido o epiteto “oryzae” pela conveniéncia na maioria
da literatura publicada até 0 momento, alguns autores sugerem entdo M. oryzae para 0s
isolados associados a cultura do arroz e M. grisea a isolados oriundos de outras
gramineas (Sprague, 1950; Purchio-Muchovej & Murchovej, 1994; Couch & Kohn
2002).

Entretanto, Couch & Kohn (2002), afirmam que, embora M. oryzae e M. grisea ndo
difiram entre si morfologicamente, estas sdo descritas como espécies molecularmente
diferentes, pois isolados oriundos de diversas gramineas inclusive de arroz, agrupam-se

em grupos filogenéticos distintos.

Estudos realizados por Hamer et al. (1989) com o genoma de isolados patogénicos
de arroz foi possivel confirmaram a presenca de mais de 40 sequéncias repetitivas de
DNA, enquanto que nos isolados patogénicos as outras gramineas havia apenas uma ou
poucas sequéncias repetitivas. Esse tipo de estudo forneceu bases genéticas para a

diferenciacdo desses individuos e a separa¢do molecular das espécies de Magnaporthe.
Sintomatologia da brusone do trigo

O patdgeno causa lesdes em toda parte aérea na planta de trigo incluindo bainhas,
nos, colmo, peddnculo e glumas. No entanto, a infeccdo na espiga resulta em maiores
danos. Além disso, o patdgeno infecta sementes, presumivelmente o principal meio de

transmisséo da brusone (Urashima, 2010).

Nas folhas, inicialmente as lesbes sdo bem pequenas e aumentam de tamanho
rapidamente, tornando-se elipticas e /ou ovais dependendo da reagdo genética ou idade

fenologica da cultivar, cuja margem da lesdo definida possui coloragdo marrom-
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avermelhado a marrom escuro. As lesdes podem ser circundadas por um anel clorético
e seu interior normalmente claro e seco (Couch, 1973) citado por Puchio-Muchovej &
Muchovej, 1994). Em condic¢Bes climéticas favoraveis sdo observadas no centro da
lesdo uma coloracdo acinzentada correspondente a esporulacdo do patdgeno, na face
abaxial e adaxial das folhas (Figura 3) (Lima, 2004; Toledo & Escobar, 2002; Barea &
Toledo 1997). No colmo as lesfes sdo semelhantes aquelas que incidem nas folhas
(Figura 4) e nos nos da planta é possivel visualizar uma massa pulverulenta de esporos

acinzentada circulares e s vezes pode causar o estrangulamento.

Nas glumas as lesGes sao elipticas-ovaladas de coloracdo variando de castanho claro
a escuro nas bordas e o centro esbranquigados, e sob condicdes de clima favoravel é
possivel visualizar a esporulacdo do patégeno de cor acinzentada (Figura 5), podendo
ser confundidas com “giberela” (Gibberella zeae (Schow.) Petch; anamorfo: Fusarium
graminearum Schw.). Quando as infec¢bes ocorrem nestas areas, causam deformacdes

nas sementes em desenvolvimento.

De acordo com lgarashi (1988), os sintomas mais caracteristicos ocorrem nas
espigas, isto, devido a infeccdo do patdgeno na raquis, onde observa-se lesdo de
coloracdo negra brilhante com formato irregular, e posteriormente com abundante
frutificagdo do fungo. Tais lesdes apresentam uma necrose no ponto de infeccéo,
causando um secamento prematuro a partir deste ponto de infeccdo para cima, que
impede a translocacdo da agua e dos nutrientes, e como conseqiiéncia dependendo do
local da infeccdo, provoca o branqueamento parcial ou total da espiga imediatamente
acima da leséo (Figura 6) (lgarashi, 1988; Igarashi & Balan, 2004; Espinoza & Shohara,
2003).

A infeccdo da espiga é a forma mais destrutiva de ocorréncia da doenca. Esse
estrangulamento da espiga inviabiliza o enchimento dos grdos, e mesmo quando ha
producdo de grdos nessas espigas, 0S mesmos tornam-se enrugados, pequenos,
deformados e com baixo peso especifico, 0 que caracteriza perdas no rendimento,
tornando-os inutilizaveis tanto para comercializa¢do, quanto para utilizacdo humana
(Figura 7) (Cruz et al., 2009).

Quando a infeccdo ocorre no pedunculo também pode ocorrer o estrangulamento,

ocasionando branqueamento total da espiga (Figura 8) (Igarashi & Balan, 2004).
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Estudos relatam que as toxinas produzidas por Pyricularia oryzae, denominadas de
piricularina e acido a-picolinico provavelmente sdo as mesmas para os isolados da
cultura do trigo (Pacholati, 1995). A piricularina mostra-se toxica a plantas superiores
bem como a varios microrganismos. Quando aplicada em plantas de arroz suscetiveis ou
resistentes, essa toxina ocasiona aumento na atividade respiratéria (Pacholati, 1995).
Em variedades susceptiveis, induz sintomas de clorose, manchas foliares e enfezamento
de pléntulas. A fitotoxina mostra-se um composto contendo nitrogénio (C1gH14N203) € é
altamente toxica aos préprios conidios de P. oryzae, mas esse efeito inibitorio é
suprimido pelo fungo, que produz uma proteina contendo cobre, que se liga a
piricularina, formando um complexo ndo tdxico ao patdégeno, mas ainda é altamente
toxico a planta hospedeira. O acido a-picolinico é altamente toxico a planta de arroz, da
mesma forma que acido fusarico, por possuirem propriedades quelantes (capacidades de
ligar a ions metalicos), sequestrando os ions de ferro e cobre do interior dos tecidos da
planta, inibindo enzimas oxidativas possuidoras de ions metélicos e alterando a
respiracdo e permeabilidade das membranas, o que resulta na alteracdo no equilibrio

ibnico e a perda de eletrélitos pelas células (Pascholati, 1995).
Epidemiologia da brusone do trigo

Magnaporthe grisea ocorre na natureza como agente patogénico em mais de 80
géneros de plantas, inclusive em espécies da familia Poaceae, a qual pertence o trigo e
possui a capacidade de infectar nimerosas gramineas cultivadas, nativas e invasoras.
Certamente, as fontes de indculo mais importantes sdo esses hospedeiros secundarios e
0s restos culturais de plantas cultivadas, embora, ndo se descarte a importancia do uso
de sementes contaminadas (Reis & Casa 2005; Purchio & Muchovej 1994; Prestes et
al., 2002).

O ciclo priméario da doenca acontece quando uma cultivar de trigo suscetivel é
plantada em area de cultivo onde o inoculo estd presente e ha condi¢cbes ambientais
favoraveis. Conidios que permaneceram nos restos culturais infectados, sementes

contaminadas e plantas daninhas também podem constituir em in6culo inicial.

O principal meio de dispersdo do patégeno € por conidios transportados pelo ar

através do vento. Segundo Urashima et al., (2007), os esporos de P. grisea podem
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atingir campos distantes a pelo menos 1 quilémetro do foco da doenca e indica que

qualquer estratégia de controle da brusone deve levar essa distancia em consideracao.

O desenvolvimento do ciclo da brusone, desde a germinacdo dos conidios até o
surgimento das primeiras lesdes, depende de condigdes climaticas adequadas,
principalmente umidade e temperatura. Esta doenca € observada com freqiiéncia nas
regides triticolas tropicais, principalmente onde as precipitacbes pluviais sdo
moderadas.

A umidade tanto no estado liquido ou gasoso € o fator determinante e essencial a
ocorréncia das doencas, a0 passo que a temperatura age como um catalisador,
retardando ou acelerando o processo infeccioso e de reprodugdo do patdégeno (Bergamin
Filho et al., 1995; Reis, 2004). Conidios de P. oryzae requerem agua livre na superficie
do hospedeiro para a germinacdo, e nesse patossistema a severidade da doenca esta
diretamente relacionada a quantidade e a duracdo do periodo de orvalho, porquanto
conidios ndo sdo formados quando a umidade relativa estd abaixo de 93% (Bedendo,
1995).

A duracéo do processo de penetracdo varia com a temperatura levando 6,8 e 12 horas
sob temperaturas de 24°C, 28°C e 32°C respectivamente. Os conidios necessitam de
moderado periodo de molhamento foliar para germinarem e penetrarem na folha de
trigo. Periodos longos com presenca de orvalho por 2 ou 3 dias consecutivos favorecem
a doenca (Picinini & Fernandes, 1995). A temperatura Otima para favorecer a
conidiogénese, esta ao redor de 28°C e umidade relativa entre 95 a 100% (Alves &
Fernandes, 2006). A brusone é uma doenca policiclica, uma lesdo é produzida em média
6 dias ap06s a infeccdo e uma lesdo tipica é capaz de produzir 2.000 a 6.000 conidios por

dia por aproximadamente 14 dias em condi¢des controladas (Ou, 1985).

A liberacdo de conidios é influenciada pela temperatura e normalmente ocorre na
faixa de 15 a 35°C. Em relacdo a germinacao dos conidios, a temperatura deve ser entre
22 a 28°C (Toledo & Escobar, 2002).

Segundo estudos de Prabhu & Felippi (2006) a luz também pode influenciar o
crescimento micelial e a producdo dos conidios em isolados de arroz. A alternancia de
luz tem um papel importante sobre a esporulacdo, quanto menor for o nimero de horas

diarias de sol, maiores serdo as probabilidades do ataque de P. grisea.
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Ciclo da doenca

A brusone do arroz é considerada como modelo para estudo, tanto do ponto de vista
da planta quanto do patégeno, pois a literatura sobre esse patossistema é vasta. No
entanto, em trigo, informacdes sobre a natureza da relacdo patdgeno-hospedeiro e 0s
possiveis mecanismos de resisténcia envolvidos sdo escassas. Assim, 0 grande volume
de informacgdes geradas no modelo envolvendo arroz serve de referéncia e ponto de
partida para o entendimento da interacdo de P. grisea com outros hospedeiros, como 0

trigo.

As primeiras etapas do ciclo de vida de P. grisea iniciam-se quando os conidios
produzidos nas lesbes sdo disseminados pelo vento e respingos d’agua e caem sobre
folhas e espigas de trigo (Filippi et al., 2006). A partir dai inicia-se os eventos de
infeccdo, pois os conidios de P. grisea possuem uma cobertura mucilaginosa que
permite a aderéncia na superficie da folha mesma molhada. Essa muscilagem ¢é
composta por carboidratos e glicoproteinas principalmente glucosil e manosil (Howard
& Valent,1996). Nas condicBes de alta de umidade os conidios germinam e o tubo
germinativo é emitido em torno de 30 a 120 minutos ap0s o contato com a dgua a partir
da célula basal ou apical, mas raramente da célula mediana (Prabhu & Filippi 2006) e
produzem estruturas especializadas que possibilitam a infeccdo, chamadas de
apressorios permitindo a adesdo e infeccdo do tecido na planta (Figura 9) (Tucker &
Talbot, 2001). A parede celular externa do apressorio forma uma camada de melanina,
gerando uma enorme pressao de turgor em torno de 8 MPa ou 79 atm. Um “peg” de
penetracdo € formado que rompe mecanicamente a superficie externa da planta
internalizando-o e (Howard & Valent, 1996; Talbot, 2003; Medgen, 1996), produzindo
uma hifa especializada chamada de grampo de penetracdo. O grampo se torna um
condutor para mover o conduto nuclear e citoplasmatico do apressério para a hifa
primaria em desenvolvimento. A hifa infectiva procura pelos plasmodesmas na parede
celular rompendo para alcancar as células vizinhas formando hifas infectivas
secundarias e assim coloniza-las (Kankanala et al., 2007), e subsequentes dentro das
células da epiderme e do mesofilo, resultando na colonizacdo do tecido invadido e na
formagéo das lesdes (Prabhu & Filippi, 2006; Medgen et al., 1996). Desta forma a
colonizacdo intra e intercelular da folha produz lesdes a partir das quais o fungo forma
novos conidios assexuais e dissemina para formacdo de novas lesdes em novas folhas
e/ou plantas (Ribot et al., 2008).
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Apds a penetracdo na cuticula e parede celular das células da epiderme, ha um
crescimento biotrofico, em seguida sdo formadas hifas secundérias, que matam a célula
da hospedeira e se prolifera por crescimento necrotréfico, caracterizando-se uma fase
hemibiotrofica (Heath et al., 1990; Munch et al., 2008; Ribot et al., 2008).

A brusone do trigo segue 0os modelos das vias horarias e anti-horarias de infeccao
propostos por Bergamin Filho (1995) na qual sitios doentes podem gerar novos sitios
doentes por meio de infeccdo dos sitios adjacentes aqueles previamente doentes, assim,
0 progresso da doenca pode ser explicado tanto pelo aumento de novas lesdes (via

horéaria) quanto pelo crescimento das lesGes existentes (via anti-horaria).
Controle da doenga

As medidas de controle da brusone do trigo ainda s&o ineficazes e depende da
conjugacdo de medidas que devem ser adotadas adequadamente e no momento
oportuno. Considerando-se a escassez de materiais do hospedeiro com niveis eficazes de
resisténcia genética, a natureza policiclica e explosiva da doenca e a incompleta
protecdo quimica fornecida pelos fungicidas, 0 manejo integrado deve incluir medidas

preventivas para minimizar a severidade da doenca durante a conducgéo da cultura.

E necessario um conjunto de técnicas e medidas a serem aplicados integradamente
com as praticas agrondmicas, reduzindo a populacdo do patdgeno a niveis toleraveis
sem causar danos econdmicos. Porém o seu sucesso depende da selecdo de técnicas
apropriadas para os diferentes ecossistemas (Prabhu & Filippi 2006). De modo geral, 0s
niveis de brusone podem ser minimizados de forma satisfatdria através do uso de
conjunto de medidas como: uso de variedades com resisténcia parcial, incorporacéo de
restos culturais, eliminacdo de plantas hospedeiras, uso de sementes de boa qualidade,
rotacdo de cultura, tratamento quimico de sementes, plantio em época menos favoravel
a doenca e pulverizacdo com fungicidas.

Em relacdo a época de plantio na regido do cerrado, ndo se recomenda que o
produtor faca a semeadura antes do dia 10 de abril. A semeadura mais tardia visa
escapar dos periodos chuvosos no inicio do ciclo da cultura (Santana et al., 2009;
Embrapa 2005).

Os fungicidas recomendados apresentam eficiéncia baixa (Goulart & Paiva, 1993) e

as cultivares existentes sdo na maioria, suscetiveis (Goulart et al, 2007). Os fungicidas
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deverdo ser aplicados antecipadamente logo no perfilhamento do trigo, quando as
condicBes climéaticas sdo favordveis. O controle quimico pode ser realizado
preventivamente, quando as condi¢Ges estiverem favoraveis, com aplicacdo de
fungicidas na parte aérea, antes do espigamento. Recomenda-se uma aplicacdo no
florescimento, e uma segunda aplicacdo apdés 10-12 dias. Entretanto, ocontrole da
brusone mediante ao uso de fungicidas tem demonstrado baixa eficiéncia, ndo tem
passado de 50%, independentemente do principio ativo utilizado (Goulart, 2004).

Quanto a materiais resistentes de trigo, até 0 momento ndo ha variedades altamente
resistentes a doenca (Goulart & Paiva 1993). Por exemplo, Maciel et al. (2008),
testando diferentes genoétipos de trigo submetidos a inoculacdo de P. grisea concluiu
que a maioria demonstrou alta suscetibilidade a doenca na espiga, embora alguns
materiais tenham demonstrado graus de resisténcia a doenca nas folhas-bandeira. De
acordo com Trindade et al. (2006), a cultivar BR-18, geno6tipo mais semeado na regido
do cerrado no cultivo de safrinha, demonstrou o melhor nivel de resisténcia parcial
comparada aos outros gendtipos de trigo testados.

O tratamento de sementes € o processo pelo qual se objetiva destruir ou inativar os
patdgenos presentes nas sementes através de meétodos fisicos e quimicos (Reis &
Forcelini, 1994). Trabalhos realizados por Goulart et al. (1990, 1991) demonstraram
eficiéncia do tratamento de sementes de trigo & brusone contra a infeccéo inicial do
fungo protegendo as plantulas nos estadios iniciais de desenvolvimento da cultura,
reduzindo a transmissao do patégeno da sementes para a parte aérea do trigo.

A opcdo pelo controle quimico da brusone, nas regifes de risco e tradicional
ocorréncia de danos, deve ser feita monitorando-se o clima e considerando os seguintes
critérios: se, da emergéncia até o emborrachamento, ocorrer chuva frequente e
temperatura média elevada, o potencial de inoculo na lavoura devera ser elevado,
justificando-se entdo o controle quimico, com uma aplicacdo preventiva-erradicativa no
final desse estadio; uma segunda aplicacdo devera ser feita no florescimento,
protegendo assim, a fase de maior risco de dano a cultura. A infeccdo pode ocorrer
enguanto tiver tecido verde nas espigas, mas quando mais tarde acontecer, menor sera o
dano, e uma terceira aplicacdo (12 dias apds a segunda), porém somente justifica-se se
persistir o clima favoravel a doenca e a lavoura apresentar elevado potencial produtivo.
Resultados de pesquisa da safra de 2004 e 2005 indicaram que 0s novos fungicidas no

mercado, envolvendo a mistura de estrobilurina + triazol, mostraram controle mais
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efetivo da brusone, comparativamente aos produtos baseados em triazois isoladamente,
até entdo indicados (Salvadori et al., 2009).

Como M. grisea apresenta numerosos hospedeiros secundarios e também pode
colonizar saprofiticamente o0s substratos de restos culturais, estas caracteristicas
reduzem drasticamente o efeito erradicante da rotacdo de culturas. A producdo de
esporos a partir de plantas hospedeiras secundarias ou restos de cultura, facilmente
transportados pelo vento a longas distancias, pode introduzir o patdgeno naquelas areas
onde se procurou elimina-lo através da rotacdo de culturas (Reis & Forcelini, 1995).
Desta forma, a rotagdo de culturas tem efeito bastante limitado para o controle da

doenca.
Uso do silicio e do fosfito no manejo da brusone de trigo

O silicio (Si) é um elemento extremamente abundante na crosta terrestre. O uso do
silicio pelo homem, em suas multiplas formas, é bastante diversificado. No reino
mineral o silicio tem uma importancia fundamental por sua quantidade e onipresenca.
Por outro lado, nos reino vegetal e animal sua presenca € pequena, mas tem papel
fundamental em ambos (Lima-Filho, 2010).

Na solucdo do solo, o silicio encontra-se prontamente disponivel para as plantas na
forma de &cido monossilicico (H4SiO,4), também denominado de &cido ortossilicico ou
acido silicico. Apos ser absorvido e transportado até a parte aérea das plantas, esse
nutriente deposita-se na forma de silica amorfa hidratada inicialmente nos tecidos mais
jovens e posteriormente vai se acumulando rapidamente nas células senescentes, sob
forma de silica polimerizada (SiO,) ou também chamada de Opala biogénica ou fitolitos
(Dayanandam et al, 1983; Epstein & Bloom, 2006).

Acredita-se que o Si esteja envolvido no aumento e na rigidez da parede celular da
planta, o acimulo e deposicdo de Si nas células da camada epidérmica constitui-se
numa barreira fisica (Belanger et al., 2003; Cai et al., 2009). Teoricamente descrita por
dois mecanismos: o primeiro na deposicéo de silica leva a modificacdo na anatomia da
planta, como por exemplo, aumento da espessura das células da epiderme, o que
acarreta em defesa mecénica contra a infestacdo de pragas e doencas; e 0 segundo na
modificacdo nas propriedades fisiol6gicas e bioquimicas da planta, como por exemplo,
producdo de substéncias inibitdrias a infeccdo do patogeno, tais como as fitoalexinas,
precursores de lignina, biossintese de suberina e silicificacdo, agindo o silicio como
ativador de resisténcia (Rodrigues et al., 2001).
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As principais fontes de &cido silicico presentes na solucdo do solo originam-se da
decomposicdo de residuos vegetais, dissociacdo do &cido silicico polimérico, liberacao
de silicio dos Oxidos e hidroxidos de Fe e Al, dissociacdo de minerais cristalinos e néo
cristalinos; adicdo de fertilizantes silicatados e a agua de irrigacdo (Lima-Filho, 2010).
No Brasil existem véarias marcas comerciais de produtos contendo silicio que podem ser
encontrados comercialmente como fertilizante minerais simples obtidos através de
subprodutos da industria siderdrgica e da producdo de fésforo elementar (Korndorfer &
Oliveira, 2010).

Para o patossistema trigo-Pyricularia grisea existem poucos trabalhos evidenciando
o efeito do silicio na reducdo dos sintomas de brusone, principalmente na espiga, e na
potencializagdo de mecanismos de defesa das plantas contra a infec¢do deste patégeno.
No entanto, para a cultura do arroz esse efeito ja foi demonstrado por varios estudos.
Recentemente, Xavier-Filha et al. (2011), demostraram que o uso de silicio no trigo
proporcionou uma reducdo da intensidade da brusone presente nas folhas. Bélanger et
al. (2003) induziram a resisténcia do trigo a oidio Blumeria graminis f. sp. tritici.

Em arroz, foi verificado que o uso do Si, quando as condicGes de incidéncia da
doenca foram baixas, obteve bons resultados no controle da brusone da panicula
(Seebold Jr et al., 2004; Berni & Prabhu, 2003; Santos et al., 2011). A aplicacdo de 800
kg ha™* de SiO, reduziu a severidade da brusone nas paniculas em 12 gendtipos de arroz
em experimento realizado em solo de cerrado no Brasil central (Prabhu et al., 2001). A
brusone do arroz tende a ser reduzida com o aumento da concentracdo de silicio no
tecido foliar (Aleshin et al., 1987).

Os fosfitos (HPOs?), 4cidos fosforos ou Fosety-Al como sdo assim chamados, s&o
sais derivados do acido fosforoso (H3PO3) obtidos da reacdo neutralizacdo por uma base
de hidréxido de potéssio, hidroxido de s6dio ou de aménio, sendo mais utilizado o
hidréxido de potéassio, formando o fosfito de potassio (Reuveni, 1997; McDonald et al.,
2001; Grant et al., 1990). Embora contenha fésforo em sua composi¢do, nao é
recomendado como fonte de nutriente para a planta (Forster et al., 1998). Pois os
fosfitos possuem trés &tomos de oxigénio (O) e um de hidrogénio (H) ligados ao fosforo
(P), diferentemente dos fosfatos que possuem em sua molécula quatro atomos de
oxigénio (O) ligado ao fosforo (P), que reage com enzima catalizadoras para ser
metabolizado. Possivelmente a enzima fosfatase reconhece trés dos quatro atomos de

oxigénio, liga o ion fosfato na superficie da enzima e o outro oxigénio torna-se
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disponivel para reagir com outras enzimas catalizadoras. Assim o fosfito ndo pode
entrar nas mesmas reacdes bioquimicas que o fosfato, sendo descartado pela maioria das

enzimas envolvidas nas reacGes de transferéncia de fésforo (Plaxton, 1998).

Os fosfitos possuem a capacidade de serem translocados via xilema e floema nas
plantas (Ouimette and Coffey,1989) possuindo funcGes bioldgicas tanto nas plantas
como nos patdgenos (Plaxton & Carswell, 1999). Os fosfitos tem um modo de acdo
complexo, atuando diretamente sobre o patdgeno inviabilizando a germinagdo dos
esporos e crescimento micelial ou indiretamente induzindo a resisténcia sistémica
adquirida das plantas com a producdo de fitoalexinas, fenilalanina-amonia-liase,
enzimas hidroliticas e compostos como lignina e etileno que agem inibindo o
desenvolvimento do patégeno (Guest & Grant, 1991; Panicker & Gangadharam, 1999;
Guest & Bompeix, 1990; Nemestothy & Guest, 1990; Fenn & Coffey, 1989; Sénego et
al., 2003; Andreu et al., 2006; Brackmann et al., 2008).

Na literatura existem diversos trabalhos utilizando fosfitos como indutores de
resisténcia em plantas para o controle de doencas, indicado principalmente para o
controle de Phytophthora sp. e de fungos causadores de podridGes do colo, raiz, tronco
e frutos (Lovatt & Mikkelsen, 2006; Forster et al., 1998), como por exemplo na
podridao (Colletotrichum gloeosporioides) da goiaba em p6s colheita (Ferraz, 2010),
mildio (Plasmopora viticola) da videira (Peruch & Bruna, 2008), sarna (Venturia
inaequalis) da macieira (Araujo et al., 2008) e podriddo (Phytophthora plamivora) do

pé do mamoeiro (Dianese et al., 2007).

Estudos afirmam que o fosfito causa acimulo de fosforo nas formas de polifosfato e
pirofosfato e também possui sitio de acdo na sintese de adenilato nos fungos (Griffith et
al., 1990; Fenn & Coffey 1989; Niere et al., 1994). Em espécies de Phytopthora esta
relacionado com o metabolismo do pirofosfato, o qual interfere em vaérias vias
metabolicas essenciais ao crescimento fungico. (Fenn & Coffey 1989; Niere et al.,
1994).

Marcadores microsatélites

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados para analise genética de
populacdo de microrganismos. Os marcadores microssatélites, também denominados de

SSR- Simple Sequence Repeats (sequiéncias repetitivas simples), sd@o pequenas
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sequéncias de 1 a 6 nucleotideos repetidos lado a lado na fita de DNA, e séo abundantes
nos genomas de procariotos e eucariotos ( Tautz 1989; Litt & Lutty, 1989). Seu uso
pode detectar polimorfismos presentes entre espécies e dentro de espécies de
organismos, e essa ferramenta tem sido elucidativa na estimativa da diversidade

genética dos isolados de Magnaporthe grisea (Brondani et al., 2000; Garrido, 2001).

Os marcadores microssatélites caracterizam-se por serem codominantes, séo
abundantes, aparentemente distribuidos por todo o genoma, multialélicos, possuem alto
polimorfismo genético e dependentes de pequenas quantidades de DNA dos individuos
analisados (Moretzsohn, 2007; Queller et al.,1993; Valdes et al., 1993; Jarne & Lagoda,
1996). Adicionalmente, cada locus microssatélite pode ser amplificado por PCR e
analisado individualmente ou por multiplex onde varios loci podem ser amplificados e
analisados de uma sO vez em sistemas semi-automatizados ou automatizados,
caracteristicas estas altamente desejadas em um marcador molecular (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Essas caracteristicas fazem dos microssatélites marcadores aplicaveis em estudos de
analise genética em varias situacdes tais como: na identificacdo de clones, linhagens,
hibridos, cultivares, testes de paternidade, “fingerprinting” de DNA e estudos forenses,
na estimativa de diversidade, fluxo génico, taxa de cruzamento, parentesco e na
construcdo de mapas genéticos (Salles et al., 2003; Hummel & Schutes, 2000). Sao
também usados em genotipagem de individuos, dada a sua capacidade de revelar alta

diversidade de alelos por locus (Cregan et al., 1994).

Os microssatélites estdo presentes nas regides codificadoras e ndo codificadoras
(Zane, 2002) e podem ser classificados em trés familias: perfeitos (ex.:
CACACACACACACACA), imperfeitos (ex.. CACATTCACACATTCA) e compostos
(ex.: CACACACAGAGAGAGA). Qualquer tipo de combinacdo entre estas familias é
possivel. Os dinucleotideos CA e GA tem uma freqiiéncia maior em genomas de
animais, ja TC e AG séo mais encontrado nas plantas (Jarne & Lagoda 1996; Depeigeus
et al., 1995 e Weber, 1990, citados por Ramos, 2009).

Desta forma, os microssatelites séo ferramentas ideais para esclarecer a diversidade
de isolados de M.grisea de trigo e suas relagdes com os isolados de arroz. Assim este

trabalho procura gerar informacgdes bésicas e aplicadas para o patossistema trigo-
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brusone em trés linhas de investigacao: (i) avaliar a reacdo de genotipos de trigo comum
e sintético, visando resisténcia/ tolerancia a brusone; (ii) verificar a eficiéncia do
controle quimico ou com produtos alternativos em trigo; (iii) comparar, usando-se
marcadores moleculares, a variabilidade genetica de isolados de trigo e de arroz,

coletados na regido central do pais.
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Figura 1: Peritécios, ascas e ascosporos de Magnaporthe grisea (Fonte: Purchio & Muchovej, 1994).
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Figura 2: Conidios e conidiéforos de Pyricularia grisea (Fonte: Purchio & Muchovej, 1994).
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Figura 3- Esporulacdo acinzentada de Pyricularia grisea na face abaxial em folhas de trigo (Cultivar
BRS-264). Sob condicdes de orvalho favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno observa-se lesGes em
formato elipticas com bordas castanho-amarelada (Foto: Ana Paula S. Pagani)

Figura 4: Lesdo eliptica causada por Pyricularia grisea , localizada no colmo da planta de trigo(Cultivar
BRS-264) (Foto: Ana Paula S. Pagani).
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Figura 5: Lesdo causada por Pyricularia grisea nas glumas da espiga de trigo (Cultivar BRS-264). (Foto:

Ana Paula S. Pagani).

Figura 6: Infeccdo causada por Pyricularia grisea na raquis de trigo com coloracdo escura com formato
irregular, nota-se que a parte superior da espiga de trigo mostra-se esbranquicada decorrente do
estrangulamento causado pelo fungo e na parte inferior da espiga logo abaixo da infeccdo, a espiga
encontra-se verde. (Foto: Ana Paula S. Pagani).
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Figura 7: Graos de trigo obtidos de espigas altamente infectadas pela brusone causada por Pyricularia
grisea . A esquerda grdos com o aspecto enrugados, pequenos e deformados e com baixo peso especifico.
A direita, graos sadios com alto peso especifico e boa aparéncia.(Foto: Ana Paula S. Pagani).

Figura 8: Infecgdo causada causada por Pyricularia grisea no pedinculo, causando branqueamento total
da espiga. (Foto: Ana Paula S. Pagani).
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1°. Adesao
Esporulag do conidio
6-15 dlas s a superficie

Ciclode Infecgao de
Magnaporthe grisea
(Hebert) Barr.

3°. Diferenciagao do
apressorioe
maturacgao 2-20 horas

Figura 9: Etapas do ciclo de infec¢do de Magnaporthe grisea. Adaptacdo de: Ribot et al., 2008.

2°. Germinagao
5° Invasao 0-2 horas

2-6dias

4°.
Penetracao
20-28 horas
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Avaliacao de genotipos de trigo comum e sintético visando resisténcia e tolerancia

a brusone em condic¢Bes de campo no Cerrado

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de uma colecdo de 147 gendtipos de trigo
hexapldides a brusone, incluindo materiais comerciais, linhagens e materiais sintéticos,
em condicdes de campo muito favoraveis a doenca (ensaios tipo hot spot).
Experimentos similares foram conduzidos em delineamento experimental de blocos ao
acaso, com trés repeticbes nos anos de 2010 e 2011, com data de semeadura em 17 de
marco e 17 de fevereiro respectivamente, em Planaltina, DF. Os genoétipos foram
classificados de acordo com seu ciclo de desenvolvimento em curto, médio e longo e
estimou-se a incidéncia de brusone na espiga e as perdas. A analise estatistica foi
realizada com o programa IBM SPSS 19.0, com uma andlise preliminar de agrupamento
dos genotipos quanto a reacdo a brusone e posterior comparacdo das médias de
incidéncia pelo teste de Tukey b. Os resultados de 2010 ndo permitiram determinar a
reacdo de resisténcia ou de tolerancia (i.e., resiliéncia de producdo apesar de
suscetibilidade a doenca) dos genoOtipos, devido a baixa incidéncia da doenca,
possivelmente pelas condi¢cBes climaticas desfavoraveis ao desenvolvimento de
epidemias, em fungdo do plantio tardio. Em 2011, foi possivel determinar que a grande
maioria dos materiais avaliados apresentou reacao de suscetibilidade a doenca, e apenas
3,4 % apresentaram-se como resistentes, enquanto outros 16 % foram moderadamente
resistentes. Os materiais resistentes (incidéncias menores que 5%), foram: Melchior,
Safira, Jesuita, CASW94Y00116S (ciclo medio) e Trintecinco (ciclo longo). Os
materiais de ciclo curto de desenvolvimento apresentaram as maiores incidéncia de
brusone nas espigas. BH1146 e PF909 (ambos de ciclo curto) e Africa 43 (ciclo médio)

destacaram-se como tolerantes.
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Evaluation of wheat genotypes for field resistance and tolerance to blast in the
Brazilian Mid-West

ABSTRACT

This work aimed at the evaluation of a collection of 147 hexaploid wheat genotypes for
resistance to blast, including breeding lines and commercial and synthetic genotypes,
under field conditions conducive to the disease (hot spot assays). Two experiments were
carried out in the Randomized Complete Block Design, with three replicates per
genotype with sowing dates in March 17 of 2010 and February 17 of 2011 in
Planaltina, DF. Genotypes were classified according to their respective maturing cycle,
as early, intermediate and late, the incidence of blast on the ears, and yield. Statistical
analyses used the IBM SPSS 19.0 software, with a preliminary group analysis of the
genotype reaction, followed by mean separation by Tukey’s b test. Results of 2010 did
not allow the separation of tolerant (i.e., possessing resilience of yield, even though
susceptible to the disease) or resistant genotypes and susceptible ones. This was due to
the low disease levels, probably because of the climatic conditions unfavorable for
epidemic development, in connection with the late planting date in 2010. Contrarily, in
2011, the great majority of the genotypes were susceptible to the disease, and only 3.4
% were resistant, while 16 % were moderately resistant. Resistant genotypes (blast
incidences lower than 5 %) were: Melchior, Safira, Jesuita, CASW94Y00116S
(intermediate maturing cycle) and Trintecinco (late cycle). Early maturing genotypes
showed the highest incidences of blast. BH1146 and PF909 (early cycle) and Africa 43

(intermediate cycle) were considered tolerant.
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INTRODUCAO

A brusone, causada pelo fungo Magnaporthe grisea (anamorfo: Pyricularia grisea) é
hoje foco central dos programas de melhoramento de trigo (Triticum aestivum), que
buscam fontes de resisténcia para o desenvolvimento de cultivares com niveis
adequados de resisténcia a doenca. Esta demanda ocorre em virtude dos enormes danos
que a brusone provoca nas lavouras de trigo, principalmente nas regides dos Cerrados e
ao norte do Parana, que possuem historico elevado de incidéncia da doencga (Anjos et
al., 1996; Arruda et al., 2005; Trindade et al., 2006). A doenca é reconhecida como
ameaca mundial para producéo de trigo (Peterson et al., 2011) e estudos de avaliacdo de
risco foram iniciados no Brasil (Fernandes & Pavan, 2011) e no mundo (Duveiller et al.,
2011).

O Cerrado brasileiro tem um 6timo potencial para produzir trigo de alta qualidade e
em grande quantidade, desde que medidas essenciais, como 0 uso de cultivares
resistentes a brusone e adaptadas a regido sejam tomadas, isSo porque a ocorréncia da
doenca é extremamente alta nas condi¢cdes de trigo safrinha nos Cerrados, sendo o
principal fator limitante da produtividade (Trindade et al., 2006). Tal situacdo é
agravada pela caréncia de cultivares resistentes, ou mesmo, tolerantes a doenca, bem
como a baixa eficiéncia dos produtos disponiveis para o controle quimico (Goulart &
Paiva, 1993; Goulart & Paiva, 2000; Urashima 2004; Marchioro & Franco 2010).

Além disso, o desenvolvimento de cultivares com resisténcia completa e duradoura
tem sido tecnicamente dificil e financeiramente oneroso (Urashima et al., 2001). No
caso da resisténcia a brusone obtida no melhoramento de arroz (Oryza sativa) esta tem
sido de baixa durabilidade, o que tem sido explicado pela alta variabilidade do fungo.
Racas de Magnaporthe oryzae, inicialmente raras na populacdo do patégeno, mas
compativeis com as novas linhagens resistentes introduzidas sdo rapidamente
selecionadas e se tornam prevalentes, quebrando a resisténcia em poucas safras (Zeigler
et al., 1994). O mesmo padréo pode se repetir para o patossistema trigo-Magnaporthe,
embora a origem dos isolados compativeis com trigo possa ser de outras gramineas

silvestres e ndo do arroz (Ceresini et al., 2011).

O melhoramento genético visando & resisténcia envolve a avaliacdo e selecdo de

plantas com a maior variabilidade genética disponivel, sob niveis uniformes de indculo.
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A intensidade de uma doenca nas plantas varia com as alteraces na frequéncia das
populacbes do patégeno ou das condicBes climaticas. Assim, a avaliagdo da doenca
deve levar em consideragdo tanto o meio ambiente quanto o estaddio de crescimento e
desenvolvimento da planta (Prabhu & Filippi, 2006). No contexto das doencas de
plantas, ensaios do tipo “hot spots” sao instalados em locais com alta variabilidade
natural do patégeno, permitindo captar a maior diversidade da populagdo do patégeno
possivel, tanto no aspecto temporal quanto espacial, assegurando maior estabilidade da

resisténcia genética do hospedeiro.

No patossistema Magnaporthe grisea x trigo até o momento sdo desconhecidos
quaisquer genes de resisténcia vertical a brusone (Trindade, 2006). Além disso, na
grande maioria dos casos, a resisténcia em folhas, néo se correlaciona com a resisténcia
nas espigas de trigo (Arruda et al., 2005). Cruz et al. (2011),encontram alguma relacéo,
mas esta € incompleta: apenas 64% de reacdo de espiga foi explicado pela reacdo de
folha.

A brusone do trigo caracteristicamente tem uma importancia maior a partir do inicio
do florescimento, sendo esse estadio considerado o principal, pois uma vez a doenca
estabelecida nas espigas, sdo maiores 0s impactos na produtividade, levando a producéo

de grdos chochos, de baixo peso especifico ou de espigas sem graos.

Neste trabalho avaliou-se a reacdo de uma colecdo de 147 gendtipos de trigo
hexapléides, incluindo materiais comerciais, linhagens e materiais sintéticos, em
condi¢cdes de campo, em época e local (Cerrado) extremamente favoraveis a doenca

(ensaios tipo hot spot).

MATERIAL & METODOS

Os experimentos foram realizados no campo experimental da Embrapa-Cerrados
(CPAC- Centro de Pesquisa Agropecudria do Cerrado) — Planaltina/DF, entre o periodo
de fevereiro do ano de 2010 a julho de 2011, em sistema de sequeiro, com irrigagdo

suplementar para favorecer a doenca.
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Origem dos gendtipos

Foram testados 147 genOtipos de trigo do Banco de Germoplasma (BAG) da
Embrapa Trigo, sendo 133 cultivares comerciais e linhagens de trigo hexapldide e 14
gendtipos de trigo hexaploide sintéticos. Os gendtipos foram escolhidos favorecendo a

mais ampla diversidade genética possivel.
Delineamento e manejo dos experimentos

Foram realizados dois experimentos para avaliacdo dos genétipos. O primeiro com
época de semeadura em 17 de margo de 2010, e o segundo em 17 de fevereiro de 2011

em sistema de sequeiro, com irrigacao suplementar.

Para cada genotipo testado foram plantadas trés linhas de trés metros cada,
semeando-se 90 sementes/m, cada linha correspondendo a uma parcela. O espagamento
entre linhas foi de 20 centimetros. Os materiais foram separados por ciclo de maturacao.
Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado. A semeadura foi
realizada manualmente e todos os gendétipos foram semeados no mesmo momento.
Utilizou-se para a bordadura a cultivar de trigo Anahuac, considerada altamente

suscetivel a brusone.

A adubacdo de base foi de 400 kg ha™® da formulacdo 4-30-16 + Boro. Foram
realizadas duas aplicacfes iguais de adubacdo de cobertura na dosagem de 80 Kg de
N/ha aos 20 e aos 40 dias ap6s a semeadura. O fungicida propiconazol (Singenta) que
ndo tem acdo sobre a brusone, na dosagem de 0,5 I/ha, foi aplicado com intervalo de 15
dias, até o periodo de formacao de gréos, para controle de outras doencas causadoras de
manchas foliares. Capinas manuais e demais tratos culturais foram realizados de acordo
com a necessidade e o desenvolvimento da cultura. Aplicou-se o herbicida metsulforon-
metil (DuPont), na dosagem de 10g/ia’ha, para controle de plantas invasoras

dicotiledbneas.

A colheita foi realizada manualmente, separando-se as espigas sadias das infectadas,
em sacos de papel devidamente identificados com o nimero da parcela. Foi feita a
contagem do nimero de espigas sadias, infectadas e total de cada parcela. As espigas de
trigo que ndo apresentaram sintomas foram trilhadas mecanicamente e as espigas

doentes foram trilhadas manualmente. Os gréos trilhados foram peneirados e
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posteriormente pesados o0s grdos oriundos das espigas sadias e infectadas, para

estimativa da produgéo.
Sistema de irrigagéo

O sistema de irrigacdo utilizado foi com mangueiras do tipo Santeno Il com
microfuros distribuidos ao longo do comprimento. Este sistema de microfuros garantiu
uniformidade de distribuicdo da &gua ao longo das mangueiras e assegurou O
molhamento superficial das folhas, que combinado com as altas temperaturas
prevalentes nas épocas dos experimentos, proporcionou condi¢bes ideais ao
desenvolvimento da brusone. Nesse sistema ndo teve como objetivo irrigar as plantas

para suprir as necessidades de agua, mas apenas molhamento superficial das plantas.
Avaliacdo dos genotipos quanto a reacdo a brusone

Os materiais foram classificados conforme o numero de dias entre o plantio e
espigamento de 50% das plantas nas parcelas sendo denominados de ciclo curto (até 60
dias), ciclo médio (61 a 75 dias) e ciclo longo (acima de 75 dias), segundo Andrade
(1998), Doto et al. (2001) e Sobrinho et al. (2008).

Os gendtipos foram avaliados para incidéncia de brusone a cada sete dias, a partir do
inicio do espigamento. Em geral, foram realizadas de 6 a 9 avaliacdes conforme o ciclo
de desenvolvimento das plantas, marcando-se as espigas sintomaticas com barbantes de
cores diferentes a cada nova avaliacdo. Por fim, anotou-se o0 numero de espigas

infectadas de cada parcela.

A classificacdo da reacdo de resisténcia dos materiais foi realizado separadamente
nos anos de 2010 e de 2011 segundo a escala arbitraria de Goulart et al. (1991), através
da determinacgéo dos percentuais de espigas com sintomas de brusone ao final do ciclo,
onde: Resistente (R), de 1 a 5%; Moderadamente Resistente (MR), de 6 a 25%;
Moderadamente Suscetivel (MS) ,de 26 a 50%; Suscetivel (S), de 51 a 75%; e
Altamente Suscetivel (AS), mais de 75% das espigas com sintomas. A incidéncia (1) em
porcentagem de doenca foi dada pela equacao: | = (Nei/ Net) x 100, onde Nei=numeros

de espigas infectadas; Net= numero total de espigas.
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Determinacéo das perdas da producgéo

As perdas (P) foram determinadas de acordo com os calculos propostos por Goulart
(2004) através da diferenca entre o rendimento potencial (RP) e o rendimento realmente

obtido (RR), pelas seguintes formulas:
RP = (Pges/Nes) x Net

RR = Pges + Pgei

P = RP-RR

Onde, Pges = peso total de grdos de espigas sadias (g/m?); Nes = nimero total de
espigas sadias/ m?; Net = nimero total de espigas; Pgei = peso total de grios de espigas
infectadas/m?, sendo os valores finais extrapolados para kg/ha. Considerou-se como
perda a reducdo na quantidade de grdos. Para melhor compreensdo das relacGes entre

incidéncia e perdas foi também realizada a analise de regressao entre estas variaveis.
Analise estatistica

Por se tratar de um grande conjunto de gen6tipos, uma anélise conjunta dos anos de
2010 e 2011 foi realizada, pelo método hierarquico de agrupamento construido por meio
de uma estrutura “tipo arvore”, representada por dendrograma (anexos). Para
determinacdo dos agrupamentos foi utilizado o algoritmo de hierarquizacdo de Ward
que consiste em um procedimento de agrupamento no qual a medida de similaridade
usada para agrupa-los é calculada como a soma de quadrados. Este método tende a
resultar em agrupamentos de tamanhos aproximadamente iguais devido a sua
minimizacdo de variacdo interna. E cada estadio, combinam-se os dois agrupamentos
que apresentarem menor aumento na soma global de quadrados dentro dos

agrupamentos (Hair et al., 2005).

Em ambos os experimentos foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizados
(DIC) e o programa estatistico Statistical Package for Social Sciences — IBM SPSS
19.0. Empregou-se o teste de Kolmogorov- Smirnov para analise da normalidade dos
dados. Apos agrupamento dos gendtipos, foi avaliada a homogeneidade de variancia e
aplicado a ANOVA. Constatado efeitos dos tratamentos (genétipos), as médias dos

grupos foram comparadas pelo método de Tukey’s-b (P < 0,05).
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RESULTADOS

A classificacdo dos genotipos por ciclo e sua reagdo a brusone, segundo a escala
atribuida de Goulart et al. (1991) estdo apresentada nas Tabelas 1 e 2. Em 2010, 74
gendtipos foram de ciclo curto, 39 de ciclo médio e 25 de ciclo longo (Tabela 2). Em
2011, 80 genotipos foram de ciclo curto, 42 de ciclo médio e 25 de ciclo longo (Tabela
1).

No experimento de 2011 a incidéncia de brusone foi muito maior que em 2010, e
separou melhor os genotipos em relacdo a reacdo de resisténcia. Em 2011, 147
gendtipos foram classificados como AS, S, MS, MR e R, enquanto em 2010, as
porcentagem méaximas de incidéncia da brusone nas espigas foram de 17,78%
inviabilizando a distribuicdo dos gendtipos nas classes de Goulart et al (1991). A
aplicacdo do algoritmo de Ward permitiu a separacdo dos genotipos em 3 ou 4 grupos,
com diferengas significativas na comparacdo de médias desses grupos (P < 0,05),

principalmente em 2011.
Reacdo dos gendtipos a brusone em 2011

Em 2011, as temperaturas amenas combinadas com alta umidade e precipitacao até
os 70 dias ap0s o plantio (Figura 5A) predispuseram a ocorréncia de niveis severos da
brusone em espigas de trigo. Nesse ano, cerca de 5 % dos genétipos apresentaram
algum nivel de resisténcia ou tolerdncia a brusone do trigo, enquanto a maioria foi

muito suscetivel.

Oitenta materiais de trigo foram classificados como de ciclo curto (espigamento entre
40 e 60 dias), 42 materiais como ciclo médio (entre 61 e 75 dias) e 25 materiais como
ciclo longo (acima de 75 dias). Esses genotipos foram classificados quanto a reacdo de
resisténcia segundo Goulart et al. (1991) e também foram separados em quatro grupos,

conforme a incidéncia nas espigas de trigo pelo método de Ward (Tabela 1).

A Figura 1 mostra a separacdo de medias dos grupos de resisténcia para materiais de
ciclo curto, segundo o método de Ward. Dentre os materiais de ciclo curto, os grupos 1
e 2, compostos por 38 e 14 genOtipos respectivamente, reinem os gendtipos altamente
suscetiveis (AS) a brusone, com incidéncia média entre 79,6 % e 97,9 %. No grupo 3,

composto por 15 gendtipos, encontram-se aqueles que apresentaram incidéncia média
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de 58,8 %, sendo 14 gendtipos caracterizados como suscetiveis (S) e o genotipo
mexicano Siete Cerros, com incidéncia de 46,1 %, caracterizado como moderadamente
suscetivel (MS). E por fim o grupo 4, com 13 geno6tipos, apresentou as menores
incidéncias (média de 23,9 %) incluindo gendtipos moderadamente resistente (MR).
Dentro desse grupo os gendtipos BRS 179 e 307 apresentaram as menores incidéncias
de brusone nas espigas, com 7,2 % e 7,6 % respectivamente e sdo promissoras fontes de
resisténcia para o melhoramento do trigo visando resisténcia a Magnaporthe grisea
(Tabela 1, Figura 1).

Quarenta e dois genotipos foram classificados de ciclo médio desenvolvimento. O
agrupamento desses materiais quanto a reacdo a brusone (P < 0,05) se encontra na
Figura 2. Dentre os materiais de ciclo médio o grupo 1 reuniu sete genotipos, com
incidéncia média de 95,9 %, todos classificados como altamente suscetivel (AS). O
grupo 2, com nove gendtipos consiste 0s materiais que apresentaram reacdes suscetiveis
(S) e altamente suscetiveis (AS), com incidéncia média nas espigas de 76,5 %. O grupo
3 compreende onze genotipos com reacdo de suscetibilidade (S) e moderadamente
suscetivel (MS), com incidéncia média de 51,4 % de brusone nas espigas. Alguns
gendtipos deste grupo apresentaram reacdes MS, tais como Castigo (46%); 302 (44,7
%); Patriarca (41,6 %) e Peladinho (48,0 %). O grupo 4 reuniu 0os genétipos que
apresentaram os menores indices percentuais de brusone nas espigas, caracterizados nas
classes MR e R, com destaque para Jesuita (1,1 %); Melchior (4,6 %); Safira (3,8 %) e 0
trigo sintético CASW94Y000116S (0,7 %). Os demais gendtipos do grupo 4 foram

considerados moderedamente resistentes (MR) (Tabela 1, Figura 2).

Os vinte e cinco materiais que apresentaram ciclo longo de desenvolvimento foram
separados em apenas 3 grupos quanto a incidéncia de brusone (P < 0,05). No grupo 1
apresentou as maiores incidéncias, com média de 94,3 % e todos os gendtipos foram
considerados altamente suscetiveis (AS). No grupo 2, com incidéncia-média de 69,8 %,
todos os genotipos foram classificados como S. O grupo 3, representado por 18
gendtipos, foi o que apresentou 0os menores valores de incidéncia, com média de 15,5 %
(Figura 3). Este grupo incluiu o genétipo Karim, representado no grafico como um
outlier isto porque esse genotipo apresentou maior valor de incidéncia dentro desse
grupo com 40,0 %, valor discrepante ao ser comparado com os demais gendtipos. Ainda
assim obteve-se normalidade entre os dados. No grupo 3, encontra-se 0 genotipo
Trintecinco com 3,0 % de incidéncia apresentando reagdo de resisténcia (R). Os demais
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gendtipos apresentados dentro desse grupo apresentaram reacdo moderadamente

suscetivel (MS) a brusone (Tabela 1, Figura 3).
Correlacdo entre incidéncia e perdas

A relacdo entre a incidéncia e perdas ocasionada pela brusone, foi estudada
independentemente para os genotipos de ciclo curto, médio e longo, através de modelos
de regresséo linear (Figura 4 A, B, C). A incidéncia da brusone da espiga foi utilizada
como variavel independente e varidvel de perdas como dependente. Para essa andlise
ndo foram incluidos os materiais de trigo hexaploides sintéticos, pela dificuldade de

trilha-los e, por conseguinte, estimar as perdas.

Entre os gendtipos de ciclo curto 67% das perdas de producdo podem ser atribuidos a
incidéncia da doenca nas espigas (r*=0,6725) explicando que as perdas de producéo
ocorreram principalmente em funcdo da incidéncia da doenca. Por exemplo, os
gendtipos Sonalika, 1AC-24, Bul Bul, Embrapa 22, BR 33 e IAC 5, dentre outros
genotipos inseridos no grupo de alta suscetibilidade, apresentaram 100% de incidéncia
de brusone nas espigas e altos valores de perdas entre 89,2 % e 98,0 % .

Entretanto, nem sempre as maiores incidéncias ocasionaram as maiores perdas. Em
alguns poucos casos, como por exemplo, a linhagem PF 909 (Figura 4A) com
incidéncia média de 78,0 %, apresentou baixas perdas com apenas 1,3 % caracterizando
o material possivelmente tolerante & doenca. O genétipo BH 1146 também foi
considerado tolerante pois teve 64,3 % de incidéncia e apenas 1,6 % de perdas (Figura
4A), diferentemente dos resultados obtidos por Arruda (2005), onde essa mesma
cultivar foi considerado resistente, tanto na fase de plantulas como na fase adulta com,
9,9 % de incidéncia nas espigas. Igarashi & Utiamada (1986), Igarashi (1988), Barros &
Felicio (1988) e Goulart & Paiva (1992) também verificaram baixas percentagens de
espigas infectadas por brusone nesse material. No entanto, embora essa cultivar
apresentasse baixa incidéncia da doenca, seu rendimento de gréos foi inferior aos
obtidos por algumas cultivares que apresentaram maior porcentagem de espigas com
brusone (Goulart & Paiva 1992). Segundo esses autores, o motivo da baixa producdo
estaria condicionada ao acamamento da cultivar, o que ndo foi observado no presente

estudo.
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Para os genotipos de ciclo médio, a relacdo entre os percentuais de incidéncia e
perdas est4 apresentada na Figura 4B com r?= 0,7866. Dentre todos os materiais
destaca-se 0 gen6tipo Africa 43, também com aparente reacéo de tolerancia a brusone,
ja que neste trabalho apresentou alta incidéncia (81,0 %) e baixos percentuais de perdas,

em torno de 13,3 %.

A mais alta correlagdo foi encontrada entre incidéncia da brusone e perdas foi
encontrada nos materiais de ciclo longo (Figura 4 C, r’= 0,9042). Materiais de trigo
hexapldide sintético de ciclo médio e longo ndo foram incluidos nesta regresséo, devido

as dificuldades de trilha-los.

Os altos indices de doenca observados no ano de 2011 podem ser relacionados as
condigBes climéticas extremamente favoraveis ao desenvolvimento de epidemias nesse
ano. Por exemplo, os gendtipos de ciclo curto, que apresentaram 0s maiores niveis de
incidéncia da brusone, no experimento, espigaram entre 40 e 60 dias ap6s o plantio e
tiveram o espigamento coincidente com temperatura média de 22°C e umidade relativa
do ar entre 80 % e 85% (Figura 5A).

Reacdo dos gendtipos a brusone em 2010

Foram avaliados neste ano de 2010, 75 materiais apresentaram ciclo curto, 40
materiais de ciclo médio e 25 gendtipos de ciclo longo de desenvolvimento. A baixa
incidéncia da doenca nas espigas nos mais diversos gendétipos avaliados nesse ano
limitou as possibilidades de comparacdo do desempenho dos genoétipos de trigo quanto

a reacao de resisténcia da brusone nas espigas.

No entanto, mesmo apresentando valores de percentuais de incidéncia baixo, houve
diferencgas significativas entre os gen6tipos de trigo dentro de cada ciclo. No ciclo curto
0s genotipos foram separados em cinco grupos distintos: o grupo 1 representado apenas
por uma Unica cultivar, Maiten Inia, que apresentou indices de incidéncia de 15,07% da
doenga; grupo 2 com 5 gendtipos de 7,5%; grupo 3 com 8 genotipos com 4,36%;
grupo 4 com 20 genotipos de trigo com 2,2%; e por fim o grupo 5 compreendeu 41

gendtipos apresentando incidéncia média de 0,50% (Tabela 2, Figura 6).

Da mesma maneira 0s genotipos com ciclo médio de desenvolvimento foram

separados em cinco grupos: o grupo 1 indicado apenas por Unico gendtipo de trigo, o PF
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93159, que apresentou incidéncia de 17,7%; grupo 2 com 2 genoOtipos apresentando
8,4% de incidéncia média; grupo 3 com 7 gen6tipos com incidéncia média de 4,5%;
grupo 4 com 12 gendtipos com incidéncia média de 2,5%; e por Gltimo grupo 5 com 18

gendtipos com média de incidéncia de 0,58% (Tabela 2, Figura 7).

Para os gendtipos que apresentaram ciclo longo de desenvolvimento, apesar dos
valores baixos de incidéncias mostraram diferencas estatisticas pelo teste de Tukey “s-b
(P<0,05), quatro grupos foram definidos: grupo 1 com 3 gendtipos e 6,21% de
incidéncia; grupo 2 composto por 3 genotipos e média de incidéncia de 3,88%;3 com 10
gendtipos e media de 1,45% e por ultimo o grupo com 9 geno6tipos e média de 0,06%;
(Tabela 2, Figura 8).

No ano de 2010 nédo foi possivel separar os materiais de trigo quanto a reacdo de
resisténcia ou tolerancia a brusone, devido a baixa intensidade de brusone neste ano nas
condi¢cdes naturais de campo, provavelmente em funcdo das condi¢cBes ambientais
prevalentes (Figura 5B) especialmente pela auséncia de precipitacdo ap6s 40 dias apos a

semeadura e menores umidades relativas.

DISCUSSAO

De acordo com Arruda et al. (2005), a selecdo de materiais de trigo com resisténcia a
brusone pode ser realizada através da incidéncia de espigas doentes, pois existe
correlacdo altamente significativa desta com a severidade da doenca. A selecdo de
gendtipos pela estimativa de severidade é dificultada pela necessidade de treinamento e
uniformizacdo de critérios, ao passo que a incidéncia € uma variadvel de mensuragdo

direta, que nédo apresenta essas particularidades (Arruda et al., 2005).

Baseado nas diferengas de comportamento da doenca nos anos de 2010 e 2011
demonstraram importéncia das condi¢des climaticas na ocorréncia de uma epidemia de
brusone, conforme pode ser visto pelos dados climaticos (Figuras 5A, B). Observou-se
que as condicdes de clima prevalentes no ano de 2010 foram desfavoraveis para a
ocorréncia de epidemias da brusone, pois o espigamento dos gendtipos iniciou-se na
segunda quinzena do més de abril, com aproximadamente 40 dias apds a semeadura e

esta época coicidiu com o final do periodo chuvoso e umidade relativa do ar baixa
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(média de 62%), explicando a baixa incidéncia da doenca e a auséncia dos prejuizos no
rendimento da cultura. Contudo, acredita-se que o0 aparecimento da doenga mesmo em

baixa intensidade foi devido ao processo de irrigagdo do experimento.

Diferentemente do ano de 2010, em 2011 a intensidade da doenca foi alta, com base
no parametro da incidéncia. Este fato deve-se ao plantio antecipado dos gendtipos de
trigo no més de fevereiro, o qual coincidiu o inicio do espigamento com as épocas
favoraveis do desenvolvimento da brusone. As plantas espigaram quando as condi¢des
climaticas encontravam-se 6timas para o desenvolvimento da epidemia da doenga, com
temperaturas amenas em torno de 22°C e umidade relativa do ar entre 88% e 83% nas
condigcdes de campo, justificando a elevada percentagem de espigas com brusone
(Goulart et al., 2007). Além das condicGes climaticas favoraveis, a associa¢do do fungo
com outras gramineas como hospedeiras explica a ocorréncia irregular e aos surtos

esporadicos da doenga no campo (Fernandes, 2011).

Desta maneira, a baixa ocorréncia da doenga nos materiais no ano de 2010 pode ser
considerado resultado de escapes. De acordo com Prabhu & Morais (1993) a planta néo
pode ser considerada resistente com base na auséncia de sintomas se as condicGes
ambientais sdo desfavoraveis. Para reducdo de perdas por brusone, Mehta et al. (1992),
recomendam plantio ap6s o dia 10 de abril no cone Sul do continente sulamericano.
Esta estratégia permite que o florescimento da planta ocorra quando o ambiente é mais
seco e ndo sdo favoravel ao desenvolvimento da brusone, evitando de fato a infec¢édo

precoce das espigas de trigo (Urashima, 2004).

Os resultados dos experimentos, avaliados em conjunto, permitiram identificar fontes
de resisténcia em uma amostra representativa do germoplasma de Triticum aestivum. A
ocorréncia de resisténcia foi mais rara entre 0s materiais precoces e mais frequente entre
0s materiais de ciclo médio e longo. No experimento de 2011 cerca de 16% dos
gendtipos de ciclo curto (grupo 4 - Tabela 1 e Figura 1) apresentaram reacdo MR
destacando-se os gendtipos 307, possiveis fontes de resisténcia em programas de
melhoramento. Entretanto, neste trabalho alguns materiais pareceram exibir resisténcia
de alto efeito, semelhantes a resisténcia vertical (sensu VanderPlank, 1963), com
incidéncias menores que 5 %, tais como 0s gendtipos Melchior, Safira, Jesuita,
CASW94Y00116S (ciclo medio) e Trintecinco (ciclo longo). Esses materiais
representam cerca de 3 % do total de 147 gendtipos avaliados. Resultados semelhantes
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também foram relatados por Peterson et al. (2011), analisando uma colecdo de 200
genotipos de trigo encontrou apenas 3% dos materiais com fontes de resisténcia de
interesse para 0 melhoramento, dos quais 3 cultivares apresentaram menos de 4% de
infeccdo e 3 materiais com menos de 10% de infeccdo a brusone. Também Cruz et al.
(2011) verificando o comportamento de 72 cultivares de trigo, encontraram seis
cultivares de trigo com reacgdo de resisténcia a brusone do trigo, dos quais apenas uma
cultivar apresentou menos de 1% de infeccdo e 5 cultivares apresentaram 2,5% de
infeccdo de brusone nas espigas, correspondendo a 8% do total das cultivares estudadas.
Diante desses resultados verificamos que a distribuicdo de fontes de resisténcia e
tolardncia a brusone no banco de germoplasma do trigo é rara, bem como o0s materiais
tolerantes também sdo raros no banco de germoplasma. Nas Figuras 9 A, B e C esta
apresentado o ‘continuum’ de reacdo a brusone observados nos genétipos de ciclo curto,
médio e longo no ano de 2011, indicando que a resisténcia identificada neste estudo é de
natureza poligénica, compativel com a resisténcia horizontal (sensu VanderPlank,1963).
Logo, graus intermediarios de incidéncia podem representar niveis de resisténcia
horizontal (Santos et al., 2002).

Até o momento a resisténcia vertical no patossistema trigo x Magnaporthe grisea,
ainda ndo foi encontrada embora haja relatos de cultivares que apresentam resisténcia
parcial a doenca (Trindade et al., 2006). A resisténcia horizontal, dada pelo conjunto de
genes menores, pode desempenhar um importante papel na manutencdo de niveis
aceitaveis de doenca em condi¢des de campo. A combinacdo entre os tipos de
resisténcia vertical e horizontal seria uma estratégia para aumentar a vida util das

futuras linhagens de melhoramento para resisténcia a brusone do trigo.

Embora os resultados no presente trabalho sejam positivo, 0s materiais mais
promissores devem ser testados em outras regides, para maior validacdo da reacdo de
resisténcia a moderadamente resistente, pois sabe-se que sob condi¢des naturais de
campo a resisténcia de um determinado genoétipo de trigo em uma regido geogréafica

nem sempre se confirma em outras regides (Maciel et al., 2008).

Dificuldade em se obter cultivares com alta com alta resisténcia a essa doenca esta de
acordo com as hipéteses levantadas por Urashima & Kato (1994), que seria devido a
homogeneidade de germoplasma de trigo cultivado no mundo para esta nova doenca e
associada ao amplo espectro de variabilidade da patogenicidade dos isolados de fungo
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causadores de brusone no trigo. A diversidade de viruléncia de isolados também
explicaria porque algumas cultivares resistentes em estudos anteriores se comportaram

como suscetiveis nestes ensaios hot spot.

Os materiais que aparecem como outiliers nas Figuras 4 A e B como BH1146,
PF909 (ambos de ciclo curto) e Africa 43(ciclo médio), apresentaram altas incidéncias
com baixas perdas de producgdo, parecem reunir caracteristicas de tolerancia a brusone.
Segundo Goulart (2007; 2005a), essa relacdo pode ser explicada pelo momento de
infecccdo da espiga, sendo maiores 0s danos quando a infecgdo ocorre na epoca de
formacgdo dos grdos (infeccdo precoce), incluindo infeccdo durante o florescimento,
antes mesmo da fecundagdo do 6vulo. De maneira inversa, quanto mais tardia for a

infeccdo menores serdo os danos.

Considerando-se estes aspectos, € dificil dizer quanto uma planta poderia tolerar uma
doenca, sem sofrer perdas significativas na produtividade, sendo que a intensidade da
perda na producdo é determinada, geralmente, pela época em que ocorre a infec¢do e
pelo érgdo afetado na planta (Goulart 2005 b; 2005c).

Quanto a reacdo imune, os resultados aqui obtidos concordaram com anteriores,
mostrando que até o presente momento ndo se dispde de materiais de trigo imunes a
doenca (Goulart et al., 1991; Urashima & Kato 1994; Urashima et al., 1999; Urashima
et al., 2004; Arruda et al.,2005; Cruz et al., 2010).

Em geral conjuntos de estratégias de medidas devem ser adotadas durante a
conducdo da lavoura de trigo. As informacdes relatadas neste trabalho levam ao
produtor o conhecimento das cultivares de trigo que apresentaram reacdo de resisténcia
conhecida, possibilitando entdo a escolha de materiais adequados a adocdo de um

manejo integrado e sustentavel de producéo.

Os resultados aqui relatados demonstram a importancia que o trabalho de selecédo de
genotipos seja conduzido em regides e épocas de clima favoravel ao processo de
epidemia da doenca e de grande diversidade natural do patogeno (hot spots), conforme

verificado nestes ensaios, especialmente em 2011.

Conclui-se que dos 147 genotipos de trigo avaliados em condi¢des de campo,

somente cinco genOtipos a saber: Jesuita, Melchior, Safira, Trintecinco e o trigo
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hexaploide sintético CASW94Y000116S mostraram reacdo de resisténcia a brusone.
Trés outros gendtipos, PF909, BH 1146 e Africa 43 mostraram tolerancia a brusone.
Contudo o pequeno nimero de genotipos que sobressairam durante a conducdo dos
ensaios indica que no germoplasma de Triticum aestivum é relativamente pobre em

fontes de resisténcia para o programa de melhoramento genético contra a brusone.
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Tabela 1: Agrupamentos dos genoétipos de trigo avaliados no ensaio de 2011, quanto a incidéncia de
brusone causada por Pyricularia grisea em funcdo da época de espigamento como ciclo curto, ciclo
médio e ciclo longo e agrupamento de acordo com os niveis médios de incidéncia de brusone nas espigas
de trigo.

Gendtipos

Ciclo Curto

Agrupamento segundo nivel de incidéncia na espiga pelo método de Ward e
Clasificagdo segundo Goulart et al. (1991)

(média :l 97,6%) (média 3 79,6%) (média S 58,8%) (média : 23,9%)

Sonalika AS INIA F66 AS CASS03GH00084S** S M6 Sinthetic** MR
Precoz Parana Inta  AS Chhoti Lerma AS Embrapa 10 S BRS 207 MS
Pampeano Inta AS PF 909 AS Anahuac 75 S T 50130 MR
Huanca AS  Lagoa Vermelha  AS BH 1146 S Embrapa 40 MR
Morocco AS Trigo BR 24 AS Giza S BRS 208 MS
W 185 AS PF 92482 AS Trigo BR 18 S Embrapa 27 MS
MGS1 Alianca AS Ruminahui AS Hartog S IPF 71349 MR
Bul Bul AS Janz AS Siete Cerros MS PF 990606 MR
Embrapa 22 AS PF 022203 AS Tota 63 S Onix MS
LR 12 (RL6011) AS PF 980354 AS Londrina S PF 020458 MR
Trigo BR 33 AS IPR 85 AS BRS Louro S BRS 179 MR
ANGAS AS BRS 49 AS PAT 7392 S CNT 10 MS
BRS Guamirim AS Menceki S Trigo BR 32 S 307* MR

Gigas 1381 AS PF 030019 S PF 0237 S -

IAC 24 AS - Brilhante S -

PF 87849 AS - - -

IAC5 AS - - -

PF 89326 AS - - -

Cailloux AS - - -

Embrapa 42 AS - - -

PF 9127 AS - - -

PF 92393 AS - - -

CD 105 AS - - -

Cruza 0454 AS - - -

IAS 20 AS - - -

Karamu AS - - -

PF 980270 AS - - -

PF 815299 AS - - -

Trigo BR 35 AS - - -
BRS Timbatva AS - - -

Maiten Inia AS - - -
RS - 1 Fenix AS - - -
PF 781198 AS - - -
PF 010255 AS - - -
PF 0262* AS - - -
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Jacui AS - - -
303* AS - - -
Ning 84 N 1406 AS - - -

Ciclo Médio
1 2 3 4
(média =95,9%) (média = 76,5%) (média = 51,4%) (média = 13,82)
BRS 194 AS Africa 43 AS CASW94Y00065S** S BRS 220 MR
BRS Comboatd AS Agatha AS Castico MS BRS Angico MR
Colbnias AS BRS Guabiju S Colonista S CASWO00GHO00065S** MR
PF 010161 AS CASW94Y00064S** S Fundacep 30 S CASW94Y(00063S** MR
PF 040183 AS CEP 24 AS G 1179-37 S CASW94Y00116S** R
PF 93157 AS Kenya Farmer S Patriarca MS  CIGM89.559-1B** MR
Relin AS OR1 AS Peladinho MS Frontana MR
- PF 93159 S PF 926 S Jesuita R
- Trigo BR 23 AS Toropi S Maya 74 MR
- - Wuhan 3 S Melchior R
- - 302 MS Opata 85 MR
- - - PF 89156 MR
- - - PF 9052 MR
- - - PF 990283 MR
- - - Safira R
Ciclo Longo
1 2 3 4
(média = 94,3%) (média = 69,8%) (média = 15,5%)
Narino 59 AS Cotipord S CASS03GH00077S** MR -
PG1 AS EstanzuelaDorado S CASWO00GHO00019S** MR -
CASS03GH00099S** AS IPR 84 S BRS 177 MR -
Snogg AS - CASW02GH000025** MR -

- - CASW02GH000055** MR -
- - CASW02GH000455** MR -

- Embrapa 16 MR -
- - Frondoso MR -
- - Galego Rapado MR -
- - Granarolo MR -
- - Greece 78310-A-3 MS -
- - Har 604 MR -
- - Karim MR -
- - Klein Lucero MR -
- - Lovrin 13 MR -
- - PF 010069 MR -
- - Shangai MS -
- - Trintecinco R -

* Genotipos de trigo avaliados apenas nos ano de 2011;

** Genotipos de trigo hexaploides sintéticos

64



Tabela 2: Agrupamentos dos genoétipos de trigo avaliados no ensaio de 2011, quanto a incidéncia de
brusone causada por Pyricularia grisea em funcdo da época de espigamento como ciclo curto, ciclo
médio e ciclo longo e agrupamento de acordo com os niveis médios de incidéncia de brusone nas espigas

de trigo.
Genotipos
Ciclo Curto
Agrupamento segundo nivel de incidéncia na espiga pelo método de Ward
1 2 3 4 5
(média = 15,1%) (média = 7,5%) (média = 4,36%) (média = 2,2%) (média = 0,5%)
Maiten Inia Angas Embrapa 42 Anahuac 75 BH 1146
- BRS 208 IAC 24 BRS 179 BRS 49
- CASS03GH00084S** Jacui BRS 207 BR 24
- CD 105 Londrina BRS Guamirim BR 35
- Gigas 1381 PF 781198 BRS Louro BRS Timbalva
- - PF 815299 BR 18 Chhoti Lerma
- - PF 990606 BR 32 CNT 10
- - Siete Cerros BR 33 Cruza 0454
- - - Bul Bul Embrapa 22
- - - Cailloux Embrapa 27
- - - Embrapa 10 Embrapa 40
- - - Hartog Giza
- - - Janz Huanca
- - - Karamu IAC5
- - - Menceki IAS 20
- - - Ning 84 N 1406 INIA F66
- - - PF 030019 IPF 71349
- - - PF 87849 IPR 85
- - - PF 9127 Lagoa Vermelha
- - - Ruminahui LR 12 (RL 6011)

M6 Sinthetic**
MGS1 Alianca
Morocco
Onix
Pampeano Inta
PAT 7392
PF 010255
PF 020458
PF 022203
PF 89326
PF 909
PF 92393
PF 92482
PF 980270
PF 980354
Precoz Pr Inta
RS - 1 Fenix
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Sonalika

- - - - T 50130
- - - - Tota 63
- - - - W 185
Ciclo Médio
1 2 3 4 5
(média = 17,7%) (média = 8,4%) (média = 4,5% (média = 2,5%) (média = 0,58%)
PF 93159 PF 010161 Agatha CIGM89.559-1B** Africa 43
- PF 990283 BRS Comboatd BRS 194 BRS Angico
- - BR 23 BRS 220 Castico
- - G 1179-37 BRS Guabiju CASWO00GH000655**
- - Kenya Farmer CEP 24 CASW94Y00063S**
- - PF 040183 Fundacep 30 CASW94Y00064S**
- - PF 93157 Jesuita CASW94Y000655**
- - - Opata 85 CASW94Y00116S**
- - - OR1 Colbnias
- - - Peladinho Colonista
- - - PF 9052 Frontana
- - - Wuhan 3 Maya 74
- - - - Melchior
- - - - Patriarca
- - - - PF 89156
- - - - PF 926
- - - - Relin
- - - - Toropi
Ciclo Longo
1 2 3 4 5
(média = 6,21%) (Média = 1,45%) (média = 3,88%) (média = 0,63%) -
Karim BRS 177 CASWO02GH000455** CASWO02GH00005S** -
Har 604 CASS03GHO00077S** Embrapa 16 Cotipora -
Greece 78310-A-3 CASS03GH00099S** IPR 84 Frondoso -
- CASW00GH00019S** Galego Rapado -
- CASWO02GH00002S** - Narino 59 -
- Estanzuela Dorado - PF 010069 -
- Granarolo - PG 1 -
- Klein Lucero - Snogg -
- Lovrin 13 - Trintecinco -
- Shangai - - -

** Genotipos de trigo hexaploides sintéticos.
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Figura 1: Intervalo de confianga (P<0,05) das médias de incidéncia da brusone nas paniculas de trigo
pertencente ao ciclo de desenvolvimento curto e grupos de reagdo de resisténcia a brusone. As caixas no
grafico correspondem a distribuicdo dos valores de incidéncia onde, dentro caixa, tem-se os valores, € a
linha horizontal é a média da incidéncia.
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Figura 2: Intervalo de confianga (P<0,05) das médias de incidéncia da brusone nas paniculas de trigo
pertencente ao ciclo de desenvolvimento médio e grupos de reacdo de resisténcia a brusone. As caixas no
grafico correspondem & distribuicdo dos valores de incidéncia onde, dentro caixa, tem-se os valores, € a

linha horizontal é a média da incidéncia.
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Figura 3: Intervalo de confianca (P<0,05) das médias de incidéncia da brusone nas paniculas de trigo

pertencente ao ciclo de desenvolvimento longo e grupos de reacdo a brusone. As caixas no gréfico
correspondem & distribuicdo dos valores de incidéncia onde, dentro caixa, tem-se os valores, e a linha

horizontal é a média da incidéncia.
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pertencente ao ciclo de desenvolvimento curto do ano de 2010. As caixas no grafico correspondem a
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Figura 7: Intervalo de confianga (P<0,05) das médias de incidéncia da brusone nas paniculas de trigo
pertencente ao ciclo de desenvolvimento médio do ano de 2010. As caixas no gréfico correspondem a
distribuicdo dos valores de incidéncia onde, dentro caixa, tem-se 0s valores, e a linha horizontal é a média
da incidéncia.
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Genotipos de trigo
Figura 9: “Continuum” reagdes de trigo frente a brusone no ano de 2011. (A) Gendtipos compreendidos

por ciclo curto. (B) Genétipos compreendidos por ciclo médio e; (C) Gendtipos de ciclo longo.
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ANEXO -1 Dendrogramas

Analise Hierdrquica em Clusfers —Ciclo Curto 2011
Dendrogram a utilizando o algoritm o de Ward
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Andlise Hierdrguica em Clusfers — Ciclo Médio 2011
Dendrogram a utilizando o algoritm o de Ward
Escala de Distancia

2 : 3 y ?

BRS Comboata 18—
Relin 38—
BRS 194 12—
PF 010161 6

PF 93157 15—
PF 040183 1M
Colbmas 39—
Tngo BR 23 16—
AFRICA 43 35—
Agatha 24—
OR1 10—
CEP 24 25

BRS Guabjju 13
Kenya Famer 28—
CASWOAYD00S4S 11—
PF 93159 33
Castico 19—
302 37
Peladinho 5
Patnarca 14—
PF 926 20

Torops 42—
Wuhan 3 23—
Colomusta 40
G 1179-37 271
CASWOIYD0065S 21—
Fundacep 30 26—
Frontana 9
BRS Angico 17—
CASWUDOGHO00065S 34—
BRS 220 8
CASWDAYDO0116S 22—
Jesuata 41—
Melchior 30—
Safira 36

Maya 74 29—
PF 89156 31—
CIGMS9.559-1B 3
PF 9052 32—
CASWOIYD0063S 4
Opata 85 7
PF 990283 21—




Andlise Hierdrquica em Clusters —Ciclo Longo 2011
Dendrograma utilizando o algoritm o de Ward
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Andlise Hierdrquica em Clusfers —Ciclo Longo 2010
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Avaliacao de fungicidas sintéticos, resisténcia parcial e produtos alternativos
para o manejo da brusone do trigo
RESUMO

Quatro experimentos foram instalados em campo com o objetivo de verificar a
eficiéncia de fungicidas sintéticos, resisténcia genética parcial e métodos alternativos de
controle da brusone do trigo. Dois experimentos, andlogos e repetidos em dezembro de
2010 e fevereiro de 2011, visaram o exame do efeito de aplicacdes de silicato em duas
cultivares de trigo com diferentes niveis de resisténcia de campo a brusone, BRS 264
(Altamente Suscetivel) e BR-18 Terena (Moderadamente Resistente), com 0s seguintes
tratamentos: silicato de Ca e Mg via sulco de plantio (300 kg ha™); silicato de Ca e Mg
a lanco sobre o solo ap6s a semeadura (1 ton ha); aplicagdo foliar de silicio na forma
de argila silicatada (30 g L™) e testemunha sem aplicacdo de silicio. Os ensaios foram
conduzidos em arranjo fatorial (2 X 4) e delineamento experimental de blocos ao acaso,
com quatro repeticbes. Foram determinadas a incidéncia (percentagem de espigas
infectadas por Pyricularia grisea) e a severidade da brusone (utilizando uma escala de
notas). Dois outros experimentos, analogos e instalados nas mesmas épocas descritas
acima, examinaram o efeito de aplicacdo de fosfito de potéssio e fungicidas quimicos no
controle da doenca na cv. BR-264, com os seguintes tratamentos: fosfito de K (100 ml
100 L™); epoxinazol + piraclostrobina (700 ml ha), tebuconazol (600 ml ha),
tebuconazol + trifloxistrobina (750 ml ha™) e testemunha néo pulverizada. No ano de
2010 a intensidade média da doenca foi bastante inferior a observada em 2011, tanto
para 0 ensaio de Si quanto para o de fungicidas quimicos. Nos experimentos de
silicatos, a cv. BR-18 apresentou menor incidéncia da brusone em 2010 e menor
severidade em 2011. Em 2010, foi encontrada interacdo significativa entre Si e
gendtipos para incidéncia de brusone (p < 0,05) e apenas BRS 264 apresentou
significativa reducdo da incidéncia com aplicagdes de Si no sulco ou via foliar. Quanto
a severidade em 2010, ndo se encontrou interagdo Si X genotipos e as menores médias
foram observadas com Si aplicado via sulco e via foliar. No ano de 2011 ndo houve
interacdo significativa (p > 0,05) entre gendtipos e Si, nem diferencas significativas para
incidéncia da brusone, porém a aplicacdo de Si via foliar resultou em menor severidade
em BRS-264. Com relacdo ao uso de fosfito e de fungicidas, em 2010, todos os

tratamentos apresentaram controle superior a testemunha (p < 0,05) tanto para
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incidéncia quanto para severidade. Em 2011, a aplicacdo de fosfito resultou em resposta
intermediéria, ndo se distinguindo dos tratamentos fungicidas nem da testemunha (p >
0,05). Em média, os fungicidas apresentaram apenas 34 % de controle da brusone. Os
resultados de dois anos de testes de campo, com condicdes varidveis de pressdo da
doenca, utilizando genotipos de trigo com diferentes reacdes a brusone indicam que
varias alternativas apresentam efeitos parciais de controle. Em geral, a cv. BR-18
apresentou menores intensidades da doenca enquanto que a cv. BRS-264 respondeu
melhor ao efeito indutor de resisténcia do Si. Entretanto, nenhum método, isoladamente,
apresentou resultados eficientes. Em concluséo, o controle atual da brusone do trigo no
Cerrado necessita da integragdo combinada de vérias alternativas para o eficiente
manejo da doenca.

Management of wheat blast with synthetic fungicides, partial resistance, and

alternative products
ABSTRACT

Four field experiments were carried out to verify the efficiency of synthetic
fungicides, partial genetic resistance and alternative products for the management of
wheat blast. Two similar experiments, replicated in December 2010 and February 2011,
sought to exam the effect of silicate mineral applications in two wheat cultivars with
different levels of resistance to blast, BR 264 (Highly Susceptible) and BR-18 Terena
(Moderately Resistant), with the following treatments: Ca and Mg silicate applied in the
plant furrow (300 kg ha™); Ca and Mg silicate scattered over the soil after planting (1
ton ha™); Foliar silicate clay application (30 g L™), and non-treated control. Each assay
was conducted as a 2 X 4 factorial in a Randomized Complete Block Design, with four
replicates. Blast incidence (percentage of ears infected by Pyricularia grisea) and
severity (with aid of a rating scale) were scored. Two other similar experiments were
conducted at the same periods described above, for examining the effect of potassium
phosphite and synthetic fungicides for the control of wheat blast on cv. BR-264, with
the following treatments: K phosphite (100 ml 100 L™), epoxinazole + piraclostrobin
(700 ml ha), tebuconazole (600 ml ha™); tebuconazole + trifloxistrobin (750 ml ha™)

and non-treated control. In 2010, overall disease intensity was much lower than in 2011,
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both for the silicate and the synthetic fungicides assays. In the silicate efficiency
experiments, cv. BR-18 had significantly lower blast incidence in 2010 and significantly
lower severity in 2011. In 2010, a significant Si X genotype interaction was found for
incidence (p < 0.05), and incidence of wheat blast was only reduced in BRS 264 with
leaf or furrow Si applications. There was no Si X genotype interaction for severity in
2010, but lower blast severities were found with furrow and leaf Si applications. In
2011 no significant (p > 0.05) Si X genotype interactions were found and treatments did
not differ with respect to blast incidence. However, foliar Si applications reduced
disease severity in BRS-264. In the fungicide and phosphite experiment, in 2010 all
treatments reduced disease levels compared to the untreated control (p < 0.05), both for
incidence as well as for severity. In 2011, K phosphite application resulted in an
intermediate response, not significantly different from the untreated control neither from
the fungicide treatments (p > 0.05). Fungicide treatments showed an average of 34 % of
blast control. Results of two years of field studies carried out in conditions of varying
disease pressure, including wheat genotypes of different disease reactions indicate that
several control methods have partial effects on wheat blight. Cultivar. BR-18 had
consistent lower disease levels, while cv. BRS-264 generally responded better to the
resistance induced by silicon applications. However, no disease control routine, when
applied isolated, resulted in sufficient control. We conclude that present control of
wheat blast in the Brazilian Mid-West necessitates the combined integration of several

alternatives for the efficient disease management. seem

INTRODUCAO

A brusone do trigo (Magnaporthe grisea (Cook) Sacc., anamorfo: Pyricularia grisea
(Hebert) Barr.) mostra maior importancia nas regifes de expansdo agricola do Brasil
Central, ocasionando elevadas perdas no rendimento de gréos (Goulart, 2004). A doenca
foi encontrada pela primeira vez no estado do Parana, em 1985 e hoje esta presente em
todas as areas de cultivo de trigo do Brasil, Argentina, Bolivia e Paraguai (Fernandes &
Pavan, 2011; Cabrera & Gutiérrez, 2007). Os sintomas mais caracteristicos ocorrem nas
espigas, devido a infeccdo do patdgeno na raquis, onde se observa lesdo de coloragédo
negra brilhante com formato irregular. Posteriormente as lesdes evoluem juntamente

com abundante frutificagdo do fungo, impedindo a translocacdo da &gua e dos

82



nutrientes, € como consequéncia, o branqueamento parcial ou total da espiga
imediatamente acima da lesdo, que inviabiliza o enchimento dos gréos tornando-0s
inutilizaveis tanto para comercializacdo, quanto para utilizacdo humana (Cruz et al.,
2009; lgarashi, 1988; Igarashi & Balan, 2004; Espinoza & Shohara, 2003).

Dependendo das condic¢des climaticas predominantes em uma determinada regido, a
intensidade dessa doenca varia de ano para ano (Picinini & Fernandes, 1989). Nos anos
em que ha excesso de chuvas associado a altas temperaturas e elevada umidade,
coincidindo com o estadio fenologico de florescimento da planta suscetivel no tempo,
constata-se o rapido progresso da epidemia, que pode constituir um fator limitante ao
cultivo do trigo (Paes, 2010; Alves & Fernandes, 2006). Segundo Igarashi (1988),
Goulart & Paiva (1991), Moreira et al. (2006) e Marchioro & Franco (2010), o controle
da brusone do trigo deve ser realizado através de um conjunto de medidas, destacando-
se 0 uso de cultivares com melhor nivel de resisténcia, a eliminacdo de plantas
hospedeiras, uso de sementes livres do patdgeno, o tratamento quimico das sementes,
escolha da época de semeadura mais adequada e, por fim, pelo controle quimico.
Entretanto, ha necessidade de conduzir estudos visando determinar a eficiéncia de
fungicidas, para seu emprego de forma racional, eficiente e econébmica (Goulart et al
1996).

Deve-se ainda evitar favorecer o surgimento de resisténcia de fungos a fungicidas,
especialmente em se tratando de Magnaporthe, que é reconhecidamente um patdgeno
com alto risco para resisténcia a fungicidas em arroz (Oryza sativa). A resisténcia a
fungicidas esta atribuida a fatores relativos ao fungo, ao fungicida e ao modo como este
é utilizado. Em relacdo ao fungo, quanto maior sua variabilidade genética inerente a
uma determinada espécie, tanto maior serd a possibilidade de surgirem mutantes
resistentes. Quanto aos fungicidas, o risco de surgimento de resisténcia € proporcional a
especificidade do modo de acdo do fungicida, e fungicidas sisttmicos, mais especificos
e seletivos, sdo mais predispostos a induzirem resisténcia. E por fim, a resisténcia esta
ligada ao uso do principio ativo: quanto mais generalizado o uso de um determinado
fungicida, mais frequente o nimero de aplica¢cdes e menor o intervalo entre as mesmas,
tanto maior é o risco de resisténcia (Reis & Forcelini, 1994). A aplicacdo continua, tanto
no tempo como no espaco, de um determinado fungicida, ou de produtos com principios
ativos que apresentam resisténcia cruzada, aumentara as chances de desenvolvimento de
resisténcia. Desse modo, aplicacdes repetidas e desnecessarias devem ser evitadas, tanto
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como estratégias anti-resisténcia, como por razdes econémicas e ambientais (Ghini &
Kimati 2000).

Desta forma, a incorporacdo de outras medidas de controle da brusone,
complementares ao uso de fungicidas, desfavorece a pressao de selecdo para resisténcia
na populacdo do patogeno e favorece a sustentabilidade do sistema de producdo. Desta
forma, medidas de controle ndo convencionais podem ser integradas ao controle, como
a utilizacdo de produtos alternativos que estdo disponiveis no mercado, tais como 0s

fosfitos e os silicatados.

Segundo Brackmann et al. (2008) e Reuveni (1997), os fosfitos sao compostos a base
de fosforo, obtidos pela reagdo do &cido fosforoso com hidréxido de potéssio, de sddio
ou de aménio, sendo mais utilizado o hidréxido de potéssio, originando o fosfito de
potassio. Esses compostos sdo facilmente assimilados pelas células das folhas e pelas
raizes, além de apresentarem elevada mobilidade no interior da planta. Os fosfitos sao
comercializados, por exemplo, na forma de etil fosfonato (Fosetyl-Al). Quando aplicado
na planta ou no solo Fosetyl-Al é degradado a fosfito (HPOs*) e apresenta alta atividade
fungicida in planta, conduzido via xilema e floema (Fenn & Coffey, 1989; Boneti &
Katsurayama, 2005). Atualmente é indicado para o controle dos fungos do género
Phytophthora e dos fungos causadores de podriddes do colo, raiz, tronco e frutos, e tem
demonstrado efeitos de inducdo de resisténcia nas plantas contra fungos fitopatogénicos
(Lovatt & Mikkelsen, 2006; McDonald et al., 2001; Forster et al., 1998). Diversos
trabalhos relatam bons resultados de controle como por exemplo, o controle do mildio
(Plasmopara viticola) da videira (Peruch & Bruna, 2008); da sarna (Venturia
inaequalis) da macieira (Aradjo et al., 2008) . Em podriddo pds colheita
(Colletotrichum gloeosporioides) em frutos de goiaba (Ferraz, 2010) e podriddo do pé
(Phytophtora palmivora) e variola (Asperisporium caricae) do mamoeiro (Dianese et al.
2007, 2008).

Outra alternativa de controle ndo convencional inclui o uso do silicio (Si), 0 que vem
sendo bastante difundido no pais, especialmente para gramineas, como o arroz. Doencas
economicamente importantes do arroz, tais como a brusone, a queima das bainha e a
mancha parda, além da antracnose do sorgo tém sido eficientemente controladas pelo
fornecimento de silicio as plantas (Datnoff et al., 2007; Resende et al., 2009). O silicio

quando absorvido pelas plantas provoca efeitos positivos na fisiologia e estrutura fisica
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vegetal. Um dos mecanismos de acdo mais aceitos € pela acumulacgéo e deposicao de Si
logo abaixo da cuticula das folhas, formando barreira mecénica a penetracao de alguns
patdgenos (Cai et al., 2009). Mas efeitos, incluindo inducdo de resisténcia também séo
conhecidos (Datnoff et al., 2007). Os silicatos sdo aplicados principalmente na forma
solida (p6 ou granulado), mas também podem ser aplicados na forma liquida (via solo
ou foliar) (Korndorfer et al., 2004).

Constata-se atualmente que a expansdo do trigo na regido central do pais esta
fortemente limitada pela ocorréncia da brusone, que ocasiona perdas irreparaveis a
lavoura triticola. Tendo em vista que o seu controle é extremamente dificil, objetiva-se
com esse trabalho verificar a eficiéncia e praticidade agronémica dos fungicidas e
métodos alternativos de controle de brusone do trigo com o uso de silicio e fosfito, em
periodos altamente favoraveis ao desenvolvimento da doenca, em dois cultivares com

graus diferentes de suscetibilidade a doenca.
MATERIAL & METODOS
Area Experimental

O trabalho foi realizado no campo experimental da Embrapa-Cerrados em Planaltina-
DF a partir de indculo naturalmente presente na regido, considerado um “hot spot” para
diversidade de Magnaporthe grisea. O solo predominante da area é um Latossolo-
Vermelho Amarelo, com: pH (4gua) 6; e (em cmol. /dm®): Ca: 2,9; Mg:0,7; K: 0,72;
Na:0,05; Al: 00; Acidez (H+Al): 4,3; (mg /dm®): P:49; B:0,61; Cu:1,36; Fe: 69,2;
Mn:16,7; Zn: 13,4; S: 6,8 e Matéria Organica (MO): 35,40 g/Kg.

Foram realizados dois estudos de campo, independentes, e ambos foram repetidos
nas épocas de plantio de 15 de novembro de 2010 e 17 de fevereiro de 2011, totalizando
guatro ensaios experimentais. Em todos os experimentos as parcelas foram constituidas
de cinco linhas com trés metros de comprimento e espacamento de 0,20 m,
considerando-se como &rea util as trés linhas centrais e eliminando 0,50 m das
extremidades das linhas. A semeadura do trigo foi realizada manualmente, distribuindo-
se 80 sementes por metro linear com 100% de germinagdo. A adubacdo mineral de
plantio foi de 400 kg da formulacdo NPK 4-30-16 + Boro. Foram feita duas aplicacGes
de uréia fertilizante (NH;),CO na dosagem de 180 Kg/ha, aos 25 e 45 dias apos a

emergéncia. Para controle de plantas daninhas invasoras de “folhas largas” foi aplicado
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0 herbicida metsulfurom metilico na dosagem de 3 g ha™, além de duas aplicagdes do
fungicida Propiconazol na dosagem de 750 ml ha™* para o controle de manchas foliares
causados por patdégenos (Bipolaris sorokiniana, Dreschelera tritici-repentis, Puccinia
spp, Septoria tritici, Fusarium graminearum e Blumeria graminis f. sp. tritici) e por fim

o inseticida Lorsban (Cloropirifés) (500ml ha™) para controle de pulgdes e lagartas.

Avaliacéo da eficiéncia de silicatos para 0 manejo da brusone em duas cultivares

de trigo com niveis diferentes de resisténcia a brusone

Para ao estudo da eficiéncia de silicatos sobre a brusone do trigo foi utilizado o
delineamento em blocos ao acaso, em esquema fatorial 2 x 4, com quatro repetices.
Foram testatdos duas cultivares de trigo com diferentes reacdes a brusone, BRS 264
(Altamente Suscetivel, AS) e BR18- Terena (Moderadamente Resistente, MR) e trés
métodos de aplicacdo de silicio: aplicacdo de silicato de Célcio e Magnésio via sulco de
plantio (300 kg ha™); silicato de Célcio e Magnésio lancado superficialmente no solo
ap6s a semeadura (1 tonelada ha); aplicacdo foliar de silicio na forma de argila
silicatada (marca comercial Rocksil) (30g L™) e uma testemunha sem aplicacdo de
silicio. O silicato de Ca e Mg utilizado no experimento apresenta a seguinte composi¢do
quimica em porcentagem: Ca: 25,0%; CaO: 34,9%; Mg:6,0%; MgO: 9,9%; Si: 10,5;
SiO: 22,4%. A argila silicatada (p6 de rocha moido) utilizado na aplicacdo foliar
apresenta a seguinte composicgédo: Al203: 20,56%; SiO,: 17,43%; Ca: 12%; S: 9,82%);
K:3% CaO: 1,31%; TiO,: 0,34%; Mg: 0,18%; Fe203: 0,16%; P,0s: 0,10% . Foram
realizadas trés aplicacdes de silicio foliar com intervalos de 15 dias cada uma, sendo
que a primeira aplicagéo foi realizada quando 50% das plantas de trigo apresentavam o
estadio fenoldgico 47 (abertura da bainha da folha bandeira) da escala de Zadoks et al.
(1974). O ensaio foi conduzido com data de plantio em 15 de novembro/ 2010 e

posteriormente repetido em 17 de fevereiro de 2011.
Avaliacdo do fosfito e de fungicidas quimicos para 0 manejo da brusone do trigo

Estes experimentos foram conduzidos com a cv. BRS-264 (AS) e os seguintes
tratamentos e dosagens: fosfito de potassio (100 ml 100 L™ &gua; 40% P,Os e 20%
K,0), epoxiconazol + piraclostobina (700 ml ha™ do p.c; 50 g L' de i.a. + 133 g L™ de
i.a.), tebuconazol (600 ml ha?p.c.; 250 g L™ de i.a.), tebuconazol + thefloxistrobina

(750 ml p.c. ha™; 200 g L™ de i.a. + 100 g L™ de i.a.) e testemunha ndo pulverizada. O

86



delineamento utilizado foi de blocos ao acaso composto por cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Foram feitas duas aplicagfes dos produtos, a primeira quando as plantas
estavam no inicio da inflorescéncia e a segunda 15 dias ap0s a primeira, nos seguintes
estadios fenoldgicos 50 e 70 (Zadoks et al., 1974). Este estudo constou de dois
experimentos analogos, o primeiro conduzido com data de plantio de 15 de novembro

de 2010 e posteriormente repetido em 17 de fevereiro/2011.
Variaveis avaliadas e andlise estatistica

Foram conduzidas avaliagdes de incidéncia e severidade da doenga. O calculo da
incidéncia foi obtido através da razdo entre o nimero de espigas infectadas pelo nimero
total de espigas (sadias + doentes), expressas em percentagem. Para determinacdo da
severidade da brusone foi utilizada a escala proposta por Trindade et al. (2006),
atribuindo-se notas de 0 a 4 de acordo com o ponto de penetracdo do patdgeno na
raquis, ou seja, a area necrosada da espiga, 0 = sem sintomas, 1 = 25 %, 2 = 50%, 3 =
75% e 4 = 100% da espiga infectada. Durante a fase de espigamento, a partir do estadio
70 da escala de Zadoks et al. (1974), as plantas que apresentavam sintomas tipicos de
brusone, caracterizado pelo branqueamento total ou parcial, da espiga, foram marcadas
com barbantes colorido a cada sete dias até o fim de ciclo da cultura. Por ocasido da
maturacdo foram colhidas separadamente as espigas sadias das doentes. A colheita foi
realizada manualmente, coletando separadamente as espigas de trigo infectadas e as
sadias e adicionando-as em sacos de papel devidamente identificado. Essas foram
contadas e trilhadas separadamente em equipamento especifico, e por fim as amostras

foram pesadas em balanga de precisao.

Para a analise estatistica os valores de severidade foram retro-transformados para
valores de severidade conforme Campell & Madden (1989) e utilizou-se o programa
estatistico IBM-SPSS v. 19.0. Inicialmente procedeu-se analise normalidade dos dados
através do teste Kolmogorov- Smirnov (Field, 2009). Em seguida, procedeu-se analise
de variancia por anova simples ou fatorial (2 x 4), seguida pela comparacdo de médias
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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RESULTADOS & DISCUSSAO

Avaliacéo da eficiéncia de silicatos para 0 manejo da brusone em duas cultivares

de trigo com niveis diferentes de resisténcia.

Houve interacdo significativa (P < 0,05) entre Si e gendtipos de trigo em relagdo a
incidéncia no ano de 2010. Os tratamentos Si aplicado via sulco e Si foliar foram os que
apresentaram menores incidéncias da doenca, especialmente no genétipo BRS-264
(Tabela 1). Para a variavel severidade no mesmo ano, ndo ocorreu interacdo
significativa (P < 0,05) entre Si e gendtipos. No entanto, houve diferencas significativas
pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre as severidades médias, onde a aplica¢do do silicio
foliar apresentou a menor severidade da doenca, da ordem de 54 % contra 85% na
testemunha. Os tratamentos Si via sulco (63%) e a lango (69%) também refletiram em
reducdo da severidade da brusone da espiga do trigo em relacdo a testemunha (Tabela
1).

Em 2011, a intensidade geral da brusone foi ainda muito superior & encontrada no
experimento de 2010. Em 2011 (Tabela 2) ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos e nem interacdo entre os genotipos de trigo para incidéncia da brusone, o
que pode ser explicado devido as condicBes climaticas muito favoraveis para a
ocorréncia da doenca no campo, levando a niveis de incidéncia uniformemente altos em
todos os tratamentos. No entanto, para a variavel severidade da doenca, foi detectada
interacdo entre 0s gendtipos (Tabela 2). Em geral, maiores severidades foram
observadas no genétipo AS (BR-264), porém esta cv. no tratamento com Si via foliar
apresentou reducdo de severidade em relacdo a testemunha (75,9 % vs. 97,7, P < 0,05).
Esse resultado indica, preliminarmente, uma maior predisposi¢cdo da cv. BR-264 em
interagir com Si de forma a reduzir a brusone, embora maiores estudos sejam indicados

para confirmar esta hipotese.

Diversos estudos anteriores demonstraram alto potencial dos silicatos para 0 manejo
da brusone do arroz, com reducdo da incidéncia e severidade da brusone foliar (e.g.
Santos et al., 2003; Berni & Prabhu, 2003; Cacique et al., 2010; Datnoff et al., 1992),
ou reducdo da infecgdo na panicula (Prabhu, 2001; Santos et al., 2011; Datnoff et al.,
1997). Em trigo, o uso do silicio em trigo induziu resisténcia ao oidio (Blumeria

graminis f. sp. tritici, Bélanger et al., 2003), a mancha marrom (Bipolaris sorokiniana)
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na folha bandeira (Domiciano et al., 2010) e, recentemente também contra a brusone
(Xavier-Filha et al., 2011). Em comparacéo a estes, a reducdo da intensidade da brusone
em trigo com aplicagdo de Si verificada no presente estudo foi bem mais modesta. Isto
pode ser devido a alta intensidade da doenca nos ensaios das duas épocas, especialmente
em 2011, a varidvel capacidade de resposta intrinseca de cada cultivar de trigo ao
silicio, & caracteristica genética dos isolados de Pyricularia grisea patogénicos ao trigo

e naturalmente prevalentes no Cerrado, ou a outras causas ndo determinadas.

Seebold et al. (2004) concluiram que a aplicacdo de Si na dose de 1000 Kg ha*
reduziu a brusone na panicula de arroz mais efetivamente do que o fungicida
tricyclazole quando a severidade foi baixa em experimentos realizados na Colémbia. Da
mesma forma, segundo os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2, demonstraram a
reducdo da intensidade da brusone do trigo com aplicacdo de Si foi maior em condi¢cbes
menos favoraveis para a doenca (2010). Quando a pressdo da doenca € excessiva,
devido a condicBes climaticas mais favoraveis (2011), os efeitos da aplicacdo de Si

foram marginais.

Alguns trabalhos demonstraram que a concentracdo de silicio nas folhas de trigo é
baixa, em torno de 1 a 2%, enquanto que nas folhas de arroz essa concentracdo chega a
até 10% (Dallagnol et al., 2009; Rafi & Epstein, 2009). No entanto, recentemente,
Xavier-Filha et al. (2011), estudando o efeito do silicio sobre a brusone nas cultivares
de trigo Alianca e BH1146, observaram que a concentracdo de silicio foliar foi de
14,8%, e o silicio auxiliou na potencializacdo de respostas bioquimicas (lignina acido-
tioglicolico) de defesa das plantas, consequentemente reduzindo a suscetibilidade do
trigo a brusone nas folhas. Isso indica que as plantas diferem bastante na capacidade de
absorver o Si, e 0 mesmo foi verificado até entre geno6tipos de uma mesma espécie,
como o arroz (Winslow, 1992; Barbosa Filho et al., 1998). Baseado nos dados de 2011
(Tabela 2), os gendtipos de trigo também podem exibir respostas variaveis quanto as
diferentes formas de aplicacdo de Si, sendo a cv. BR-264 aparentemente mais

predisposta que BR-18 aos efeitos dos silicatos.

Resumidamente, alta intensidade de brusone foi observada nos anos em diferentes
épocas de plantio, independentemente da aplicagdo de Si ou reagdo da cultivar de trigo.
Mesmo que redugbes significativas (P < 0,05) na intensidade de brusone sido

encontrada, os altos indices de doenca acarretariam em elevadas perdas de producéo.
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Desta maneira o uso de silicio no controle da brusone ndo deve ser utilizado
isoladamente como uma Unica forma de controle, mas pode ser indicado em condic¢Ges
menos favoraveis a doenca e de forma integrada com outras medidas complementares
de controle. Quanto a forma de aplicacdo (Tabelas 1, 2) aplicagdes no sulco ou foliares

foram superiores a aplicacéo a lanco.
Avaliacdo do fosfito e de fungicidas sintéticos para 0 manejo da brusone do trigo

As intensidades da brusone observadas nas testemunhas ndo tratadas em 2010 e 2011
foram muito elevadas, chegando a 100% de incidéncia (ambos os anos) e 89,7 e 98,6%
de severidade, respectivamente. N&o obstante, diferencas significativas entre o0s
tratamentos foram observadas (Tabela 3). Em 2010, todos os tratamentos apresentaram
reducdo da incidéncia e severidade da doenca em relacdo a testemunha (P < 0,05). O
fungicida epoxiconazol+piraclostrobina refletiu em melhor controle, reduzindo em
aproximadamente 52% a incidéncia e 75% a severidade da doen¢a no campo, resultado
semelhante ao obtido por Utiamada et al. (2005). Ainda em 2010, ressalta-se o
tratamento com fosfito que ndo se distinguiu estatisticamente dos tratamentos de
fungicidas comerciais e apresentou controle sobre a incidéncia na ordem de 36% e da

severidade em 60%.

O efeito positivo do uso do fosfito na reducdo doencas de plantas em vérias culturas
ja foi verificado. Em tomate foi observado que o uso de fosfito reduziu a severidade das
doencas bacterianas causadas por Erwinia spp. e Xanthomonas campetris pv vesicatoria
(Nascimento et al., 2008); em frutos de mamao obteve-se reducdo da podriddo, causada
por Phytophthora palmivora e variola, causada por Asperisporium caricae (Dianese et
al., 2007; 2008); e em abacaxi, na reducdo de Phytophthora spp. (Rohrback & Schenck,
1985). Santos (2008) mostrou efeitos positivos no controle de mancha amarela
(Dreschelera tritici-repentis) e mancha marrom (Bipolaris sorokiniana) no trigo. Na
cultura da soja o uso de fosfito isoladamente ndo contribui para reducéo da severidade
da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) (Meneghetti, 2009). Aparentemente a

resposta ao fosfito depende de cada cultura e patossistema.

No ano de 2011 a incidéncia e severidade da doenca foram bem maiores do que em
2010. Conforme a Tabela 3, a incidéncia da brusone nos tratamentos com os fungicidas

epoxinoconazol + piraclostobina; tebuconazol + trifloxistrobina e tebuconazol foram

90



significativamente (p < 0,05) menores comparadas com fosfito e a testemunha. Quanto a
severidade, os fungicidas se assemelham entre si estatisticamente, enquanto a aplicagéo
de fosfito mostrou comportamento intermediario ndo diferindo estatisticamente dos
tratamentos epoxinoconazol + piraclostobina; tebuconazol + trifloxistrobina , nem da
testemunha, evidenciando um efeito positivo na reducdo da brusone, mesmo nas
condicBes climéticas étimas para a ocorréncia de epidemias severas de brusone (Figura
1 e 2). Além condigdes de clima favoravel, os altos indices de incidéncia e severidade
neste ano, também esta atribuido a presenca dos restos culturais advindo do ensaio

realizado anteriormente na area, tendo como fonte de indculo para a cultura.

No geral os fungicidas controlaram em torno de 34% da incidéncia da brusone no
trigo, eficiéncia inferior a dos mesmos produtos na cultura do arroz, onde séo relatadas
reducdes de 84 a 90% da brusone na panicula (Scheuermann & Eberhardt 2011; Swamy
et al., 2009). Este resultado estd de acordo com Urashima & Kato (1994), Goulart &
Paiva (1991) e Goulart (1989), que indicaram que produtos com bom desempenho no
controle da brusone do arroz, ndo se mostraram eficientes na protecdo de paniculas do

trigo.

A eficiéncia de controle, registrada com o produto tebuconazol + trifloxistrobina,
nos dois anos (2010/2011) foi inferior a encontrada por lgarashi et al. (2006), que
obteve 80 % de controle da brusone do trigo no estado do Parand. O fungicida
tebuconazol apresentou reducdo na incidéncia e severidade da brusone em 2011 da
ordem de 39% e de 63%, respectivamente, resultado semelhante ao encontrado por
Goulart (1993), para incidéncia da doenca (32%). A maioria dos relatos na literatura
parece demonstrar que o controle quimico da brusone do trigo ndo tem sido satisfatorio,

em funcéo da baixa eficiéncia dos fungicidas recomendados e disponiveis no mercado.

Na média dos dois anos e considerando todos os tratamentos, estes revelaram baixo
controle da brusone do trigo (méximo 52% em 2010 e 38% em 2011 para incidéncia).
Isso vem confirmar dados obtidos pela Santana & Chaves (2009), Goulart et al. (1996,
2004), Igarashi & Oliveira (1991), Igarashi (1988) e Goulart & Paiva (1991; 1993),
Urashima & Kato (1994), que relataram um controle maximo de 30 a 50%, com duas ou
trés aplicacbes de fungicidas e indicam que o controle da doenca por fungicidas
somente é economicamente inviavel pela elevacdo do custo de producéo, resultando em

receita liquida negativa. Segundo Goulart & Paiva (1993), a baixa eficiéncia desses
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fungicidas pode ser atribuida a deficiéncia de sua deposicdo dos produtos na raquis,

onde a atuacao do fungo é direta.

N&o foram observados efeitos fitotoxicos, nas plantas de trigo, para quaisquer
dos tratamentos testados, durante o periodo de conducdo do experimento. As avaliagdes
de perdas de producdo ndo foram calculadas porque os gendtipos foram semeados fora

das épocas recomendadas.

Em concluséo, o uso de silicatados e fosfitos aplicados isoladamente no trigo
proporcionaram baixo controle sobre a doenca no campo, em condi¢des favoraveis ao
seu aparecimento. Da mesma forma, as aplicac6es isoladas de fungicidas também foram
ineficientes no controle. A resisténcia parcial de BR-18 Terena foi confirmada nestes
testes, mas o nivel de resisténcia de campo tampouco foi suficiente para reduzir
adequadamente a intensidade da brusone do trigo. Entretanto, todas essas alternativas
podem ser conjugadas em eventuais recomendac¢6es integradas de manejo da brusone,

visando o concurso de seus efeitos parciais de forma aditiva.
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Tabela 1: Comparagao das médias dos percentuais de incidéncia e severidade da brusone nas espigas no
ano de 2010, com o uso de silicio e duas cultivares de trigo.

Incidéncia
Tratamentos Média (s)* Genotipos
BRS-264 BR-18
(Si) Lanco 85,35 (+2,95) b** 89,51 (+4,17) Aa** 81,19 (+4,17) Aa
(Si) Sulco 73,76 (+2,95) a 64,80 (+4,17) Ab 82,72 (+4,17) Aa
(Si) Foliar 66,58 (+2,95) a 64,43 (+4,17) Ab 68,72 (+4,17) Aa
Testemunha 89.99 (£2,95) b 99,35 (+4,17) Aa 80,62 (+4,17) Aa
Quadrado médio F p-valor
Gendtipos 11,72 0,16 0,68
Tratamentos 914,25 13,11 2,84E-05
Gendtipos * Tratamentos 502,44 7,20 0,001
Severidade
Tratamentos Meédia (s)* Gendtipos
BRS-264 BR-18
(Si) Lanco 69,09(+2,78) b** 72,04(£3,93) Aa** 66,14 (+3,93) Aa
(Si) Sulco 63,08(%2,78) ab 58,09 (+3,93) Aa 68,08 (+3,93) Aa
(Si) Foliar 53,89 (+2,78) a 56,95 (+3,93) Aa 50,83 (+3,93) Aa
Testemunha 85,08 (+2,78) c 86,12 (+3,93) Aa 84,04 (£3,93) Aa
Quadrado médio F p-valor
Gendtipos 8,47 0,13 0,71
Tratamentos 1375,77 22,24 4 11E-07
Genotipos * Tratamentos 114,84 1,85 0,164

*s, desvio padrdo

** |_etras iguais maiGsculas na linha e mindscula na coluna indicam que ndo houve diferenca significativa

pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 2: Comparacao das médias dos percentuais de incidéncia e severidade de brusone na espiga no ano
de 2011, com o uso de silicio e duas cultivares de trigo.

Incidéncia
Tratamentos Média (s)* Gendétipos
BRS-264 BR-18
(Si) Lanco 99,85 (+0,60) a** 100,00 (+0,85) Aa 99,71 (+0,85) Aa
(Si) Sulco 98,51 (+0,60) a 97,70 (+0,85) Aa 99,31 (+0,85) Aa
(Si) Foliar 99,68 (+0,60) a 99,80 (+0,85) Aa 99,57 (+0,85) Aa
Controle 99,76 (+0,60) a 100,00 (+0,85) Aa 99,53 (+0,85) Aa
Quadrado medio F p-valor
Gendtipos 0, 192 0, 066 0, 799
Tratamentos 3,210 1,106 0, 366
Gendtipos * Tratamentos 1,894 0, 653 0, 589
Severidade
Tratamentos Média (s)* Gendtipos
BRS-264 BR-18
(Si) Lanco 93,02 (3,19) a** 99,16 (+4,52) Aa 86,87 (+4,52) Aa
(Si) Sulco 88,23 (£3,19) a 99,32 (+4,52) Aa 77,14 (£4,52) Aa
(Si) Foliar 85,84 (+3,19) a 75,91 (+4,52) Ab 95,78 (+4,52) Aa
Testemunha 93,54 (+3,19) a 97,91 (+4,52) Aa 89,16 (+4,52) Aa
Quadrado medio F p-valor
Gendtipos 272,777 3,334 0, 080
Tratamentos 111, 775 1, 366 0, 277
Genotipos * Tratamentos 651, 946 7,968 0, 001

*s, desvio padrdo

** |_etras iguais maiGsculas na linha e mindscula na coluna indicam que ndo houve diferenca significativa

pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3: Incidéncia e severidade de brusone, causada por Pyricularia grisea em espigas de trigo, nos
anos de 2010 e 2011, submetidos ao tratamento com fungicidas e fosfito de potassio.

Incidéncia (s)* Severidade (s)*

%

Ano

2010 2011 2010

2011

Tratamentos e
Dosagens (i.a. g L™)

Fosfito de K

Epoxiconazol (50) +
Piraclostobina (133)

Tebuconazol (250)
Tebuconazol (200)+
Trifloxistrobina (100)

Testemunha

64,35 (+19,13)a** 98,33 (+122)b 39,75 (+ 11,49) a
47,94 (+7,15)a 68,13 (+14,20)a  24,75(+9,77)a

55,85 (+20,02)a 61,76 (+4,28) a 43,10 (+0,754) a

60,45 (+6,18)a 67,99 (+16,97)a 31,91 (+ 14,21) a

100 (£ 0,00)b 100 (+0,00) b 89,66 (+ 11,46) b

76,53 (+ 9,00) BC

51,41 (+ 14,28) ab

37,28 (+ 16,88) a

63,91 (+13,32) ab

98,95 (+ 1,57)

*s, desvio padrao

** |etras diferentes na linha indica diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 1: Dados climéticos ocorrido durante a execucdo do experimento realizado no ano de 2010.
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Variabilidade genética de isolados de Magnaporthe associados a brusone do trigo e
do arroz

RESUMO

A brusone causada pelo fungo Magnaporthe oryzae tem sido estudada por varias
décadas, devido a sua alta capacidade destrutiva em arroz. Em contrapartida, a brusone
de trigo, também causada por variantes de Magnaporthe, é muito menos estudada,
embora 0s prejuizos em trigo sejam também muito elevados. A relacdo entre os agentes
causais da brusone em trigo e em arroz é objeto de discussdo e o uso de marcadores
moleculares microssatélites pode auxiliar no esclarecimento da diversidade genética
entre populacdes de Magnaporthe oryzae e M. grisea. O objetivo desse trabalho foi
verificar a variabilidade genética entre isolados de trigo e de arroz por meio de
marcadores microssatélites multiplex. Foram utilizados 40 isolados de Magnaporthe
obtidos a partir de plantas de trigo e de arroz de diversas regides geogréaficas em
gendtipos cultivados ou linhagens de melhoramento. Os isolados foram estudados com
auxilio de 25 marcadores microssatélites com fluorescéncia para a genotipagem apds
sequenciamento de DNA. A arvore filogenética construida a partir do uso de
marcadores microssatélites com os isolados dos fungos mostrou dois grupos distintos,
um constituido apenas por isolados oriundos de cultivares de trigo e outro de isolados
de cultivares de arroz. A similaridade genética entre esses dois grupos foi de apenas 3%
evidenciando que as populacdes de Magnaporthe de trigo e de arroz sdo geneticamente

separadas.

Genetic variability of Magnaporthe isolates of associate wheat and rice blast
ABSTRACT

Blast, caused by Magnaporthe oryzae has been studied for several decades, due to its
destructive potential in rice. On the other hand, wheat blast, caused by distinct varieties
of Magnaporthe, has been much less studied, despite the fact that yield losses in wheat
are also extremely high. The relationship between the blast causal agents in wheat and
rice is object of discussion and the use of microsatellite molecular markers may be
helpful in clarifying the genetic diversity among populations of Magnaporthe oryzae

and M. grisea. The objective of this study was to verify the genetic variability among
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blast-causing isolates from wheat and rice, by multiplex molecular markers. Forty
Magnaporthe isolates were obtained from cultivated genotypes or breeding lines of
wheat and rice, from widely different geographical regions. Isolates were studied with
25 microsatellite fluorescent markers for genotyping following DNA sequencing. The
resulting phylogenetic tree showed two distinct groups, one made only of wheat
isolates and the other only by rice isolates. The genetic similarity among both groups
was only 3%, evidencing that Magnaporthe of wheat and rice are genetically isolated.

INTRODUCAO

A brusone é uma doenca presente em gramineas selvagens e cultivadas e é
extremamente importante em culturas de alto valor econdémico como o arroz (Oryzae
sativa) e o trigo (Triticum aestivum). A brusone do arroz é conhecida em todas as
regides rizicolas do mundo (Ou, 1985). J& em trigo, a brusone foi descrita apenas
recentemente, a partir do Brasil (lgarashi, et al., 1986) e hoje esta restrita a alguns
paises da América do Sul, onde causa danos elevados (Torres, 2009).

A questdo da identidade do agente causal da brusone do trigo € de relevancia préatica
e académica. A origem do patdgeno do trigo tem sido debatida desde que a doenca foi
identificada na década de 1980, principalmente quanto ao grau de isolamento genético
entre as populagbes de Magnaporthe de arroz e trigo. Segundo os trabalhos de
Urashima (1998) e Prabhu et al. (1992) realizando estudos de inoculacdo cruzada
constataram que os isolados de arroz foram capazes de infectar o trigo, no entanto os
isolados de trigo ndo foram infectivos ao arroz. Couch & Kohn (2002) verificaram uma
diversidade genética em uma colecdo de isolados de Magnaporthe grisea através de um
conjunto de trés genes que permitiram diferenciar os isolados oriundos do género
Digitaria dos isolados associados as plantas oriundas de arroz e de outras gramineas.
Recentemente, Ceresini et al. (2011) apresentaram evidéncias preliminares de que a
populacédo que infecta o trigo pode ter se originado de populagdes selvagens de Poaceae

(e néo de populagdes que infectam o arroz).

Entre as poucas opgOes de controle da brusone de arroz, destaca-se o uso de
cultivares resistentes onde muitos genes que conferem a resisténcia a brusone ja foram

encontrados. No entanto trata-se esta de uma resisténcia transiente, ndo duravel,
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normalmente quebrada no periodo de dois ou trés anos apds o langcamento da cultivar,
devido o surgimento de novas racas do patdgeno (Ballini et al., 2008; Prabhu & Filippi,
2006; Bruno & Urashima 2001). Por outro lado, no patossistema trigo-Magnaporthe,

ndo se conhecem cultivares resistentes ou imunes a essa doenca (Cruz et al., 2010).

Umas das razdes da dificuldade de desenvolver cultivares com resisténcia duravel em
arroz é alta variabilidade genética do patégeno (Ou, 1980; Valent & Chumley, 1991;
Garrido 2001; Dias Neto et al., 2010). Esse fenbnemo esta possivelmente associado a
trocas genéticas, gerando novas combinacdes de viruléncia, e ao aumento da freqliéncia
de patdtipos do fungo de ocorréncia inicialmente rara na area de cultivo, apos a
introducdo do gene de resisténcia (Levy et al., 1993; Prabhu & Filippi 2006), em um
processo denominado selecdo direcional.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a variabilidade genética de isolados de
Magnaporthe grisea do trigo e do arroz através do uso de marcadores moleculares

microssatélites.

MATERIAL & METODOS

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia - Cenargen, localizada em Brasilia-DF, entre maio
e julho de 2011.

Obtencéo e selecdo dos isolados

Foram avaliados 40 isolados monosporicos de Magnaporthe, dos quais 20 de
cultivares distintas de arroz e 20 de diferentes geno6tipos cultivados e linhagens de trigo.
Os isolados foram obtidos de regides geogréaficas diversas, distribuidas nos estados de
Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Pard e Distrito
Federal (Tabela 1). Dentre os isolados de trigo, 10 foram cedidos pela Dra. Valécia
Lobo (Embrapa-Arroz e Feijdo), e outros 10 foram coletados em campo de “screening”
de linhagens de trigo da Embrapa Cerrados. Os isolados de arroz foram cedidos pelo Dr.
Marcio Elias Ferreira (Embrapa-Cenargen). A escolha dos isolados para estudo teve
como critério a selecdo daqueles que representassem a maior diversidade possivel, de

diferentes racas patogénicas ao arroz e origens geograficas.
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Producéo de micélio para extragdo de DNA

Os isolados foram cultivados em meio de cultura estéril de aveia (30 g de aveia, 18 ¢
de &gar e 10 g de sacarose), adicionado de 0.02 g/L do antibidtico Cloranfenicol. Os
isolados repicados foram incubados no escuro, em temperatura ambiente por cinco dias.
Em seguida as col6nias miceliais foram transferidas para frascos Erlenmeyers (250 ml),
contendo 200 ml de meio liquido (5 g de extrato de levedura, 2 g de KH,POy4, 20g de D-
glucose, 3g de KNOs, 0,59 de MgSQ, e &gua destilada até completar o volume de 1 L)
em agitadores tipo “Shaker” a 28°C, agita¢ao de 150 rpm, por 7 dias. Apds esse periodo
efetuou-se a filtragem do micélio com TE gelado (4°C) e o material foi armazenado no

congelador a -20°C para posterior extracdo do DNA.
Extragéo e quantificagdo do DNA

O micélio foi macerado em nitrogénio liquido até atingir a granulometria
extremamente fina (po) e transferido para tubos tipo Eppendorf. Em seguida o DNA foi
extraido seguindo protocolo de extracdo com CTAB 2X descrito por Ferreira &
Gratapaglia (1998). A avaliacdo quantitativa do DNA total extraido foi verificada em
espectrofotobmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) a 230 nm e a pureza foi
admitida pela relacdo 230/280 nm acima de 1,8. A avaliacdo qualitativa da integridade
do DNA total extraido foi dada por eletroforese em gel de agarose a 1% (tampédo de
corrida TBE (Tris-HCI EDTA-acido borico) 1% e voltagem de 80 V por 20 minutos),
utilizando o DNA A (Invitrogen) como padrdo para quantificacdo. Logo apods a
quantificacdo, o DNA foi diluido em tampdo TE para uma concentracdo final de 2ng/ul

para a realizacéo da reacao de polimerase em cadeia (PCR).
Genotipagem usando marcadores microssatélites

Para a analise da variabilidade genética entre os isolados de Magnaporthe foram
constituidos treze painéis multiplex (variando de um a quatro loci por painel) compostos
por 25 marcadores microssatélites com fluorescéncia (Tabela 2) desenvolvidos por
Garrido (2001) e por Kaye et al (2003). A eficiéncia destes marcadores em detectar
polimorfismos em isolados de arroz foi comprovada por Ramos (2009). Em cada painel
incluiu-se locus com a mesma temperatura de anelamento. As amplifica¢Ges das reacoes
foram feitas utilizando o Kit Multiplex PCR (Qiagen) contendo os seguintes reagentes:

2,5uL de PCR Master Mix; 0,5uL de Q-solution;e uma solucdo dos iniciadores direto e
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reverso de forma a se obter uma concentracdo na reacdo de 0,2 uM; 1,7 uL de H,O
RNAase-free e 2 ng de DNA.

As reacOes de polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Perkin-Elmer, EUA) utilizando o seguinte programa de
amplificacdo: (1) uma primeira etapa de 95°C por 15 minutos; (I1) seguida de 35 ciclos
de 95°C por 30 segundos, temperatura de anelamento 58°C por 1 minuto, 72°C por 1
minuto; (111) e por fim uma extensédo final de 72°C por 60 minutos. Cada painel inclui
locus com a mesma temperatura de anelamento, a saber, do painel 1 ao 7 a temperatura
foi de 58°C e do 8 ao 13 foi de 60°C.

Os produtos de PCR foram diluidos em uma proporg¢do de 1:5 e 1 pL do produto
diluido foi adicionado a 8 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems), 0,35 uL do
padrdo de fragmentos de DNA de tamanho conhecido desenvolvido por Brondani &
Grattapaglia (2001) e 0,9 pL de H,O padrdo Milli-Q. A eletroforese capilar para a
separagdo dos fragmentos amplificados em cada locus microssatélite foi realizada em
um sequienciador automatico DNA Analyzer 3730 (Applied Biosystems). A andlise da
definicdo do tamanho dos fragmentos foi realizada com o emprego do programa Gene

Mapper v 4.1 ™ (Applied Biosystems).
Andlise Estatistica

Os valores do tamanho dos fragmentos amplificados em pares de base dos
marcadores foram padronizados utilizando o software “Allelobin” (Idury & Cardon,
1997), que desempenha um procedimento de categorizacao de alelos em classe, definido
por meio de quadrados minimos, eliminando entdo o problema de padroniza¢do com o

uso de critérios pessoais.

Os dados polimérficos de DNA dos isolados de Magnaporthe foram analisados
empregando uma estimativa de similaridade genética entre os isolados através do
coeficiente de Band. A matriz diagonal de distancia genéticas foi submetida a analise
de agrupamento dado pelo método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973) e um dendrograma de distancia foi construido
com o programa Numerical Taxonomy and Multivariate Analyses (NTSYS) versdo
2.10z (Adams et al., 2002).
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RESULTADOS & DISCUSSAO

O uso de marcadores microssatélites (SSR) multiplex possibilitou a diferenciacéo
entre os isolados de trigo e de arroz. Uma matriz diagonal de distancias genética entre
0s 40 isolados monospdricos de Magnaporthe foi submetida a analise de agrupamento
através do coeficiente de Band. O dendrograma de distancia genética (Figura 1) indica
evidente diversidade genética entre as populagdes, formando dois grandes grupos de
isolados: os 20 isolados provenientes de gendtipos de trigo constituiram o grupo um e
os 20 isolados originalmente de gendtipos de arroz no grupo dois. Além disso, 0
coeficiente de similaridade entre esses dois grupos (isolados de trigo e de arroz) obtidos
através dos produtos de amplificacdo e ao uso dos 25 marcadores moleculares
microssatélites em painéis multiplex foi de apenas 3%, o que demonstra claramente a
separacdo entre essas populacdes com base na hospedeira. Diversos trabalhos baseados
na diversidade genética, compatibilidade sexual e fertilidade, inoculacdo cruzada,
comparacdo de padrbes da banda e outros dados moleculares demonstraram que 0s
isolados de trigo e de arroz s&o distintos (Lebrun et al., 1990; Orbach et al., 1996;
Prabhu et al., 2002; Urashima et al., 1993; Urashima & Kato, 1998; Valent, 1990).

Em relacdo ao primeiro clado, constituido somente de isolados de Magnaporthe
obtidos de plantas de trigo, € possivel verificar significativa diversidade genética entre
os isolados, com coeficiente de similaridade minimo de 32%. Entretanto, no segundo
clado, onde foram agrupados os isolados obtidos de arroz, a similaridade minima foi
ainda menor (apenas 14%), demonstrando que estes apresentam maior grau de

polimorfismo dentro deste clado (Figura 1).

Para o agrupamento dos isolados de trigo, constatou-se efeito da origem geogréfica,
cultivar e parte da planta afetada (espiga ou folha). O efeito da origem geogréafica dos
isolados foi marcante, embora ndo determinante em todos os casos. Os isolados PyTDF
06, PyTDF 07, PyTDF 08, PyTDF 09, PyTDF 10, PyTDF 11, PyTDF 12 e PyTDF 13,
ainda que coletados de espigas de diferentes genotipos de trigo (screening de linhagens,
Planaltina, DF) apresentaram coeficiente de similaridade de 59,5 %. Por outro lado, o
isolado PyTDF 01, obtido de lesGes na folha, também em Planaltina, DF, mostrou
similaridade de 100 % com isolados obtidos de sementes de trigo, oriundos de Rio
Verde, GO (PyT 5995, PyT 5997 e PyT 5998). Nao foi observado o efeito da parte da
planta (sementes, folhas e espigas) de onde cada isolado foi originalmente obtido.
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Em um estudo com 18 isolados de Magnaporthe de trigo, através da técnica de SSR,
Cruz et al. (2009) mostraram que 16 desses 18 isolados apresentaram coeficiente de
similaridade maior que 75%. Apenas dois isolados separaram-se dos demais, com
coeficiente de similaridade de 47 % com os demais isolados. Urashima et al. (1999)
também constataram a ocorréncia de diferencas moleculares na maioria dos isolados de
trigo comparados com alguns isolados de arroz e de outras gramineas hospedeiras do
patdégeno. Couch & Kohn (2002) estudando a variabilidade genética de um grande
numero de isolados de Magnaporthe obtidos de diferentes hospedeiras, por meio da
técnica molecular RFLP também constataram que os isolados de arroz e de gramineas
mostraram alta variabilidade genética. Estes autores utilizaram um Gnico isolado
oriundo do trigo que por sinal ndo se agrupou com os isolados provenientes do arroz,
mas agrupou-se com os isolados obtidos de algumas espécies de gramineas hospedeiras

de Magnaporthe

Os isolados de arroz apresentaram alta diversidade genética entre si com o uso dos
marcadores microssatélites (Figura 1), resultados semelhantes aos obtidos por Ramos et
al. (2009). A diversidade genética entre os isolados de Magnaporthe oryzae do arroz ja
foi relatada em varios outros estudos, usando técnicas moleculares diferentes, como por
exemplo, nos trabalhos realizados por Silva et al. (2009); Prabhu et al. (2002); Kumar et
al. (1999).

Em geral, os isolados obtidos dos gendtipos de trigo apresentaram menor
variabilidade genética quando comparados com os isolados de arroz. Essa menor
variabilidade pode ser devida a trés motivos: (i) uso de primers desenvolvidos com base
no seqiienciamento do genoma de Magnaporthe grisea isolado do arroz. No entanto,
primers desenvolvidos para os isolados de arroz, ja foram testados em isolados oriundos
de outras gramineas, inclusive do trigo, e estes foram eficientes em detectar diferencas
entre isolados do fungo obtidos de trigo (Brondani et al., 2000; Cruz et al., 2009). (ii)
critério de selecdo dos isolados de arroz para este estudo, onde se procurou escolher os
mais diversos isolados de racas fisiologicas conhecidas, enquanto que os isolados de
trigo até 0 momento ndo possuem nenhuma raca fisiologica descrita para a ciéncia.
Note-se porém, que mesmo dentro da mesma raca fisioldgica, o grau de polimorfismo
entre isolados de arroz pode ser muito alto. Por exemplo, os isolados de PyAL6-1 e
PYAPA-05 pertencem a mesma raca fisioldgica IA-1 e ndo sdo monomorficos havendo
alta variabilidade genética entre si (Figura 1). (iii) finalmente, é possivel que realmente
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a populacéo de isolados de trigo apresente menor variabilidade genética em relacéo a
populacdo de isolados de arroz. Essa terceira hipdtese € congruente com o fato que a
doenca em trigo é de origem recente e pode ter sido originada de adaptacdo de
populacdes selvagens em outras Poaceae para o trigo, conforme aventado recentemente
(Ceresini et al., 2011). Além disso, Bruno & Urashima (2001) mostraram que 0s
isolados de arroz possuem baixa fertilidade sexual e, portanto, provavelmente ndo tem
contribuicdo para variabilidade da brusone no trigo. Este mesmo estudo verificou que
existe alta compatibilidade sexual entre os isolados de algumas espécies de gramineas
hospedeiras, tais como Brachiaria plantaginea, e do trigo os quais podem favorecer a

variabilidade genética do fungo.

De acordo com Ou (1980) as diferencas entre racas da brusone do arroz variam com
as localidades e épocas e condi¢bes ambientais e o entendimento dessa variabilidade €
importante do ponto de vista académico, como também do melhoramento genético.
Urashima & Kato (1998) mostraram em estudos de inoculagdo cruzada que isolados
causadores de brusone do trigo ndo sdo capazes de infectar as cultivares de arroz,
enguanto que isolados de arroz tém a capacidade de infectar as plantas de trigo. Assim
sendo, programas de melhoramento genético de trigo devem levar em conta esses
eventos naturais de fluxo natural de genes de um hospedeiro para o outro. Os dados
apresentados neste trabalho demonstram que a populacdo de Magnaporthe associada ao
trigo também apresenta alto poliformismo, aumentando o desafio aos programas de
melhoramento. Finalmente, este trabalho, baseado em uma selecdo isolados altamente
representativa da variabilidade atual dos agentes causais da brusone do trigo e do arroz,
mostrou que as essas populacOes estdo relativamente isoladas na natureza, com

similaridade genética de apenas 3%.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, este estudo indica que fontes de resisténcia ou toleréncia a brusone

sdo raras, embora alguns materiais potencialmente Uteis tenham sido identificados.

Além disso, constata-se que o controle da brusone do trigo no Cerrado necessita da
integracdo de varias ferramentas de manejo, uma vez que as opc¢les quimicas, genéticas

e alternativas apresentaram apenas efeitos parciais em condi¢des ambientais favoraveis.

Por fim, este trabalho indica diferencas fundamentais entre os isolados de trigo e de
arroz, o que sugere significativo isolamento e origem filogenética distinta entre essas

populacdes.
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Tabela 1: Caracteristicas dos isolados monospéricos de Magnaporthe de arroz e trigo utilizados para a

genotipagem.

Isolados* | Raga |Origem geogréafica Cultivares Segmento da Planta | Ano
PyA154 IB-1 Dueré/TO Epag. 109 Panicula 2007
PyA155 IC-1 Dueré/TO Epag. 109 Folha 2007
PyA284 | IB-34 | Lagoa (D. Carolina)/TO Piracema Folha 2007
PyA33 ID-10 Formoso/TO Epagri 108 Folha 2007
PyA449 IF-1 | Lagoa da Confusdo/TO Piracema Folha 2007
PyA475 ID-5 | Lagoa (D. Carolina)/TO Piraccema Folha 2007
PyA585 | IB-49 Luiz Alves / GO Epag. 109 Folha 2008
PyA610 | IA-41 | Lagoa da Confusdo/TO Piracema Folha 2007
PyA615 ID-9 Dueré/TO Epag. 109 Panicula 2007
PyA616 | 1A-65 Formoso/TO Epagri 108 Folha 2006
PyA62 ID-1 | Lagoa da Confuséo/TO Best 2000 Folha 2007
PyA628 | IA-33 Luiz Alvez/GO Epag. 109 Folha 2008
PyA633 | IB-17 Luiz Alvez/GO Epag. 109 Folha 2008
PyA635 | IB-41 Luiz Alvez/GO Epag. 109 Folha 2008
PyA639 | IB-33 Lagoa (Arco Iris) Epag. 109 Folha 2007
PyA689 IC-9 Lagoa (Arco Iris) Epag. 109 Folha 2007
PyAL10-1 | IG-1 | Lagoa da Confusdo/TO CNA8502 Folha 2007
PyAL2P3 | IF-1 | Lagoa da Confusdo/TO Diamante Folha 2007
PyAL6-1 | IA-1 | Lagoa da Confusdo/TO Diamante Folha 2007
PyAPA-05 | IA-1 Paragominas/ PA Primavera Folha 2008
PyT7608 - Costa Rica/MS BR-17 Espiga 2004
PyT5995 - Rio Verde / GO - Semente 2002
PyT5997 - Rio Verde / GO - Semente 2002
PyT5998 - Rio Verde / GO - Semente 2002
PyT7602 - Minas Gerais BR-17 Espiga 2004
PyT7603 - Minas Gerais BR-17 Espiga 2004
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PyT7604 Minas Gerais BR-17 Espiga 2004
PyT7605 Minas Gerais BR-17 Espiga 2004
PyT7607 Costa Rica/MS BR-17 Espiga 2004
PyT7613 Mato Grosso BH 1146 Espiga 2004
PyTDFO01 Planaltina/DF BRS-264 Folhas 2010
PyTDF04 Cristalina/GO BRS-264 Espiga 2010
PyTDFO06 Planaltina/DF Morocco Espiga 2011
PyTDFO07 Planaltina/DF PF89156 Espiga 2011
PyTDF08 Planaltina/DF Whuan 3 Espiga 2011
PyTDFOQ9 Planaltina/DF CIGM93.209 Espiga 2011
PyTDF10 Planaltina/DF Opata 85 Espiga 2011
PyTDF11 Planaltina/DF Granarolo Espiga 2011
PyTDF12 Planaltina/DF 302 Espiga 2011
PyTDF13 Planaltina/DF Klein Lucero Espiga 2011

* PyA=Pyricularia grisea do Arroz; PyT= Pyricularia grisea do Trigo.
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Tabela 2: Marcadores microssatélites utilizados nos painéis multiplex para a verificacdo de locus
polimdrficos utilizados nos estudos de variabilidade genética entre isolados de trigo e arroz.

Tamanho alélico

Supercontig

Painel Locus Fluorocromo Cor esperado MOTIF
MS 93-94 6-FAM Azul 211 ATC/TAC 12,5 6.18
! ms 109 - 6.29
110 HEX Verde 176 TC/AC 12
ms 47 — 48 6-FAM Azul 197 TAJAT 15 6.12
2 PG-6 HEX Verde 154 GA 24 6.24
PG-16 NED Amarelo 180 GA 26 6.29
ms 63 — 64 6-FAM Azul 163 CT/GA 6.9
ms 61 — 62 6-FAM Azul 217 GAICT 9 6.21
oM sFAM A 500 GA/CT 10 6.18
MY HEX  Verde 203 GA/CT 33 6.28
ms 41 — 42 6-FAM Azul 117 CT/IGA 16 6.21
4 ms 125 — 6.23
126 HEX Verde 213 CAA/GTT 32
5 ms 87 — 88 6-FAM Azul 203 TGC/ACG 12 6.28
6 ms 99 — 100 6-FAM Azul 208 ACCI/TGG 20 6.26
ms 81-82 6-FAM Azul 190 ACT/TGA 12 6.12
! PG-26 NED Amarelo 211 GA9 6.13
ms 83-84 6-FAM Azul 181 TCA/AGT 13 6.18
8 PG-5 HEX Verde 164 CT 26 6.29
PG-21 NED Amarelo 207 CT21 6.24
PG-9 HEX Verde 171 GA42/A8G 6.10
’ PG-35 NED Amarelo 205 CT 17/AT 2 6.24
ms 77-78 6-FAM Azul 200 CA/GT 17 6.24
0 PG-19 NED Amarelo 202 CT 26 6.27
11 PG-30 NED Amarelo 196 GA 22 6.24
12 ms 67-68 6-FAM Azul 200 CA/GT 17 6.8
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PG-15 NED Amarelo 189 GA 46 6.18

PG-12 HEX Verde 110 CT17 6.29

13 PG-20 NED Amarelo 199 GA 48 6.12
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Figura 1: Dendrograma de similaridade genética entre as populacfes de isolados monosporicos de Magnaporthe obtidos de trigo e arroz.
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