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RESUMO: A Espécies de fungos do género Pyricularia estdo associadas com a doenca
brusone em plantas da familia Poaceae. Pyricularia oryzae € a espécie de maior incidéncia e
distribuicdo mundial, causando perdas em culturas de importancia econémica como arroz,
aveia, centeio, cevada, trigo e triticale. Dessa forma, este estudo teve como objetivo
caracterizar o espectro de patogenicidade de P. oryzae do trigo e plantas invasoras nos
hospedeiros de trigo, braquiaria, arroz e cevada. A pesquisa foi conduzida no Laboratdrio e na
casa-de-vegetacao na Universidade Estadual de Goias, no Campus de Jatai. Foram testados 28
isolados de P. oryzae obtidos de amostras de folhas infectadas de plantas invasoras de campos
de trigo e dois isolados de P. oryzae foram obtidos da espiga do arroz. De acordo com 0s
resultados, conclui-se que os isolados de P. oryzae testados, foram patogénicas a trigo,
cevada, arroz e braquiaria, com diferencas na agressividade.
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PATHOGENICITY TEST OF THE ISOLATES OF Pyricularia oryzae IN THE HOSTS
OF WHEAT, BARLEY, RICE AND BRAQUIARIA

ABSTRACT: A Species of fungi of the genus Pyricularia are associated with the blight
disease in plants of the family Poaceae. Pyricularia oryzae is the species with the highest
incidence and distribution worldwide, causing losses in crops of economic importance such as
rice, oats, barley, wheat and triticale. Thus, this study aimed to characterize the pathogenicity
spectrum of P. oryzae of wheat and invasive plants in wheat, brachiaria, rice and barley hosts.
The research was conducted in the Laboratory and in the greenhouse at the State University of
Goiés, at Campus de Jatai. Twenty-eight isolates of Pyricularia oryzae obtained from infected
leaf samples of wheat field invasive plants were tested and two isolates of Pyricularia oryzae
were obtained from the ear of rice. According to the results, it was concluded that the isolates
of Pyricularia oryzae tested were pathogenic to wheat, barley, rice and brachiaria, with
differences in aggressiveness.
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INTRODUCAO

Os primeiros surtos da brusone do trigo no Brasil, com prejuizos significativos a
producdo, ocorrem no ano de 1986, nas regides Norte e Oeste do Parana (PR), assim como
Noroeste de Sdo Paulo e Sul do Mato Grosso do Sul. (IGARASHI et al., 1986; IGARASHI,
1988). Em folhas de trigo, as lesbes tém forma eliptica e alongada, acompanhando as
nervuras, com dimens@es de 1-2 por 21-25 mm, com coloracao central que varia de branco a
castanho claro e as bordas castanho-avermelhado. O tamanho e a intensidade de descoloragdo
da lesdo variam com a idade da planta (IGARASHI, 1988). Em plantas jovens de trigo os
sintomas foliares da brusone sdo semelhantes aos observados em outros hospedeiros, como
em cevada e braquiaria (REGES et al., 2016). A predominancia de sintomas em espigas e a
rara incidéncia da brusone nas folhas do trigo leva a hipo6tese de que o indculo priméario do
patdgeno provem de lesbes em outros hospedeiros (DUVEILLER et al., 2010), especialmente
em espécies de poaceas cultivadas em larga escala como pastagens dos géneros Urochloa
(braquiéria) e Panicum (REGES et al., 2016).

O género Pyricularia é composto por diversas espécies de fungos fitopatogénicos que
estdo associados com a brusone em mais de 50 espécies de plantas poaceas (OU, 1985). Entre
as espécies desse género, Pyricularia oryzae é possivelmente o patdgeno mais importante em
funcdo de sua distribuicdo cosmopolita em plantas poéceas. A brusone ocasionada por P.
oryzae é responsavel por perdas severas, sob condi¢Ges predisponentes, em culturas de
importancia econdémica como arroz (Oryza sativa), aveia (Avena sativa), capim-braquiaria
(Urochloa spp.), centeio (Secale cereale), cevada (Hordeum vulgare), milho (Zea mays) e
trigo (Triticum aestivum) (ANJOS et al., 1996; BAILEY e EIJNATTEN, 1961; COUCH et
al., 2005; COUCH e KOHN 2002; IGARASHI et al., 1986; GOULART et al., 2003;
MARCHI et al., 2005; URASHIMA et al., 1993; REGES et al., 2016; REGES, 2016).

Devido a falta de cultivares com altos niveis de resisténcia genética e de controle
quimico eficaz para 0 manejo da brusone, o patégeno tornou-se amplamente distribuido em
todas as areas de cultivo de trigo no Brasil (CASTROAGUDIN et al., 2015; MACIEL et al.,
2014). Diante dessa problematica o principal objetivo deste trabalho foi caracterizar o
espectro de patogenicidade de P.oryzae do trigo e plantas invasoras nos hospedeiros de trigo,
braquiaria, arroz e cevada.

MATERIAL E METODOS

Amostragem das Plantas

Foram amostradas em uma lavoura de trigo, populacfes simpatricas (das mesmas areas)
as espiga de trigo e folhas de plantas invasoras com sintomas de brusone na Regido de Rio
Verde- GO. As populagdes de P. oryzae que infectam o trigo foram obtidas por amostragem
de transectos. Ja a amostragem de Poaceas invasoras foi tomada em um raio as margens do
campo de trigo. A coleta das invasoras foi efetuada em locais que ndo excederam 100 m da
lavoura de trigo de referéncia. As plantas encontradas foram colocadas em sacos de papel,
secas ao ar e mantidas a -20 °C até o momento do isolamento.
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Isolamento

Os isolamentos foram conduzidos na Universidade Estadual de Goias (UEG), Campus
Jatai, localizado no municipio de Jatai-GO. Os Isolamentos de P. oryzae de espigas de trigo e
de outras plantas Poaceas invasoras infectadas foram processados nos anos de 2016 e 2017.
Os isolamentos dos patogenos foram seguidos os procedimentos descrito por Cruz et al.,
(2010). De cada amostra infectada foi retirada apenas um isolado monospoérico. Para a
obtencdo de isolados monospdricos foram utilizadas folhas, raquis e glumas de plantas de
trigo ou folhas de plantas invasoras com sintomas de brusone. Realizou-se a assepsia do
material, que permaneceu em camara Umida por 24 h. Em seguida, com o auxilio de uma lupa
procedeu-se ao isolamento dos conidios de P. oryzae. Os conidios foram transferidos,
primeiramente, para 0 meio agar-agua e, ap6s 15 h, apenas os conidios germinados foram
transferidos para o meio aveia-agar até o desenvolvimento das colbnias. Os isolados de P.
oryzae foram preservados pela técnica do papel de filtro, mantidos em silica-gel a -20°C.

Origem dos isolados

Para o estudo comparativo da caracterizacdo fenotipica de isolados de P. oryzae, foram
utilizados 28 isolados provenientes de folhas de plantas invasoras ou espigas de trigo € dois
isolados de arroz, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Isolados de Pyricularia oryzae obtidos de amostras de trigo e gramineas invasoras
de areas de trigo em 2016 e 2017. Isolates of Pyricularia oryzae obtained from wheat and
invasive grass samples from wheat areas in 2016 and 2017.

Isolado Nome Comum do Hospedeiro Hospedeiro
16.0.001j Capim-braquiaria Urochloa spp.
16.0.002j Capim-coloniao Panicum maximum
16.0.003j Capim-braquiaria Urochloa spp.
16.0.004j Capim-braquiaria Urochloa spp.
16.0.005j Capim-carrapixo Cenchrus echinatus
16.0.006j Capim-braquiéria Urochloa spp.
16.0.007j Capim-carrapixo Cenchrus echinatus
16.0.008j Capim-carrapixo Cenchrus echinatus
16.0.009j Capim-braquiaria Urochloa spp.
16.0.010j Capim-coloniao Panicum maximum
16.0.011j Capim-braquiaria Urochloa spp.
16.0.012j Capim-colonido Panicum maximum
16.0.013j Capim-braquiaria Urochloa spp.
16.1.001j Trigo Triticum aestivum
16.1.002j Trigo Triticum aestivum
16.1.003j Trigo Triticum aestivum
16.1.004;j Trigo Triticum aestivum
16.1.005j Trigo Triticum aestivum
16.1.006j Trigo Triticum aestivum
16.1.007j Trigo Triticum aestivum
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Tabela 1. Continuagéo...

Isolado Nome Comum do Hospedeiro Hospedeiro

16.1.008;j Trigo Triticum aestivum
16.1.009j Trigo Triticum aestivum
16.1.010j Trigo Triticum aestivum
16.1.011j Trigo Triticum aestivum
16.1.012j Trigo Triticum aestivum
16.1.013j Trigo Triticum aestivum
16.1.014j Trigo Triticum aestivum
16.1.015j Trigo Triticum aestivum
001 Arroz Oryza sativa

002 Arroz Oryza sativa

Preparo do inéculo

Os isolados de P.oryzae foram cultivados em placas de Petri contendo meio aveia-agar e
mantidos sob fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 °C, durante cinco dias. Foram
transferidos discos de 5 mm contendo micélio e conidios de Pyricularia spp. para 10 placas
contendo meio de aveia, para producdo e obtencédo de esporos. As colbnias de fungos foram
mantidas por 15 dias sob as mesmas condigdes de cultivo (MACIEL et al., 2014; REGES,
2016).

Para a preparagdo do indculo, o micélio foi raspado com o auxilio de uma espatula
esterilizada e colbnias fungicas lavadas com agua destilada acrescida de espalhante adesivo
Tween 80 (2 gotas L). A concentragdo de conidios em suspensdo foi determinada em uma
camara de Neubauer, ajustando-se para 10° conidios mL™* para a inoculagdo (MACIEL et al.,
2014; REGES, 2016). O volume de suspensao de conidios para inoculacdo em plantas jovens
foi de 50 mL para um total de 5 vasos.

Semeadura

As semeaduras dos hospedeiros de trigo (T. aestivum) cv. BRS 264, braquiaria
(Urochloa brizantha) cv. Piatd, cevada (Hordeum vulgare) cv. BRS Korbel e do arroz (O-
sativa) cv IRGA 409, foram realizadas no dia 6 de setembro de 2016 e no dia 4 de maio de
2017, o experimento foi conduzido em duas vezes. Cerca de 8 a 10 sementes foram semeadas
em saquinhos plasticos de 300 mL, contendo substrato para plantas Tropstrato HT hortalicas
(Vida Verde). As plantas foram mantidas em telado a temperatura de 25 a 30 °C e regime de
12 horas de luz, e foram irrigadas diariamente. Uma adubacéo (4,0 g/vaso) com o formulado
N-P-K (10-10-10) foi realizada 10 dias ap0s as semeaduras.

Trés semanas ap0s a emergéncia quando as plantas testadas estavam no estadio
fenolégico de quatro folhas, o desbaste foi realizado deixando apenas seis plantas por
saquinho. Os saquinhos foram distribuidos aleatoriamente dentro da casa de vegetacdo
seguindo o delineamento casualizado, com 4 cultivares, 5 repeticdes de cada isolado. Cada
parcela experimental consistiu de um vaso contendo seis plantas, totalizando 30 plantas por
hospedeiro.
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Inoculagdo

A inoculagdo foi realizada com o auxilio de bomba spray de ar sob pressdo. A
suspensdo de conidios foi pulverizada sobre cada uma das plantas até o total molhamento da
superficie foliar, adaxial e abaxial. Apo6s a inoculacdo, as plantas foram incubadas por 24
horas no escuro em camara tipo Fitotron, a temperatura de 24 °C sob nebuliza¢do. Ap0s, as
parcelas experimentais foram transferidas para casa de vegetacdo climatizada com controle
automatico de temperatura do ar (25°C) e umidade relativa do ar (90%), com 12 horas de luz
solar, realizando a irrigacdo dos vasos diariamente.

Avaliacao

As plantas foram avaliadas sete dias ap6s a inoculagdo. Cinco folhas com sintomas de
brusone por vaso foram fotografadas usando uma cadmera digital marca Samsung. Os niveis de
agressividade dos isolados foram determinados com base na porcentagem de area foliar
infectada das plantas com sintomas de brusone. A area foliar infectada foi determinada com o
uso do software para analise de imagens digitais Assess Image Analysis Software for Plant
Disease Quantification version 2.0 da APS — American Phytopathological Society (Lamari,
Department of Plant Science, University of Manitoba, Winnipeg, Manitoba, Canada).

O delineamento experimental adotado para as espécies hospedeiras foram o
inteiramente casualizado, com cinco repeticGes. Para cada planta hospedeira, 0s tratamentos
experimentais foram representados por 30 isolados. A analise de varidncia foi realizada
usando o pacote de software os dados foram analisados mediante o procedimento “Assistat” e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 1% probabilidade (SILVA; AZEVEDO,
2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas significativas foram detectadas entre a espécie de Pyricularia oryzae quanto
a severidade de brusone em trigo, cevada, arroz e braquiaria (Tabela 2). Alguns dos isolados
de Pyricularia oryzae testadas foram patogénicas a trigo, com excec¢des aos isolados de arroz.
Com relacdo aos isolados de P. oryzae provenientes de plantas invasoras 0s isolados16.1.011]
e 16.0.013j foram o mais agressivo as plantas jovens (Figura 1A), com uma éarea foliar
infectada de 49,61 e 49,89% respectivamente. Ja os grupos de isolados de P. oryzae advindos
de plantas de trigo, os isolados mais agressivos foram 16.1.001j, 16.1.004j e 16.1.009j,
proporcionaram médias de severidade de 49,66, 49, 68 e 49,74% de area foliar infectada,
respectivamente. Os isolados 001 e 002 que foram isolados da espiga de arroz ndo foram
patogénicas ao trigo cv. BRS 264. O resultado ja era esperado pois, 0 trigo tem a presenca
funcional do gene de aviruléncia Avrl-CO39 no fungo P. oryzae potencialmente impede a
infeccdo de arroz, pois este carrega o gene de resisténcia Pi-CO39(t) (COUCH et al., 2005).
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Tabela 2. Médias de agressividade dos patdgenos de Pyricularia oryzae em hospedeiros de
trigo, arroz, cevada e braquiaria. Aggression means of Pyricularia oryzae pathogens in wheat,

rice, barley and brachiaria hosts.

Isolados Trigo Cevada Arroz Braquiaria
16.0.001j 30,84 e 45,88 d 45,88 a 37,87d
16.0.002j 18,931 27,48 h 27,48 f 17,48 1
16.0.003j 47,35b 26,34 i 45,89 a 47,67 a
16.0.004;j 32,87e 35,49 f 45,90 a 39,19¢
16.0.005j 46,45 ¢ 48,55 b 28,05¢€ 33,78¢
16.0.006j 13,32 21,06 j 21,069 30,86 f
16.0.007j 18,94 i 19,531 19,55¢g 19,64 j
16.0.008;j 46,85 ¢ 44,98 e 29,87d 21,98 i
16.0.009j 22,94 ¢ 55,59 a 38,76 C 31,65f
16.0.010j 27,54 f 26,331 11,95] 39,87 ¢
16.0.011j 49,61 a 55,59 a 4591 a 47,69 a
16.0.012j 11,45] 19,551 17,98 h 29,019
16.0.013j 49,89 a 18,811 12,86 i 47,68 a
16.1.001j 49,66 a 18,79 | 1,56 1 18,66 j
16.1.002j 27,19 f 55,60 a 0,57m 24,76 h
16.1.003j 19,291 55,61 a 0,21 n 47,68 a
16.1.004j 49,68 a 11,67 n 0,28 n 11,69 n
16.1.005j 31,89e 12,12 m 0,12 n 23,66 h
16.1.006j 46,78 ¢ 35,08 f 0,08 n 21,98 i
16.1.007j 18,86 i 35,67 f 0,22 n 36,66 d
16.1.008j 31,78 ¢ 55,60 a 0,11 n 11,36 n
16.1.009j 49,74 a 48,21 ¢ 0,02 n 47,69 a
16.1.010j 22,08 h 11,58 n 0,04 n 31,09 f
16.1.011j 17,411 11,61 n 0,05n 47,67 a
16.1.012j 41,98d 26,45 i 0,11n 25,85 h
16.1.013j 29,61 f 44,79 e 0,03n 47,62 b
16.1.014j 17,45 448l e 0,03n 39,52 ¢
16.1.015j 41,98d 55,61 a 0,02 n 47,69 a
001 0,13 m 33,89 f 45,89 a 13,46 m
002 0,361 31,679 42,67 b 11,67 n
F 267968,11** 7999396,95** 5890533,81** 5145961,37**
CV (%) 0,14 0,04 0,07 0,03

Médias na coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 1% de probabilidade pelo teste de Scott-
Knott. Mean values in the column followed by the same letter do not differ, at 1% probability by the Scott-Knott

test.

Todos os isolados de Pyricularia spp. testados foram patogénicas a cevada cv. BRS
Korbel (Tabela 2, Figuras 1B). Portanto os isolados 16.0.009j, 16.0.011j, 16.1.002j, 16.1 003],
16.1 008j e 16.1.015j foram os mais agressivos, com as médias de 55,59; 55,59; 55,60; 55,61,
55,60 e 55,61% da area foliar infectada, respectivamente. De fato, inUmeras cultivares de
cevada tém sido consideradas suscetiveis aos patdgenos do género Pyricularia, especialmente
a espécie de P. oryzae (MARANGONI et al., 2013). H4, entretanto, uma variacdo quanto a
resisténcia a brusone e gendtipos com niveis elevados de resisténcia a P. oryzae em relacéo ao
hospedeiro de cevada. (MARANGONI et al., 2013).
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Figura 1. Sintomas de brusone causado pela espécie de Pyricularia oryzae em folhas de trigo
cv. BRS 264 (A), cevada cv. BRS Korbel (B), arroz cv IRGA 409 (C) e braquiaria cv. Piatd
(D). Blast symptoms caused by the Pyricularia oryzae species on wheat leaves cv. BRS 264
(A), barley cv. BRS Korbel (B), rice cv IRGA 409 (C) and Brachiaria cv. Piata (D).

Os isolados 16.0.001j, 16.0.003j, 16.0.004j, 16.0.011j e 001 foram mais agressivo em
relacdo ao hospedeiro do arroz (Tabela 2, Figuras 1C), proporcionando medias de 45,88;
45,89; 45,90; 45,91; e 45,89% respectivamente de area foliar infectada. Com relacdo aos
resultados podemos observar que os isolados de trigo ndo infectaram o hospedeiro de arroz,
isto era previsto pois 0 Avrl-CO39 é um gene de aviruléncia do fungo da brusone do trigo e
nédo do arroz (COUCH et al., 2005). De acordo com os autores Maciel et al. (2014) o gene de
aviruléncia Avrl-CO39 foi detectado em 98% das amostras de trigo (com as unicas excegoes
em SP). Isto foi confirmada em teste de patogenicidade cruzada, aonde todos os isolados
obtidos de trigo foram avirulentos na cultivar de arroz Marateli.
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Com relagdo aos isolados 16.0.003j, 16.0.011j; 16.0.013j, 16.1.003j, 16.1.009j,
16.1.011j e 16.1.015j foram os mais agressivos a braquidria (Tabela 2, Figura 1D), com
meédias de 47,67; 47,69; 47,68;47,68;47,69;47,67 e 47,69% de &rea foliar infectada. Um dos
fatores que explicaria a maior agressividade desses isolados em braquiaria é a origem de
alguns isolados do proprio hospedeiro, podendo assim, apresentar melhor adaptabilidade.

Finalmente, este estudo demonstrou também, que P. oryzae patétipo Triticum tem uma
gama de hospedeiros mais ampla do que trigo, arroz, cevada, (GOULART et al., 2007;
REGES et al.,2016). Levando em consideracdo a gama de hospedeiros, podemos destacar a
importancia das plantas invasoras em &reas de trigo como fonte de ino6culo inicial do
patdgeno. A espécie de Urochloa spp. além de ser a forrageira mais cultivada no pais, € um
potencial fonte permanente de indculo inicial entre as épocas de cultivo de trigo, mantendo
ativo o indculo de P. oryzae pat6tipo Triticum (REGES et al., 2016).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados, conclui-se que os isolados de Pyricularia oryzae testados,
foram patogénicas a trigo, cevada, arroz e braquiéria, com diferencas na agressividade.
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