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Resumo — A brusone do trigo, causada pelo fungo Pyricularia oryzae Triticum
(PoT), foi reportada no Brasil pela primeira vez em 1986. Desde aquela épo-
ca, a busca por cultivares resistentes a esta doenga tem sido uma meta es-
tabelecida em praticamente todos os programas de melhoramento genético
de trigo do pais. Ha dados consistentes indicando que cultivares de trigo
com a presenga da sequéncia cromossomal 2NS no seu genoma possuem
maior resisténcia a doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar (a) a resis-
téncia a brusone de trés cultivares comerciais e de 13 linhagens de trigo e
(b) verificar a correlagédo entre severidade de brusone em espigas e taxa de
esporulagéo de PoT em raquis de espigas. O experimento foi conduzido duas
vezes sob condigbes controladas (luz, temperatura e UR) e em delineamento
completamente casualizado. Plantas de trigo dos gendtipos avaliados foram
conduzidas em vasos de plastico contendo solo até o florescimento (estadio
65 da escala de Zadoks), quando foram submetidas a inoculagdo de suspen-
sOes de conidios formadas pela mistura equilibrada de esporos dos seguintes
isolados de PoT: Py 13.1.012, Py 13.1.018, Py 13.1.023 e Py 17.1.009 (10°
conidios mL™). A severidade da brusone nas espigas foi avaliada aos 5 e
7 dias ap6s a inoculagao. Depois disso, espigas das plantas foram cole-
tadas e seus raquis foram utilizados para avaliacdo da capacidade espo-
rulativa de PoT, tendo sido determinado o niumero de conidios produzidos
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por g de raquis para cada genétipo. Os dados obtidos foram submetidos a
analise da variancia e as médias comparadas entre si pelo teste Tukey a 0,05
de probabilidade. As trés cultivares confirmaram sua maior resisténcia em
relagédo as linhagens, as quais demonstraram alta suscetibilidade a brusone.
Entre as linhagens, a de maior destaque quanto a resisténcia a brusone foi a
WT 15025. N&o foi possivel estabelecer uma relagéo de dependéncia entre
as variaveis de avaliagao de severidade nas espigas e taxa de esporulagao
de PoT nas raquis.

Termos para indexacao: Brusone do trigo; conidio; severidade; raquis de
espiga.
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Blast resistance and sporulation rate of
Pyricularia oryzae on wheat lines

Abstract — Wheat blast, caused by the fungus Pyricularia oryzae Triticum
(PoT), was first reported in Brazil in 1986. Since that time, the search for
cultivars resistant to this disease has been an established goal in practically
in all wheat-breeding programs of the country. There are consistent data
indicating that wheat cultivars with the presence of the chromosomal sequence
2NS in their genome have greater resistance to the disease. The objective of
this work was to evaluate (a) blast resistance on three commercial cultivars
and 13 wheat lines and (b) verify the correlation between blast severity on
wheat spikes and PoT sporulation rate on rachis spikes. The experiments
were conducted under controlled conditions (light, temperature; and RH)
twice and under completely randomized design. Wheat plants of the evaluated
genotypes were grown in plastic pots containing soil until flowering (stage
65 of the Zadoks scale) when they were submitted to inoculation of conidial
suspensions formed by a balanced mixture of spores of the following PoT
isolates: Py 13.1.012, Py 13.1.018, Py 13.1.023 and Py 17.1.009 (10° conidia
mL-"). The severity of blast on the spikes was evaluated at 5 and 7 days after
inoculation. After that, spikes of the plants were collected and their rachis were
used to evaluate the sporulation capacity of PoT, having been determined
the number of conidia produced by g of rachis for each genotype. The data
obtained were submitted to analysis of variance and the means compared
with the Tukey test at 0.05 probability. The three cultivars confirmed their
greater resistance in relation to the lines, which showed high susceptibility to
blast. Among the lines, the WT 15025 was the most resistant to blast. It was
not possible to establish a dependency relationship between the variables for
assessing severity on the spikes and sporulation rate of PoT on the rachis.

Index terms: Wheat blast; conidia; severity; rachis spike
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Introducao

A brusone de trigo, causada pelo fungo Pyricularia oryzae Triticum (PoT),
€ uma das principais doencas que restringe os interesses do Brasil em atingir
a autossuficiéncia na produgéo deste cereal (Goulart et al., 2007; Maciel,
2011). O primeiro relato mundial de ocorréncia de brusone em trigo foi feito no
Brasil, no estado do Parana, em 1985 (lgarashi et al., 1986). No entanto, ndo
muito tempo depois, a doenga foi relatada em diversos estados brasileiros,
quais sejam, Mato Grosso do Sul (Goulart et al., 1990), Rio Grande do Sul
(Picinini; Fernandes, 1989), Sao Paulo (lgarashi, 1990), Goias (Prabhu et al.,
1992) e Minas Gerais (Anjos et al., 1996).

O fungo pode infectar diferentes partes da planta, mas os sintomas mais
caracteristicos da doenga sdo observados nas espigas. A translocagado da
seiva para o enchimento do gréo é interrompida quando o patdgeno infecta o
raquis. As espigas doentes apresentam descoloragéo ou branqueamento, os
graos produzidos sdo pequenos e enrugados e 0 seu aproveitamento é pre-
judicado (Lau et al., 2011). Os danos causados pela brusone podem chegar a
100% (Maciel, 2018). No entanto, a brusone nao tem importancia econémica
em todos os locais onde se cultiva trigo no Brasil. Mais especificamente, os
danos mais graves causados por esta doenca séo frequentemente observa-
dos no norte do Parana e em lavouras localizadas nos estados brasileiros das
regides Sudeste e Centro-Oeste onde o trigo é cultivado.

Baseando-se nas caracteristicas da brusone que ocorre no Brasil, a opgao
pelo uso de cultivares de trigo resistentes € uma das principais indicagoes
componentes do manejo integrado da doenca (Maciel, 2018). A busca por
cultivares resistentes a brusone foi meta estabelecida para a agricultura
brasileira praticamente desde quando a doenca foi relatada no pais, em
1986 (lgarashi et al., 1986). A relacdo envolvendo resisténcia a brusone
em genotipos de trigo e a presenga, no genoma de tais gendtipos, de um
segmento da translocagao cromossémica oriundo da espécie de graminea
Aegilops ventricosa (Zhuk.) Chennav foi constatada por Cruz et al. (2016).
Os trabalhos sobre esse tema iniciaram na década de 1960 (Maia, 1967),
guando o segmento de cromossomo (2NS) A. ventricosa foi transferido para
o genoma (brago curto do cromossomo 2A) da linhagem de trigo VPM1.
Entretanto, estudos analisando o efeito segmento cromossomal 2NS
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determinaram que a reagao a doencga parece ser dependente da constituicao
genética dos gendtipos que a possuem (Cruz et al., 2016; Pizolotto et al.,
2017; Ferreira et al., 2017). Isto quer dizer que a detecgdo positiva do
segmento por marcadores moleculares usados para esse fim (Helguera
et al., 2003) ndo significa que o gendtipo de trigo apresenta resisténcia a
brusone. No Brasil, ainda n&o foi possivel chegar a conclusdes definitivas
sobre o papel que o segmento 2NS tem como estratégia de controle genético
da doenca em trigo, pois ndo ha levantamentos sobre sua presenga nas
cultivares disponibilizadas para os produtores. Em gendétipos brasileiros, a
presencga da sequéncia 2NS foi confirmada, via procedimentos moleculares,
nas cultivares TBIO Mestre (Pizolotto, 2019) e TBIO Sossego (Cruppe et al.,
2020) e na linhagem CPAC 07340 (Ferreira et al., 2017). Também & possivel
especular que as cultivares ORS 1401 e CD 116 também possuam a referida
sequéncia em seus genomas.

Uma proposicéo a ser testada em relagdo a resisténcia genética a brusone
do trigo refere-se a quantificagdo do potencial de esporulagéo de PoT de acordo
com o gendtipo de trigo infectado. A capacidade de esporular também indicaria
que nao houve reagéo de hipersensibilidade ou de resisténcia completa no pro-
cesso infecioso. Assim, € possivel especular que essa forma de mensuragao do
desenvolvimento da brusone se configure em um tipo de avaliacao da resisténcia
de trigo, a ser considerada no processo de geracao de cultivares.

O objetivo deste trabalho foi avaliar (a) a resisténcia a brusone de trés
cultivares comerciais e de 13 linhagens de trigo e (b) verificar o grau de cor-
relagdo entre severidade de brusone em espigas e taxa de esporulagédo de
PoT em raquis de espigas.

Material e Métodos

Dezesseis gendtipos de trigo foram avaliados, sendo 13 linhagens e trés
cultivares (Tabela 1). As 13 linhagens foram selecionadas na Embrapa Soja,
em Londrina, PR, e pertencem ao conjunto de linhagens do ensaio de Valor
de Cultivo e Uso (VCU) de 2019. As avaliagbes foram realizadas duas vezes,
em dois experimentos conduzidos sob condigdes controladas na Embrapa
Trigo, em Passo Fundo, RS, entre setembro de 2019 e margo de 2020.
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Tabela 1. Gendtipos de trigo utilizados nos experimentos.

Linhagem Cultivar
PF 140475 CD 116
PF 140479 ORS 1401
PF 16002 TBIO Mestre
WT 15008

WT 15025

WT 16077

WT 16078

WT 17020

WT 17054

WT 17055

WT 17056

WT 17061

WT 17078

As plantas utilizadas nos experimentos foram conduzidas em vasos de
plastico de capacidade de 8 L, contendo solo corrigido de acordo com a ana-
lise quimica do mesmo. A adubacao de cobertura foi realizada pela aplicagdo
de ureia. Para cada gendtipo, foram conduzidos trés baldes em duas épo-
cas distintas, com diferenga de 7 dias entre semeaduras. A condugéo das
plantas nos vasos foi realizada até o florescimento, estadio 65 da escala de
Zadoks et al. (1974), quando foram submetidas a inoculagdo sob condi¢des
controladas.

Preparo do inéculo e inoculagdes. As plantas foram submetidas a inocula-
¢bes com suspensdes de conidios dos seguintes isolados monospdéricos de PoT:
Py 13.1.012, Py 13.1.018, Py 13.1.023 e Py 17.1.009, pertencentes a colegéo
de isolados de PoT da Embrapa Trigo, preservados a -18 °C por meio da técnica
do papel-filtro (Alfenas; Mafia, 2016). As suspensdes formadas com quantidades
iguais de esporos dos quatro isolados e na concentragao final de 10° conidios/mL.

Os isolados originais de PoT foram transferidos do papel-filtro para placas de
Petri com meio de cultura aveia-agar (aveia, 60 g ml") (Tuite, 1969) e incubados
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por 7 a 9 dias, sob fotoperiodo de 12 h a temperatura de 25 +/-2 °C, formando co-
I6nias matrizes. Estas coldnias matrizes foram repicadas para placas de Petri com
meio de cultura aveia-agar e mantidas em camara de crescimento por 10 a 12
dias sob fotoperiodo de 12 h a 25 +/-2 °C (Ribeiro; Terres, 1987). Para o preparo
do inéculo, as placas de Petri foram inundadas com agua destilada acrescida
de espalhante adesivo Tween 80® (0,01%). Com o auxilio de pincel ou lamina
de vidro, realizou-se a raspagem das placas, de forma a desalojar os coni-
dios. Em seguida, foi realizada a filtragem do sobrenadante em peneira com
gaze. A contagem de esporos foi realizada em camara de Neubauer (Loptik
Labor 0,0025 mm?) e utilizando em microscépio optico e lentes de aumento
de 400x. A concentracao final de conidios foi ajustada para 10° conidios ml™.

Quatro espigas por vaso foram aspergidas com a suspenséo de conidios
utilizando-se um borrifador de plastico de 500 mL de capacidade. As espigas
receberam a suspenséo até o inicio do escorrimento. Apos a inoculagao, as
plantas foram cobertas individualmente com sacos plasticos e encaminhadas
para uma camara de ambiente controlado (marca Menoncin), onde perma-
neceram durante 24 h no escuro, sob temperatura entre 24 °C e 25 °C e em
umidade relativa (UR) superior a 90%. Depois deste periodo, os sacos plas-
ticos foram retirados e as plantas foram mantidas por 14 dias em fotoperiodo
de 12 h, UR entre 60% e 70% e temperatura entre 24 °C e 25 °C.

Avaliagoes. A avaliagao de severidade de brusone nas quatro espigas de
cada balde foi realizada por estimativa visual da area sintomatica em cada
espiga, aos 5 e aos 7 dias apods a inoculagao (dai). Depois de 14 dai, as es-
pigas foram coletadas e mantidas a -20 °C até serem submetidas ao proces-
so de retirada manual das espiguetas, deixando as raquis livres e isoladas.
De cada uma das duas épocas de semeadura, trés raquis de cada gendétipo
foram aleatoriamente separadas e submetidas a avaliagdo da capacidade
esporulativa de PoT. Antes de serem submetidas a assepsia, cada conjunto
estabelecido de trés raquis, representativo de cada cultivar avaliada em cada
um dos dois experimentos conduzidos no trabalho, foi pesado. A assepsia foi
realizada por meio do tratamento das raquis com uma solugao de hipoclorito
de sodio comercial (NaClO a 2,5%) com agua na propor¢ao de 1:1 (v/v) du-
rante 1 min, seguida de dois enxagues com agua destilada e esterilizada, as
raquis foram dispostas em papel mata-borrédo, previamente umedecido, dentro
de placas de Petri plasticas transparentes (15 mm de altura x 86 mm de dia-
metro). As placas de Petri foram transferidas para cAmara de crescimento com
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fotoperiodo de 12 h e temperatura de 25 +2 °C por 96 h. Apds esse tempo,
as raquis foram colocadas em tubo Falcon (15 mL) com 5 mL de agua des-
tilada esterilizada. Cada tubo foi colocado em um agitador de tubos MA 162
(Marcon®) por 40 segundos. Apds a agitagao, aliquota da solugéo foi retirada
para contagem do numero de conidios/mL. A contagem foi realizada em ca-
mara de Neubauer com auxilio de em microscépio 6ptico e lentes de aumento
de 400x, sendo realizadas duas contagens por tubo, totalizando seis conta-
gens por cultivar de trigo, sendo duas por época de semeadura, obtendo-se
o numero de conidios produzidos por g de raquis.

Analise estatistica. O delineamento experimental utilizado foi o intei-
ramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) utilizando-se o programa computacional Genes (Cruz,
2016). Os dados de severidade foram transformados para Vx+10 e os de
esporulacdo, para logaritmo. As médias foram comparadas entre si pelo teste
estatistico Tukey a 0,05 de probabilidade (Tabelas 2 e 3). As médias das trés
variaveis avaliadas no trabalho também foram avaliadas quando ao grau de
correlagao pelo programa Excel do sistema Microsoft Windows versao 2010.

Resultados e Discussao

Todos os gendtipos testados apresentaram sintomas de brusone nas espi-
gas, com produgao de conidios nas raquis (Tabelas 2 e 3).

Houve variagao significativa entre os genétipos testados quanto as duas
estimativas da severidade da doenga aos 5 e aos 7 dai. Na primeira semea-
dura, a severidade variou entre 0,4% e 20,7%, aos 5 dai, e entre 4,6% e
96,3%, aos 7 dai. Na segunda semeadura, variou entre 1,6% e 31,0%, aos 5
dai, e entre 13,6% e 99,7%, aos 7 dai. A variagdo da taxa de esporulagéo de
PoT entre os gendtipos também foi significativa, variando entre 7,4 x 10%/g e
8,2 x 108/g de raquis, na primeira semeadura, e entre 7,7 x 10%/g e 8,3 x 108/g
de raquis, na segunda semeadura.

Os coeficientes de correlagdo mais elevados foram obtidos nas analises
realizadas entre a severidade da doenca na espiga aos 7 dai e taxa de espo-
rulacdo de PoT. Os valores de R? em tais analises foram de 0,5266 e 0,3074
para a primeira e segunda inoculagdes (Figuras 1A e 1B), respectivamente.
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De acordo com a escala de Pearson (Lira, 2004), estes coeficientes de corre-
lagao sao considerados moderado e fraco, respectivamente.

Tabela 2. Severidade de brusone em espigas e taxa de esporulagao de Pyricularia
oryzae em raquis de linhagens de trigo inoculadas com suspensao de conidios.
Primeira inoculagéo, realizada em 19/09/2019.

Severidade Severidade Esporulagao
Genoétipo Genotipo Genoétipo e
5 dai® 7 dai conidios/g
de raquis®
WT 16078 20,7 a®@ WT 17078 96,3 a WT 16077 82 a
WT 17078 20,1 ab WT 17020 86,4 ab WT 17061 82 a

WT 17054 17,2 ab WT 16078 84,3 abc WT 17055 82 a
WT 17055 10,4 abc WT 16077 84,3 abc WT 17020 82 ab
WT 16077 9,1  bcd WT 15008 81,8 abc WT 17078 8,2 abc

WT 15008 9,0 bcd PF 140475 75,4 abc CD 116 8,1 abc
WT 17020 8,3 bcd WT 17054 69,0 abcd WT 17056 8,1 abcd
WT 15025 7,6 cde WT 17056 66,4 abcd WT 17054 8,1 abcde
PF 16002 6,3 cde WT 17055 64,0 bcd PF 140475 8,1 abcde
PF 140475 4,7 cde PF 140479 59,2 bcde WT 16078 8,0 abcde
WT 17061 3,6 cde PF 16002 57,4 cde PF 16002 7,8 bcde
PF 140479 3,4 cde WT 17061 47,2 def WT 15008 7,8 cdef
CD 116 2,7 cde CD 116 37,7 ef PF 140479 7,7  def

WT 17056 1,8 de WT 15025 31,2 fg WT 15025 7,7 ef
TBIO Mestre 1,5 de TBIO Mestre 16,8 gh TBIO Mestre 7,7 ef
ORS 1401 04 e ORS 1401 46 h ORS 1401 74 f
CV(%) 17,34 13,53 3,62

(@ Dias ap6s a inoculagdo. @ Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade. ®Log da taxa de esporulagdo (no de conidios x 10%g de raquis).
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Tabela 3. Severidade de brusone em espigas e taxa de esporulagéo de Pyricularia
oryzae em raquis de linhagens de trigo inoculadas com suspensao de conidios.
Segunda inoculagéo, realizada em 02/10/2019.

Severidade Severidade Esporulagao

Genotipo 5 dai® Genoétipo i Genotipo g:r:,a(zslss/g
WT 16077 31,0 a® WT 15008 99,7 a WT 17055 83 a
PF 140479 31,0 a PF 140479 97,2 a PF 140475 8,2 ab
PF 140475 284 a WT 17078 953 a WT 17078 8,2 ab
WT 16078 24,8 ab PF 16002 93,0 a WT 16078 8,2 ab
WT 17078 21,4 abc PF 140475 91,7 a WT 15008 8,2 abc
WT 15008 18,1 abc WT 16078 91,1 a WT 17061 8,2 abc
PF 16002 13,0 bcd WT 17020 88,5 a PF 140479 8,1 abc
WT 17020 10,3 cde WT 17055 86,3 a PF 16002 8,1 abc
WT 17061 9,4 cde WT 17054 84,5 a ORS 1401 8,1 abc
TBIO Mestre 8,5 cde WT 16077 834 a WT 16077 8,1 abcd
CD 116 52 de WT 17056 80,9 a WT 17054 8,0 bcde
WT 15025 3,7 de WT 17061 80,5 a TBIO Mestre 7,9 cdef
WT 17054 3,0 de WT 15025 792 a WT 17056 7,9 cdef
WT 17055 2,3 de TBIO Mestre 41,2 b WT 15025 7,8 def
WT 17056 16 e CD 116 16,9 c WT 17020 7,8 ef
ORS 1401 16 e ORS 1401 13,6 c CD 116 7,7 f
CV (%) 19,96 11,31 2,48

(™ Dias ap0s a inoculagéo. @ Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade. ®Log da taxa de esporulagdo (no de conidios x 10¢/g de raquis).
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Figura 1. Andlise de correlagéo entre as variaveis severidade de brusone em
espigas de trigo aos 7 dias apods a inoculagéo (dai) e o logaritmo do numero
de conidios por grama de raquis na primeira (A) e na segunda inoculagéo (B).

As cultivares CD 116, ORS 1401 e TBIO Mestre se destacaram em rela-
¢éo a resisténcia a brusone, embora nao tenham se diferenciado de algumas
linhagens dependendo da variavel e do experimento. A expectativa inicial era
a de que estas cultivares demonstrassem essa resisténcia, ja que foram in-
cluidas nos experimentos devido ao desempenho demonstrado em outros
trabalhos de avaliagdo de resisténcia genética a brusone do trigo (Maciel
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et al., 2020). Além disso, apesar do Unico relato da presenca da transloca-
cao 2NS/2AS, baseado em analise molecular, seja relativo a cultivar TBIO
Mestre (Pizolotto, 2019), pode-se especular que esta translocagdo também
esteja presente nas outras duas cultivares utilizadas nos experimentos (CD
116 e ORS 1401). Ainda vale um destaque adicional a cultivar ORS 1401, que
apresentou o menor valor absoluto em cinco das seis avaliagdes realizadas
no trabalho (severidade aos 5 dai e aos 7 dai e esporulagdo no primeiro e
no segundo experimentos). Em relacédo as linhagens, o maior destaque foi
apresentado por WT 15025, a qual, na maior parte das comparagdes, de-
monstrou ter resisténcia igual a pelo menos uma das cultivares usadas como
referéncia.

Conclusoes

- Os experimentos foram eficientes para comparar os genétipos quanto a
resisténcia a brusone na espiga e a taxa de esporulacdo de PoT na raquis;

- dentre as trés cultivares de trigo testadas, a ORS 1401 foi a que apresen-
tou o melhor desempenho em termos de resisténcia a brusone;

- a linhagem WT 15025 destacou-se em relagdo as demais quanto a re-
sisténcia a brusone;

- ndo foi possivel estabelecer uma relacdo de dependéncia entre as varia-
veis de avaliagao de severidade nas espigas e taxa de esporulagdo de PoT
nas raquis.
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