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RESUMO

EIDES, José Renato, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2023. Analise
Metabolomica em Cultivares de Trigo com Infeccao Foliar por Brusone.
Orientador: Frederico Garcia Pinto.

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma das culturas que mais tem expandido seu cultivo
no cerrado, o principal fator limitante da expansdo é a ocorréncia da doenga de
brusone causada pelo fungo Pyricularia oryzea, que leva a perdas elevadas de
produtividade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia de cultivares de trigo
que possuem a translocacdo 2NS a infeccao foliar de P. oryzea, associando
rendimento de gréaos, peso hectolitro (PH), severidade e compostos metabdlicos para
assim identificar cultivares com maior resisténcia a P. oryzea. Neste estudo, sete
cultivares comerciais de trigo da OR Melhoramento de Sementes, consideradas
resistentes a brusone por possuir a translocacdo 2NS foram selecionadas. Os
experimentos foram conduzidos em S&o Gotardo, MG, Brasil. As cultivares foram
semeadas em 2022 em diferentes épocas e sistemas de plantio, com quatro
repeticdes, em delineamento experimental de blocos ao acaso, em um dos
experimentos foram feitas inoculacées de P. oryzea. O rendimento de graos, peso
hectolitro (PH), severidade e metabdlicos foram avaliados. As variaveis rendimento de
graos, peso hectolitro (PH) e severidade foram submetidas a analise de variancia pelo
teste Scott-Knott a 5%. As andlises estatisticas dos dados obtidos para a
Metabolémica foram realizadas pelo software MetaboAnalyst 5.0. No experimento
sem inoculacédo nao houve diferenca significativa para o rendimento de graos, PH. No
experimento com a infeccdo por P. oryzea foram identificados dois grupos
significativos para o rendimento de graos, PH e severidade. Os menores danos foram
na cultivar ORS 1403 e os maiores na cultivar ORS Premium. As quais devidos ao
desempenho agron6mico foram analisadas metabolicamente, apresentando
diferentes compostos apds infeccao de P. oryzea, evidenciando diferenca quanto a

resisténcia destas cultivares com a translocagéo 2NS a P. oryzea.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.. Pyricularia oryzea. Translocagao 2NS.



ABSTRACT

EIDES, José Renato, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, 2023.
Metabolomic analysis in wheat cultivars with leaf blast infection. Adviser:
Frederico Garcia Pinto.

Wheat (Triticum aestivum L.) is one of the crops that has expanded its cultivation in
the cerrado, however in this region the crop has had as its main limiting factor the
occurrence of blast disease caused by the fungus Pyricularia oryzea, leading to high
losses of productivity. The objective of this work was to evaluate the reaction of
different cultivars to P. oryzea infection, associating grain yield, hectoliter weight (PH),
severity and metabolic compounds in order to identify cultivars with greater resistance
to P. oryzea. In this study, 7 commercial wheat cultivars belonging to OR Improvement
of Seeds, considered resistant to blast because they have the 2NS translocation, were
selected. The experiments were conducted in Sado Gotardo, MG, Brazil. The cultivars
were sown in 2022 at different times and planting systems, with 4 replications, in a
randomized block design, in one of the experiments P. oryzea was inoculated. Grain
yield, hectoliter weight (PH), severity and metabolites were evaluated. Grain yield,
hectoliter weight (PH) and severity variables were submitted to analysis of variance by
Scott-Knott test at 5%. Statistical analyzes of the data obtained for Metabolomics were
performed using the MetaboAnalyst 4.0 software. In the experiment without
inoculation, there was no significant difference for the variables grain yield, hectoliter
weight (PH) analyzed. After infection by P. oryzea, two groups were identified with a
significant difference in grain yield, hectoliter weight (PH) and severity. The smallest
damages were in the ORS 1403 cultivar and the biggest in the ORS Premium cultivar.
Which due to the agronomic performance were analyzed metabolically, showing
different compounds after P. oryzea infection, showing difference in the resistance of
these cultivars with the 2NS translocation to P. oryzea.

Keywords: Triticum aestivum L.. Pyricularia oryzea. 2NS Translocation.



SUMARIO

1. INTRODUCAO 7
2. REVISAO DE LITERATURA 9
2.1 A cultura do Trigo 9
2.2 Agente causal da brusone do Trigo 11
2.3 Reproducao do patogeno 12
2.4 Principais sintomas da brusone do trigo 14
2.5 Medidas de controle da brusone do trigo 15
2.5.1 Controle quimico 16
2.5.2 Controle cultural 16
2.5.3 Controle biologico 17
2.5.4 Controle genético 17
2.6 Analise metabolémica 19
3. MATERIAIS E METODOS 21
3.1 Local de conducéao dos ensaios 21
3.2 Material vegetal 21
3.3 Procedimentos experimentais 21
3.4 Analise Metabolémica 23
3.5 Analise de dados 24
4. RESULTADOS 25
4.1 Caracterizacao morfofisiologica e produtiva das plantas de trigo 25
4.1.1 Rendimento e peso hectolitro (PH) de grdos de trigo 25
4.1.2. Reducéo de produtividade de gréaos em trigo 27
4.1.3. Severidade, Produtividade, peso hectolitro e ciclo de cultivares de trigo 28
4.2 Caracterizacao metabolémica das plantas de trigo 29
4.2.1 Anélise metabolémica ndo-alvo das cultivares ORS 1403 e ORS Premium
sem inoculagdo de patogeno 29
4.2.2 Anéalise metabolémica ndo-alvo das cultivares ORS 1403 e ORS Premium
com inoculacdo de patdogeno 33
4.2.3 Analise metabolémica nao-alvo da cultivar ORS 1403 com inoculagdo e sem
inoculag&o do patégeno 37
4.2.4 Analise metabolémica ndo-alvo da cultivar ORS Premium com inoculagéo e
sem inoculacdo do patdégeno 40
5. DISCUSSOES 44
6. CONCLUSOES 49

REFERENCIAS 51



1. INTRODUCAO

O trigo atualmente é uma das espécies mais estudadas no mundo, tanto
dos pontos de vista cientifico e tecnoldgico, quanto econémico. Desde a sua
domesticagao, na regidao do Sudoeste Asiatico, entre os anos de 7000 a 9000 a.C.,
até a realizacao do presente estudo , este cereal apresentou grande expansao (Bell,
1987). De modo que ao decorrer da evolugao agricola surgiram cultivares com grande
variabilidade genética, selecionadas para as mais distintas caracteristicas regionais,
0 que possibilita seu cultivo em praticamente todo o mundo (Mota, 1982, citado por
Angra, 1995), e desde o inicio do século XX, varios pesquisadores de diversos paises
e, mais recentemente, do Brasil, dedicam-se ao estudo das peculiaridades do sistema
genético dessa espécie (Mackey, 1963, 1975; Feldman, 1977; Moraes-Fernandes,
1982; Braun et al.,1997).

No cerrado brasileiro este cereal tem ganhado cada vez mais espaco, até
0 ano de 2023 estima-se um aumento na area cultivada de 100 mil hectares, o que
pode reduzir as importagcdes em R$ 450 milhdes, € um projeto ambicioso que conta
com apoio de varios seguimentos da cultura deste cereal no pais, tornando o trigo
protagonista na préxima revolugdo do cerrado (Embrapa 2021), mas para que isso
seja possivel varios avancos ainda sdo necessarios, destacando-se neste cenario
cultivares que tenham melhor resisténcia a doencas e pragas, além de praticas

agricolas mais adequadas a realidade do Bioma Cerrado.

Dentre os fatores que podem afetar a produtividade do trigo e,
consequentemente, levar a perdas econOmicas, destaca-se a brusone do trigo,
doenca causada pelo fungo Pyricularia oryzae !/ Magnaporthe oryzae. Sendo
atualmente a doenca que mais preocupa a producao global de trigo (Couch e Kohn
2022). Sua ocorréncia se da quando existe combinacao de periodos com intensas
chuvas, temperaturas favoraveis entre 20 a 25°C, dias nublados e alta umidade
relativa superior a 93%, tendem a favorecer a ocorréncia de epidemias de brusone
(Goulart et al., 2007; Kohli et al. 2011). No trigo os érgaos mais afetados sédo as
espigas e as folhas, nas folhas os sintomas apresentam lesdes verde-acinzentadas e
encharcadas de agua com bordas verde-escuras, nas espigas e espiguetas o0s
sintomas se apresentam com lesées marrom-acinzentadas e manchas pretas

brilhantes na raquis (Goulart et al., 2007).


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do31_b.htm
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A nivel de importancia econémica, a brusone no trigo reduz o rendimento e
a qualidade dos graos, devido a infecgdo os graos tornam-se enrugados, pequenos,
com deformacdes e baixo peso hectolitro (PH) (Goulart e Paiva, 2000) gerando altos
prejuizos, dependendo do nivel e da época de infeccao as perdas podem chegar a
niveis de 100% (Goulart et al., 2007). As principais alternativas de manejo para esta
doenca no cerrado brasileiro, sdo época de semeadura adequada, uso de cultivares
resistentes e o uso do controle quimico, no entanto o controle quimico com fungicidas
nao tem se mostrado muito eficiente (Panisson et al., 2004), o que tem tornado esta
doenca a mais preocupante para o cultivo de trigo nesta regido. Desta forma, o uso
de cultivares resistentes aliadas a época correta de semeadura tem se mostrado a
principal alternativa de manejo para a brusone do trigo no cerrado brasileiro.

No Brasil, os programas de melhoramento genético do trigo destinados a
desenvolver cultivares para o cerrado brasileiro, tém colocado como prioridade dentro
de seus programas a selecao de cultivares que apresentem a resisténcia a brusone
do trigo. O que permitiu a estas empresas a aquisicao de dados consistentes e induziu
o melhoramento de cultivares a partir da translocacao de um segmento cromossémico
selvagem (2NS de Aegilops ventricosa) para o cromossomo 2A do trigo, sendo este
responsavel por conferir maior resisténcia a doenga (Cruz et al., 2016).

No entanto o que se tem observado a campo € que cultivares resistentes
que possuem o segmento da translocacdo 2NS / 2AS, oriundas de um mesmo
programa de melhoramento apresentam variabilidade de resisténcia, o que da a
entender que outros fatores estariam associados a resisténcia a brusone do trigo,
desta forma é imprescindivel um estudo dos mecanismos de defesas usados pelas
plantas de trigo, para melhor entender o que confere maior resisténcia a determinada
cultivar em relagdo a outra quando submetidas ao ataque do patégeno Pyricularia
oryzae, para assim serem propostas acdes para a selecao das melhores cultivares no
controle desta doenca.

Apoés o ataque do fungo, a planta passa a sintetizar varios metabdlitos
secundarios de defesa, como fitoalexinas, antioxidantes, acido salicilico, &cido
jasmonico e etileno, ou ativacao da via fenilpropanoide para apoiar a biossintese de
lignina, (Shulaev, V.; Cortes, D.; Miller, G.; Mittler, 2008) envolvendo a producao de
acido abscisico, brassinosteroides e auxinas (Koorneef, A.; Pieterse, 2008). Além
disso, pode-se esperar que o fungo altere a biossintese de nutrientes essenciais para
sua prépria dieta, e assim, novas vias metabdlicas podem ser induzidas dentro das



plantas hospedeiras. Foi afirmado por Leite e Pacholati 1995, que o tecido vegetal
responde de maneira quase que simultanea a um ataque de microrganismos, onde
um simples contato entre eles desencadeia varios processos em ambos. Segundo
Leegood e Scholes 1991, os fungos sdo patégenos especializados em retirar
suprimentos de nutrientes de um hospedeiro para se desenvolver e reproduzir, onde
ele coexiste com o hospedeiro causando mudancgas na sua fisiologia e metabolismo.

Mudancas nos perfis metabdlicos de um organismo vivo como uma
resposta a uma modificagdo genética, estimulo externo e/ou estressor pode ser
estudado pela abordagem metabolémica (Alcantara et al., 2015). Medir o nivel de
metabdlitos polares pode dar uma imagem precisa do estado fisiolégico de uma
célula/tecido ou biofluido. Dentre as técnicas utilizadas para a analise de metabdlitos,
a Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) é uma
técnica analitica hifenizada amplamente usada em metabolémica de plantas. (Hill et
al., 2013).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura do Trigo

O trigo é um cereal originario do continente asiatico que atualmente ja é
cultivado em mais de 70 paises e 5 continentes (Dixon, 2007), trata-se de uma
graminea pertencente a familia das Poaceae, género Triticum e tendo como espécie
mais cultivada o Triticum aestivum L. Em 1534 o trigo chega ao Brasil trazido por
colonizadores europeus, precisamente por Martim Afonso de Souza, sendo
primeiramente cultivado nos estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul (Neves,
2005), atualmente este cereal é considerado um dos mais nutritivos, junto ao milho e
arroz (Gill, 2010), constituindo aproximadamente 20% da dieta humana, seu uso se
da na forma de farinhas para a produgao de paes, biscoitos, bolos, massas, sopas,
pudins, molhos e ainda para composi¢cao de ragdes para alimentagdo animal (Mori,
2015).

A produgédo mundial € estimada em 733 milhdes de toneladas, cultivadas em
aproximadamente 216,5 milhdes de hectares (CONAB, 2019). O Brasil produz em
média 5,47 milhdes de toneladas e tem um consumo em torno de 11 milhdes de
toneladas, ou seja, para suprir a demanda interna seria necessario dobrar a

produtividade (CONAB, 2019), a regiao sul se destaca no cultivo de trigo, sendo esta
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regido responsavel por 87% da produtividade nacional, com destaque aos estados do
Parana e Rio Grande do Sul, estados como Bahia, Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito
Federal, Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina também possuem areas de
producéo de Trigo (CONAB, 2018).

Novas fronteiras agricolas tém surgido no cendrio triticola nacional,
destacando-se a regidao Centro-oeste que teve ampliagdo de sua area de cultivo
superior a 43% e incremento de produtividade de 47% na Safra 2019 (CONAB, 2020).
Quando bem manejado nos aspectos técnicos (adubacao, controle de pragas e
doencas) e condi¢des climaticas favoraveis, o trigo produzido no Cerrado brasileiro
tem atingido altos tetos produtivos, aliados a excelente qualidade industrial dos graos,
destacando se como trigo pao ou melhorador tipo 1 na industria de producao de
farinhas (Reunidao Técnica Trigo e Triticale, 2022).Comparada as demais culturas de
gréaos, condigdes climaticas diferentes s&o exigidas pela cultura do trigo para produzir
bem e com qualidade, na sua fase inicial de desenvolvimento a cultura necessita de
temperaturas baixas, ja para a fase de floragdo e formacao de graos as exigéncias
sao baixa umidade e temperaturas mais elevadas (ABITRIGO, 2011).

O trigo € uma cultura que durante seu desenvolvimento passa pelas fases de
sensibilidade a fotoperiodo (comprimento do dia), vernalizacdo (exposi¢do a baixa
temperatura) e comprimento de sua fase basal (“intrinsic earliness”), essa
sensibilidade é dependente do local e época de semeadura (Alberto 2008), com isso
ela pode variar amplamente (Rodrigues et al., 2013). Os fatores abibticos como
temperatura e a precipitagcdo sado os principais efeitos climaticos que interferem no
rendimento e na qualidade dos graos produzidos, tornando-se necessario ajustar
época de semeio, cultivares e manejo nas novas areas triticolas visando reduzir a
interferéncia destes (Luiz et al., 2005). VariacOes climaticas nesses fatores tém
acarretado impactos negativos, chuvas em excesso no periodo de maturagédo
fisiolégica e ou doencas como a brusone podem reduzir o rendimento e 0 peso
especifico, conhecido também como peso do hectolitro dos graos, este quando é
inferior a 78, interfere na qualidade industrial da farinha, sendo causa de prejuizo ao
produtor devido a precificacdo mais baixa (Abrecht, 2009).
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2.2 Agente causal da brusone do Trigo

Em 2011 pesquisadores chegaram a um consenso sobre a nomenclatura para
o fungo agente causador da brusone do trigo, foram necessarios anos de estudos
taxonbémicos, com exames de patogenicidade, compatibilidade, especificidade e
morfologia, até definir que o agente seria 0 Magnaporhte oryzae Catt., com estadio
teleomérfico de Pyricularia oryzea (Couch e Kohn 2002; Zhang et al., 2016).

Atualmente, entre todas as doencas fungicas que acometem a cultura do trigo,
a brusone (Magnaporthe oryzae) é considerada a mais importante (Dean et al., 2012).
|dentificada no Brasil pela primeira vez no ano de 1985, no estado Parana (lgarashi et
al., 1986), logo se espalhou por vérias regides triticolas abrangendo uma area que vai
do Rio Grande do Sul até o Cerrado brasileiro (Goulart et al., 1990; Ceresine et al.,
2019). Paises vizinhos como Argentina, Paraguai e Bolivia relataram incidéncia da
brusone do trigo em suas regides uma década apods o relato de sua identificacdo no
Brasil, mostrando como esta doenga se expandiu rapidamente na América do Sul
(Kohli et al., 2011; Maciel et al., 2014).

No ano de 2016 pesquisadores relataram a identificacdo de ocorréncia de
brusone no trigo no continente asiatico, mais precisamente em Bangladesh, tornando
essa moléstia de amplo espectro de atuacéo, deixando de ser restrita a América do
Sul, e com grande possibilidade de se espalhar para cultivos de campos vizinhos, pois
ja foi também relatada casos de aparecimento na india (Tosa et al., 2016) o que levou
este pais a desenvolver estratégias para reduzir a disseminacgéo, visto que a india é o
segundo maior produtor de trigo do mundo (Islan et al., 2016; Malaker et al., 2016).
Em Bangladesh a suspeita que grdos contaminados entraram no pais oriundos das
importacdes de graos que ocorrem em diversos paises de 2006 a 2017, os quais foram
colhidos em areas infectadas, chegando a india pela fronteira entre os paises (Islam
et al., 2016).

As perdas de produtividade relacionadas a brusone do trigo variam em média
entre 10% a 13 %, mas dependendo das condicdes pode chegar a 100% de perdas
na qualidade dos graos (Goulart et al,, 2007). Na espiga é visivel o sintoma mais
comum da doenca, onde apds a fase do espigamento a infeccdo da espiga promove
o esbranquicamento deste 6rgdo e com presenca de uma pontuacao negra no local

de infeccdo, o que causa ma formagao dos graos, murchamento, mas € importante
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destacar que quando o ataque € nas folhas, principalmente no estagio inicial de
desenvolvimento, durante a fase de plantula, ocorre o desenvolvimento
epidemioldgico da doenca, que pode se espalhar para demais partes da planta (Cruz
et al., 2015).

Devido ao grande poder de destruicdo da doenga e o volume de perdas
ocasionado, varios estudos foram realizados buscando encontrar fontes de resisténcia
a doenca, algumas cultivares foram desenvolvidas, no entanto nenhum genétipo
expressou resisténcia completa ou duravel (Cruz, Valente, 2019). Dependendo do
ambiente e da severidade da doenca, estes gendtipos apresentaram suscetibilidade
(Urashima et al., 2001; Urashima et al., 2005). Ha um elevado numero de cepas, 0
que torna a resisténcia complexa, os programas de melhoramento estdo engajados
na busca de desenvolvimento de novas cultivares resistentes, porém devido a
variabilidade das cepas, ndo € possivel determinar o quao essa resisténcia sera

efetiva e duradoura com as informagdes encontradas até o presente momento.

2.3 Reproducao do patogeno

Existe duas formas de reproducéo do fungo causador da brusone, a sexual e
a assexual, onde na forma sexual Magnaporthe oryzae Catt., age com a formacao de
ascomas do tipo peritécio, ostiolados, sem estroma, rostrados e periafises, com anel
refrativo e ndo amiloide. Onde cada asca da origem a oito ascosporos possuindo trés
septos cada, fusiformes, curvados e hialinos (Purchio; Muchovej, 1994; Massola Jr.;
Krugner, 2011). No entanto, até o momento ndo foram encontrados peritécios na
forma comum na natureza nas condigdes de campo. Um ascomiceto hemibiotrofico €
o fungo causador da brusone na fase teleomoérfica, pertencente a familia
Magnaporthaceae, composta por mais de 100 espécies em 12 géneros de telemorfos
e 7 de anamorfos (Huhndorf et al., 2008; Kirk et al., 2008; Zhang; Zhao; Shen, 2011.
Baseado em estudos filogenéticos, Magnoporthaceae classe Sordariomycetidae, faz
parte da ordem unifamiliar Magnaporthales, ordem Diaporthales e Ophiostomatales
(Zhang et al., 2006; Thongkantha et al., 2009), género Magnaporthe e espécie M.
oryzae, essa fase somente é encontrada em laboratério ndo estando presente na
natureza.

Em condi¢gdes ambientais 6timas como molhamento superior a 10h e

temperatura préxima a 25°C na fase inicial de emborrachamento até o final do
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enchimento de graos, favorecem a ocorréncia e intensidade da doenca. Sendo uma
doenca necrotréfica e também policiclica onde sitios doentes podem gerar novos
ciclos da doenga, pode sobreviver em diversos ambientes, plantas nativas e
hospedeiros secundarios, que atualmente sdo os principais e mais importantes fontes
de sobrevivéncia do fungo na entressafra (Cruz, Valente, 2019). Nao sendo possivel
utilizar hospedeiros secundarios para sua sobrevivéncia, o fungo também por ter
habito necrotréfico consegue sobreviver em restos culturais, o que lhe da a
capacidade de posterior infeccao das plantas de trigos e também arroz, cevada,
centeio da familia Poaceae (Choi et al., 2013). Outra fonte de in6culo  primario s&o
as sementes, pois o0 fungo pode ainda estar na forma de micélio dormente
internamente nas sementes ou superficial das mesmas, permitindo sua disseminagao

em outras areas (Reis et al., 1998).

Quando ocorre a deposicdo e adesdo do esporo na superficie do tecido
hospedeiro, da-se inicio ao ciclo de Pyricularia oryzae, 0 esporo germina nas
condicoes de alta umidade, e apbés duas horas estd formado o tubo germinativo
(Talbot, 2003), em seguida, forma-se o apressorio, estrutura responsavel pela
penetragédo do fungo no tecido vegetal do hospedeiro, isso s6 é possivel gragas a uma
pressao de turgor préxima a 80 atm, o que equivale a 8,08Mpa (Ribot et al., 2008). A
“‘peg” produzida pelo apressério penetra e rompe a superficie da folha, dando-se a
formacao da hifa primaria, a qual ao se encontra com os plasmodesmas na parede
celular permitindo sua movimentacao pelas células vizinhas, produzindo hifas

secundarias (Kankanala; Czymmek; Valent, 2007).

A propagagéo da doenga ocorre atraves das lesdes necréticas esporulantes,
entre 4 a 5 dias apds a penetracao, quando o fungo coloniza o tecido (Ribot et al.,
2008). Sao repetidos varios ciclos da doenga, em média apos 6 dias da infecgao
produz uma leséo, que é capaz de produzir de 2.000 a 6.000 conidios por dia por
aproximadamente 14 dias em condi¢des controladas (Ou, 1985). A temperatura é o
fator que determinara a duragéo do processo de penetracao, podendo variar de 6, 8 e
12 horas, sob temperaturas de 24°C, 28°C e 32°C respectivamente. Para que ocorra
a germinagdo e penetracdo dos conidios na folha do trigo é necessario moderado
molhamento foliar, onde a doenca é favorecida por periodos de longa presenca de

orvalho 2 ou 3 dias consecutivos (Picinini; Fernandes, 1995).
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A temperatura ao redor de 28°C e umidade relativa entre 95 a 100% ¢ a ideal
para favorecer a conidiogénese (Alves; Fernandes, 2006). Fatores tais com
precipitacao pluvial, dias nublados, temperaturas entre 24 e 28°C, umidade relativa
acima de 90% influenciam o desenvolvimento da doenga e sdo favoraveis a mesma.
A patogenicidade do fungo € muito virulenta, causando lesées em todos os érgaos
aéreos da planta, incluindo folhas, colmos, bainhas, nés, pedunculo e glumas e
também sementes (lgarashi, 1988). O vento € o principal meio de disseminagédo do
patégeno (Lima, 2004), no entanto o meio de propagacdo mais importante de
sobrevivéncia, transmissdo e disseminacdo de um patdgeno € a semente,
principalmente devido seu amplo uso pelo homem nas diferentes culturas (Telles
Neto, 2004).

Quando o in6culo esta presente em uma semente infectada, a doenca é
transmitida para a plantulas emergidas (Maude, 1996). A disseminagao via sementes
nao engloba somente a semente do proprio trigo como inéculo de Pyricularia oryzae,
destacando-se também gramineas invasoras e nativas (Gomes, 2012). Epidemias
podem ser geradas em novas areas principalmente campos de sementes, devido a
inéculos oriundos de sementes que visualmente podem ndo apresentar a doenca,

ocasionando graves consequéncias (Gomes et al., 2019).

2.4 Principais sintomas da brusone do trigo

Nas folhas a doenca da brusone do trigo tem uma sintomatologia bem
caracteristica, com pequenas lesbes elipticas de coloracdo castanha, as quais
evoluem para lesées maiores rapidamente, sempre em dire¢cdo a nervura da folha,
local com concentracdo de maior umidade (Lima, 2004). A evolugao da doenca resulta
em uma lesdo esbranquicada com margens castanho-avermelhada e centro
acinzentado, correspondente a esporulagdo do patégeno que pode ocorrer em
condigdes climaticas favoraveis (Toledo; Escobar, 2002). Com isso, plantas com suas
folhnas severamente atacadas entram em senescéncia precocemente devido a

reducdo da sua area fotossintética ativa (Picinini; Fernandes, 1995).

Em condicdes de clima favoravel a doenca se apresenta nas glumas, existe a
possibilidade de visualizacdo da esporulacao de cor acinzentada do patdégeno, o que
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pode confundir com outras doengas causadas por fungo principalmente a giberela, no
entanto nas glumas as lesdes sédo caracterizadas por ter forma eliptica ovalada de
coloragao castanha nas bordas e regidao do centro esbranquicada (Serfling et al,
2017). LesbGes nessa regidao da planta ocasiona ma qualidade das sementes que estao
se desenvolvendo o que tem ocasionado favorecimento a transmissdo do patégeno,
pois quando ocorre a formagdo dos gréos, as sementes tem aparéncia sadia, no
entanto estdo murchas e possui contaminagao do fungo em seu endosperma (Toledo;
Escobar, 2002).

A regido da planta de trigo em que a doenca se expressa de forma mais
destrutiva é na espiga, uma lesdo com pontuagdes de coloragéo preta € visivel na
raquis, apos a infeccao pelo patégeno e esta resulta em uma necrose a partir do ponto
de infeccdo, bloqueando o acesso da espiga a agua e nutrientes esséncias para seu
desenvolvimento, ocorre a morte prematura da espigas, seus graos tornam cochos e
mal formados e o sintoma caracteristico € o branqueamento da espiga a partir do
ponto de infecgao (Goulart et. al.,, 2007). Em todas as fases de desenvolvimento da
cultura do trigo pode ocorrer a manifestacao da brusone, dependendo da fase em que
ela ocorre e as condicbes favoraveis é que ir4 determinar o potencial de danos, em
espigas quando a infec¢cao ocorre mais tarde o potencial de dano € menor, ja infecgdes
na fase de pleno espigamento, o rendimento e a qualidade dos graos € severamente
afetada, acarretando grandes danos econdmicos devido aos graos se tornarem
inutilizados para comercializacao e utilizacdo humana (lgarashi; Balan, 2004; Cruz et
al., 2009).

2.5 Medidas de controle da brusone do trigo

Considerada uma doenca de dificil controle, principalmente nas regiées do
cerrado brasileiro, a brusone do trigo é atualmente um dos principais problemas para
o cultivo deste cereal (Urashima et al.,, 2004). Manejar o patdgeno para que esse
cause 0 menor dano econbmico possivel tem sido um desafio para todos os
envolvidos na cadeia produtiva do trigo, através de estudos tem se buscado
desenvolver técnicas e medidas que aplicadas integradamente com praticas

agron6micas atinjam esse objetivo (Prabhu & Fillippi 2006).
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Aliar um conjunto de praticas tais como medidas culturais, quimicas, genéticas
tem possibilidade de reduzir danos causados pela brusone no trigo. Essas medidas
englobam incorporagédo dos restos culturais, eliminacdo de plantas hospedeiras
principalmente gramineas invasoras, utilizar sementes tratadas com fungicidas e com
boa sanidade, fazer rotagdo de culturas utilizando plantas ndo hospedeiras, plantio
respeitando a época recomendada para a regidao de adaptacéao, utilizar cultivares
resistentes e diversificacdo das mesma para evitar a selecao por genétipos, adotar as
praticas agrondmicas de adubacgéao, controle de pragas e doencas (Pagini, 2011).

2.5.1 Controle quimico

O controle quimico € uma das opcoes de manejo a ser adotada, sendo
recomendado sua utilizacdo de maneira preventiva, quando as condigdes climaticas
estiverem favorecendo o patégeno, sendo uma aplicagdo realizada logo apés o
florescimento e uma segunda 10 a 12 dias apds a primeira aplicagdo direcionadas
para atingir a parte aérea das plantas (folha bandeira e espigas). Devido ndo conseguir
atingir o alvo a ser protegido, a raquis, o controle quimico n&o tem se mostrado muito
eficiente, ndao passando de 50% independente do principio ativo utilizado (Goulart,
2004). Dentre os fungicidas recomendados para o controle da brusone no trigo,
destacam-se como o0s principais: tebuconazol, metconazol e piroclostrobina +
epoxiconazol (Pizoloto, 2019) e de acordo com dados fornecidos pela Reunido da
Comissao Brasileira de Pesquisa de Trigo e Triticale (2019) os fungicidas que contém

mancozebe em sua formulacdo se mostraram mais eficientes.

2.5.2 Controle cultural

Como manejo cultural, adota-se época de semeadura de acordo com
recomendacgao para cada regido, planejando para que o espigamento, momento mais
critico da doenca nao coincida com condi¢cdes favoraveis a ela, molhamento superior
a 10 horas e umidade relativa acima de 90% aliadas a temperaturas entre 24 e 28°C
(Coelho et al., 2016). Sendo que essa estratégia de manejo tem sido muito eficiente
para diminuir a pressao do in6culo na cultura. Paises como Bolivia, Argentina,
Paraguai e regides do cerrado brasileiro o atraso no plantio tem reduzido perdas de
produtividade ocasionadas por brusone (Coelho et al.,, 2016). Fator importante a
observar é o ciclo das cultivares, onde aquelas de ciclo mais longo, tendem a ter
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menor incidéncia de espigas com brusone, pois seu espigamento coincide com
condigdes de umidade e temperatura desfavoraveis ao patégeno (Goulart; Sousa;
Urashima, 2007). Rotacao cultural com leguminosas como soja e feijao tem reduzido

o inéculo para o préximo cultivo.

2.5.3 Controle biolégico

Controle biol6égico tem sido muito pouco utilizado no manejo de brusone no
trigo, no entanto varios trabalhos com biolégicos tem mostrado potencial para controle
de fitopatdgenos e o caso das populacdes bacterianas associadas a rizosfera das
culturas agricolas, as quais ja mostraram esse potencial (Weller, 1988; Dantas et al.,
2011). Foram coletadas amostras de solos de duas regides de cultivo de trigo, visando
obter estirpes da rizosfera com potencial para controle de brusone, nas amostra
coletadas obteve-se 606 estirpes de bactérias e actinobactérias das quais 16
apresentaram in vitro diferentes porcentagens de inibicdo de Pyricularia oryzae
(Casteliani, 2016).

2.5.4 Controle genético

O controle genético da brusone no trigo tem sido uma busca constante das
empresas de pesquisa e melhoramento genético da cultura, até os anos 2000 poucas
cultivares apresentavam em seu genoma fontes de resisténcia a brusone, maioria
sendo altamente suscetivel, e com alta variabilidade de resisténcia entre os genétipos
de trigo quanto a reacao a brusone (Coelho et al., 2016; Maciel et al.,, 2014). Esta
variabilidade pode estar relacionada a propria defesa qualitativa que a planta de trigo
possui ou até mesmo as multiplas racas entre isolados e também ainda a interacao
entre isolado e planta (Urashima et al., 2004). Outro fator a considerar é com relagao
ao comportamento das cultivares a campo em diferentes regiées, onde um genoétipo
por apresentar resisténcia em determinada regido e ser suscetivel em outra,

principalmente devido a variabilidade do patégeno (Urashima, et al., 2004).

Cruz et al., (2012) salientam que os mecanismos de defesas utilizados pela
planta de trigo para a resisténcia a brusone na folha e na espiga, ndo apresentam
diferenca, o que beneficia o patdégeno quanto a infeccao do hospedeiro. Ja foram

identificados 8 genes de resisténcia a brusone do trigo sendo eles: gene Rmg2
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(cromossomo 7A), gene Rmg3 (cromossomo 6B), gene Rmg7 (cromossomo 2A), gene
Rmg8 (cromossomo 2B), gene Rmg1 e gene Rmg6 (cromossomo 1D) e os genes
Rmg4 e Rmg5 (Zhan et al., 2008; Tagle et al., 2015; Anh et al., 2015; Takabayashi et
al., 2002; Nga et al., 2009). Sob condicbes naturais de infeccédo estes genes conferem
resisténcia a brusone, j& com isolados mais agressivos da doenga tem ocorrido a
quebra da resisténcia, ja apresentada em estudos para os genes Rmg2, Rmg3 e
Rmg7 (Islam et al., 2019).

Além dos genes ja descobertos relacionados a resisténcia do trigo a brusone,
foi identificado um segmento de cromossomo, a translocacdo 2NS o qual foi
introduzido de Aegilops ventricosa no cromossomo da regido distal 2AS para ser
utilizado para a resisténcia a ferrugem (Helguera et al., 2003). Posteriormente
descobriu que outros genes de resisténcia estavam presentes no segmento 2NS,
sendo o Cre5 para resisténcia de nematoide do cisto em cereais (Jahier et al., 2001)
e Rkn3 para resisténcia a nematoides de né da raiz (melodoigyne), (Williamson et al.,
2013). Com a insercdo do segmento 2NS em algumas cultivares, derivadas da
linhagem “Milan” do CIMMYT, estas apresentaram altos niveis de resisténcia para a
brusone, mas vale salientar em contrapartida que muitos gendétipos que apresentam
0 segmento ndo possuem baixo nivel de resisténcia, devendo uma analise precisa

dos melhoristas durante a selecéo (Tellez et al., 2018).

Diante disso sugere que a resisténcia promovida pelos genes ja descoberto
e pela translocacao 2NS estejam associada com a base genética da planta e/ou
condicbes ambientais, niumeros de genes envolvidos, tipo de dominancia da
resisténcia, nivel de resisténcia para cada nivel de observacdo (campo ou casa de
vegetacdo), sendo uma gama gigantesca de informagdes a serem utilizadas dentro
de um programa de melhoramento, o que determina a necessidade de mais estudos
sobre como funciona o complexo de resisténcia do trigo a brusone (Vales et al., 2018).
Fazer uso das altas tecnologias disponiveis atualmente é o caminho a ser explorado
para tentar minimizar os danos causados por essa moléstia através da descoberta de
novas fontes de resisténcia (Cruz et al., 2017).
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2.6 Analise metabolomica

A analise metabolémica é uma tecnologia moderna com a qual é possivel
mapear um grande numero de metabdlitos em organismos sob determinadas
condigdes. O mapeamento pode ser de cunho qualitativo como também quantitativo.
A metabolémica permite relacionar o feno6tipo do organismo de interesse através dos
compostos que podem ser monitorados pelas analises (Saia et al., 2019).

Essa técnica de analise metabolémica ja € um conceito bastante explorado e
avangado no estudo de fungos e as plantas, no entanto ainda pouco se sabe quanto
a interacao entre fungos e plantas principalmente quando essa interacdo é entre
fitopatégenos e seu hospedeiro (Chen; Ma; Chen, 2019). Sendo essa uma interacao
bastante complexa, pois envolve varias reagdes fisiolégicas e metabdlicas, gerando
um monte de dados de dificil compreensao, assim associar analise metabolémica com
demais tecnologias, como métodos de analises nao supervisionados (PCA), pode
ajudar a agrupar grandes amostras de dados e tirar conclusées mais precisas sobre
determinada interacdo (Chen; Ma; Chen, 2019).

Varias técnicas instrumentais sdo empregadas para analises
metabolémicas, entre elas, a cromatografia liquida-espectrometria de massas (LC-
MS) e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) que
por sua alta sensibilidade e reprodutibilidade tém sido amplamente utilizadas (Leite et
al., 2021).

Fisiologicamente ocorrem mudancas na planta quando ela sofre ataque de
fitopatdogenos, pela manifestagdo de mecanismos de defesa, que podem ser a
fortificacdo da parede celular (aumentando o teor de lignina), a biossintese de
metabolitos primarios e secundarios agindo como atividade antimicrobiana, ou até
mesmo acgao antifungica (Mhlongo et al., 2018). Atualmente, ja é possivel através de
uma andlise metabolémica investigar as modificagdes fisiolégicas que ocorrem
quando ha interagao entre patdégeno e hospedeiro. Ainda é uma area de estudo que
esta se desenvolvendo, no entanto mostra-se muito promissora para contribuir com a
producéo agricola na melhoria da producao de alimentos (Allwood et al., 2011; Chen;
Ma; Chen, 2019).
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Levantamos entdo a hipdtese de que a variagdo de resisténcia das
cultivares a brusone esteja associada a alteracées no perfil metabdlico de cada
cultivar, onde apds a infeccdo o metabolismo reage com defesas metabdlicas
diferentes, conferindo menor ou maior resisténcia a determinada cultivar. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar quais cultivares de trigo do Empresa OR
Melhoramento de Sementes indicadas para o cultivo do cerrado brasileiro, sdo mais
resistentes a brusone e pela andlise metabolémica por GC-MS determinar o maior
namero possivel de metabdlitos presentes nesses cultivares que estdo expressando
maior e menor resisténcia, o que podera ser usado para entender as interacées planta-
patdégenos e permitir melhor sele¢do de cultivares pelas empresas de melhoramento

geneético.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de conducao dos ensaios

Quatro experimentos foram conduzidos no ano de 2022 na Cooperativa
Agricola do Alto Paranaiba (COOPADAP), localizada em latitude 19°18°'40” S e
longitude 46°02’56” W, altitude de aproximadamente 1132 m, municipio de Séao
Gotardo, Minas Gerais, Brasil. O clima da regido é classificado como Aw, de acordo
com classificacao de Képpen, com temperatura média de 20°C e pluviosidade média
anual de 1540 mm, (Climate org, 2017), o cultivo se deu em local com histérico de
brusone, sendo dois experimentos conduzidos em sistema de plantio direto sequeiro
area de média fertilidade e dois em sistema de plantio convencional irrigado area de
alta fertilidade. Em um dos experimentos de sistema irrigado de alta fertilidade foram
feitas inoculagdes a campo de Pyricularia oryzae.

Nos ensaios de sistema de plantio direto sequeiro de média fertilidade, as
condicAes nao foram favoraveis a doencga da brusone no trigo na safra 2022 na regiao
e desta forma seus dados ndo foram avaliados.

3.2 Material vegetal

Sete cultivares de trigo pertencentes a empresa OR Melhoramento de
Sementes (ORS Feroz, ORS Senna, ORS Guardidao, ORS Absoluto, ORS 1403, ORS
Premium, ORS Soberano) que apresentam o segmento da translocacdo 2NS no seu
genoma, sendo consideradas resistentes a brusone, foram utilizadas no trabalho, as
diferentes cultivares foram semeadas utilizando-se uma semeadora mecanizada de
graos. A populacao de plantas de cada cultivar foi a recomendada pela obtentora das

cultivares.
3.3 Procedimentos experimentais

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, 7
tratamentos (cultivares) e quatro repeticoes, as parcelas eram 5 linhas de 5 metros,
com espagamento 0,2 metros entre linhas, a populagao final de plantas de foi de 65 a
70 sementes por metro linear. Para proporcionar um bom estabelecimento da cultura
evitando reducédo inicial de estande de plantas causadas por fungos, insetos e
bactérias, as sementes de trigo foram tratadas com inseticidas e fungicidas.
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Para a inoculagéo das plantas de trigo com o P. oryzae na area de um dos
experimentos irrigados alta fertilidade, utilizou-se plantas de trigo da cultivar BRS 264
infectadas que foram coletas na regido de Sao Gotardo, no ano de 2020 e
armazenadas em camara fria. Essas plantas foram trituradas em solucao de agua
utiizando-se um liquidificador, a solu¢do foi filtrada em malha de sombrite de
densidade de 70% para retiradas da impurezas maiores, apos filtragem, um volume
de 2 litros da solucao contendo o fungo de Pyricularia oryzae foi colocado em uma
bomba costal de 20 litros e foi pulverizada sobre as plantas de trigo quando as
mesmas atingiram a fase de emborrachamento (escala fenologica 45, ZADOKS),
foram feitas duas pulverizagdes, sendo a segunda aplicagédo feita 7 dias apds a
primeira, as aplicagbes foram realizadas no final do dia e a irrigagéo via pivd foi
mantida para proporcionar horas de molhamento entre 10 a 14 horas, condigdes mais
favoraveis a infec¢ao do patdgeno.

A adubacao de plantio 80 kg/ha do formulado NPK 10-35-06 e cobertura de
200 kg/ha de KCL mais 150 kg/ha de ureia.

Tabela 1 - Fertilidade do solo

ANALISE DE FERTILIDADE DO SOLO

] E.ER. Data:
PROPRIETARIO P Pivé: 01 Lote: 78 11/09/2020
Identificagao pH :\)nfg: P K Ca Mg Al H + Al SB
da amostra Agua  dagkg mg/dm3 cmol/dm3
Média 6,43 2,95 22,86 83,3 3,89 1,05 0 3,19 5,15
CV (%) 2,44 4,38 29,12 23,11 5,25 10,32 15,4 5,32
Micro B Cu Fe Mn Zn S CTC \' m
nutrientes mg/dm3 (T %
Média 0,27 2,17 59 2,65 8,98 8,35 61,89 0
CV (%) 19,12 13,21 4,79 26,59 18,18 5,83 6,95
P,K: Mehlich CTC (T): Capacidade de Troca Catidnica pH 7.0 S: Extrator Fosfato Monocélcio
B: Extrator 4gua Mat. Org. Oxidagao
quente V: Saturagao por Bases Na2Cr207+H2S04

Ca, Mg, Al: Extrator KCL 1mol/l
Cu, Fe, Mn e Zn (DTPA 0,005 mol L + 1) + TEA 0,1 mol -1 + CaCI2 0,01 molL -1 apH 7.3

H + Al: Extrator SMP

m: Saturacéo por Aluminio

Vale ressaltar que as cultivares do presente trabalho possuem ciclos
precoce, médios e tardios, no entanto no momento da inoculacao foi observado que
todas as cultivares estavam na fase de emborrachamento entrando em florescimento

e chegaram na maturagao fisiolégica com ciclos simultaneos, todos com
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comportamento tardio, isso por ter ocorrido devido as condigbes favoraveis de
fertilidade e irrigacao do local dos experimentos irrigados.

Durante a conducao dos ensaios as aplicacbes de fungicidas foram feitas
somente até o momento do emborrachamento (escala fenolégica 45, ZADOKS), para
que as cultivares pudessem expressar sua resisténcia a doenga de brusone, as
demais recomendacées de manejo aplicagdo de inseticidas, herbicidas foram
realizadas, sendo todas feitas com produtos registrados para a cultura.

Nos experimentos de sistema de plantio convencional irrigado alta
fertilidade foram feitas avaliagbes de severidade da brusone na folha bandeira
(experimento inoculado) usando escala diagramatica de acordo com Torres et.al.,
2015 (Figura 3), colheita das parcelas no estadio de maturagao fisiologia para
avaliacdo do rendimento de grdos em kg/ha e peso hectolitro (PH) Kg/hct para
qualidade, os danos a produtividade foram estimados pela diferenga entre o
rendimento de graos da area sem inoculagao de brusone, e o rendimento de graos da
area inoculada com brusone, para cada genétipo de trigo. Foram analisadas por GC-
MS amostras da folha bandeira das cultivares de plantas de trigo para cada genétipo
(n=40).

3.4 Analise Metabolomica

As amostras, provenientes de folhas bandeira, das cultivares de plantas de
trigo para cada genétipo (n=40) foram coletadas e armazenadas em refrigeracao para
posterior maceragdo com nitrogénio liquido, utilizando almofariz e pildo, resultando
em po fino. Foram pesados 100 mg de amostra macerada em microtubos tipo
eppendorf e posteriormente extraidas com 2 mL de solugcdo extratora de metanol
(MeOH), cloroférmio (CHCI3) e 4gua ultra-pura (3:1:1), com 25 uL/mL de Adonitol
Purex como padrao interno. As amostras foram agitadas em vortex por 5 s e mantidas
em repouso por 1 min e 1 mL do sobrenadante foi transferido para um novo microtubo
e adicionado de 300 pL de Hexano (P.A.). As amostras foram mantidas em repouso
por 3 min e posteriormente foram retirados 500 pL de suas porcdes meédias e
colocados em microtubos para secagem no liofilizador por 48 h.

As amostras secas foram metoximadas em 50 pyL de hidrocloridrato de
metoxiamina diluido em piridina (20 mg/mL) a 37 °C por 2 h e trimetilsililadas pela
adicao de 50 puL de BSFTA [Bis(trimethylsyilyl) trifluoroacetamide] a 37 °C por 30 min.
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As aliquotas derivatizadas foram transferidas para vials de 2 mL com inserts redutores
de volume de 200 pL para realizagdo da analise cromatografica.

A analise foi realizada por cromatografia gasosa com espectrometro de
massas acoplado (GCMS-QP2010, Shimadzu, Kyoto, Japao), utilizando a coluna
capilar DB-5MS (30 m x 250 ym diédmetro interno). A temperatura de injecdo de
amostras utilizada foi 300 °C. A separagcdo cromatografica foi realizada com a
temperatura inicial da coluna de 80 °C, que foi mantida por 2 minutos, aumentada em
taxa de 5 °C/min até atingir 315 °C, temperatura final que foi mantida por 5 minutos,
com fluxo constante de gas hélio de 1,0 mL/min durante toda a corrida. O volume de
injecao foi de 1 yL com split de 10:1. Foi feita a varredura do espectro de massas no
intervalo de 50 a 650 m/z em modo de scan completo, com 5 scans por segundo.
Utilizou-se 5 min de corte de solvente, considerando o tempo de retengdo da piridina
utilizada na etapa de derivatizagdo. As temperaturas de interface e da fonte de ions
utilizadas foi de 250 °C. A voltagem do detector foi de 1,2 kV e o modelo de impacto
de elétrons (EI) foi selecionado para ionizacao dos metabélitos em 70 eV. Um padrao
de alcanos (C9-C25) foi utilizado como controle de qualidade e célculo dos indices de
retencao.

3.5 Analise de dados

Os dados de severidade (%), rendimento de gréo kg/ha, peso hectolitro
(PH) kg/hct foram submetidos a andlises de variancia pelo teste F e a comparacao de
médias pelo Scott & Knott com auxilio do programa SPEED Stat (Carvalho et al.,
2020).

O software MS-DIAL foi utilizado para alinhar, preencher lacunas e
identificar metabdlitos no conjunto de dados de cada amostra. Os metabdlitos foram
identificados por correspondéncia com uma biblioteca NIST usando tempo de
retencao e razao massa/carga das moléculas/fragmentos. As andlises estatisticas dos
dados obtidos para a Metabolémica foram realizadas pelo software MetaboAnalyst
5.0.
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4. RESULTADOS

No presente trabalho, sete cultivares de trigo previamente identificadas como
resistentes foram avaliados sem inoculagdo e com inoculagéo de Pyricularia oryzae.
Nas cultivares inoculadas, o principal sintoma visual da brusone que é nas espigas
nao se manifestou em uma das cultivares, ndo permitindo avaliar as cultivares quanto
a resisténcia das mesmas na espiga, no entanto nas folhas foram observados
sintomas em todas as cultivares estudadas, onde algumas manifestaram maior
suscetibilidade ao patégeno, dando nos possibilidade de avaliar a resisténcia de cada

cultivar.

4.1 Caracterizacao morfofisiologica e produtiva das plantas de trigo
4.1.1 Rendimento e peso hectolitro (PH) de grdos de trigo

Figura 1. Rendimento de graos de cultivares de trigo sem infec¢c&o por brusone.
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Médias seguidas da mesma letra nas barras ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.
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Figura 2. Peso hectolitro (PH) de gréos de cultivares de trigo sem infecgdo por
brusone.
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Médias seguidas da mesma letra nas barras nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Com relacdo a avaliacao das variaveis produtividade e o peso hectolitro de
cultivares de trigo para estimar resisténcia a doencgas, entende-se que essas podem
ser maiores ou menores dependo das cultivares, visto que fatores genéticos estao
atrelados a estas variaveis e sdo dependentes do potencial produtivo de cada material
e também do seu ciclo de desenvolvimento, onde materiais precoce tendem a produzir
menos se comparado a tardios e podem diferir em qualidade industrial, porém no
presente estudo conforme verifica-se na tabela 2 as cultivares tiveram ciclos bem
préximos.

E ainda quando observamos as figura 1 e 2, as cultivares presentes neste
estudo no experimento irrigado sem a infeccao por brusone, ndo apresentaram
diferenca significativa no rendimento e no peso hectolitro (PH) dos graos, conseguindo
as mesmas expressar seu alto potencial produtivo e produzir grdos de excelente
qualidade, com PH acima de 78 kg/hct, dando a entender que essas cultivares no
sistema irrigado e de alta fertilidade apresentam potencial produtivo e qualidade de
graos semelhantes, outra l6gica para essa afirmativa seria que todas as cultivares séo
oriundas do mesmo banco de germoplasma da OR Melhoramento de Sementes e

caracteristicas genéticas bem préximas.
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Tabela 2 — Perda de produtividades de cultivares de trigo submetidas a infecgéo por

brusone.
Produtividade
Cultivar S/brusone C/brusone Perda Perda Perda
Kg/ha Kg/ha Kg/ha Sc/ha (%)
ORS ABSOLUTO 10314,6 a 10080,0 a 234,6 3,91 2,27
ORS SOBERANO 10207,2 a 9779,4 a 427,8 7,13 4,19
ORS GUARDIAO 10181,4 a 9787,2 a 394,2 6,57 3,87
ORS SENNA 10093,8 a 9327,1b 766,8 12,78 7,59
ORS FEROZ 10022,4 a 9641,4 a 381 6,35 3,82
ORS PREMIUM 10070,4 a 9067,8 b 1002,6 16,71 9,95
ORS 1403 10009,2 a 9822,6 a 186,6 3,11 1,86

S/brusone. Sem infecgéo de brusone; C/brusone. Com infec¢édo de brusone; Kg/ha. Quilos por hectare;
Sc/ha. Sacas por hectare; (%) porcentagem de perda.

Médias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Analisando os dois experimentos irrigados sem e com infecgdo por brusone

da tabela 2, verifica-se que as cultivares expressarem elevado potencial produtivo,

apresentando altas produtividades. Porém observar-se que apés a infeccao por

brusone todas as cultivares apresentaram reducao de produtividade resultando em

perda. Neste estudo, as perdas de produtividade foram estimadas em termos de

percentual de reducédo da produtividade em quilos por hectare (kg/ha), sacas por

hectare (Sc/ha) e em porcentagem (%), pela diferenca entre a produtividade das

cultivares com e sem infecgcéo por brusone. Comparar perdas de rendimento de graos

entre cultivares sem e com infeccao por brusone pode ser um indicativo importante

para identificar maior ou menor resisténcia entre determinado grupo de cultivares.
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Figura 3. Sintomas de brusone em folhas de trigo

i

Fonte: adaptado de Torres et al., 2015

4.1.3. Severidade, Produtividade, peso hectolitro e ciclo de cultivares de trigo

Tabela 3 — Média de severidade na folha bandeira, produtividade, peso hectolitro (PH)
e ciclo de cultivares de trigo submetidas a infec¢ao por brusone.

Cultivar Severidade  Produtividade Peso hectolitro Ciclo

(%) kg/ha (kg/hct) (dias)

ORS ABSOLUTO 3,7e 10080,0 a 81,75a 142
ORS SOBERANO 52d 9779,4 a 81,13 a 145
ORS GUARDIAO 42 e 9787,2 a 80,00 a 138
ORS SENNA 223¢c 9327,1b 76,83 b 142
ORS FEROZ 43e 9641,4 a 81,18 a 142
ORS PREMIUM 30,3 b 9067,8 b 76,55 b 145
ORS 1403 4,1e 9822,6 a 81,05a 146

CV (%) 12,6 4,02 1,27

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Na tabela 3, verifica-se que houve diferenga significativa para as variaveis
analisadas severidade, produtividade e peso hectolitro (PH) das cultivares estudadas
apés a infecgdo por brusone, e as cultivares que apresentaram maior severidade de
brusone na folha bandeira, apresentaram menor produtividade e peso hectolitro (PH)
sendo elas as cultivares ORS Premium 30,3% severidade 9067,8 kg/ha produtividade
e 76,55 kg/hct de peso hectolitro (PH) e ORS Senna 22,3% de severidade 9327,1
kg/ha e 76,88 kg/hct de peso hectolitro (PH).
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4.2 Caracterizacao metaboléomica das plantas de trigo

A partir de observacgdes da perda de produtividade e qualidade industrial das
cultivares de trigo estudadas ap6s inoculagao do patégeno, perfis metabdlicos por GC-
MS foram obtidos da folha bandeira das plantas sobre os tratamentos que
apresentaram comportamentos extremos dessa variavel, representados pelas
cultivares ORS 1403 e Premium, com valores de 3,11 sc/ha, PH 81,05 e 16,71 sc/ha,
PH 76,55 respectivamente. Outro fato que reforcou essa escolha foi a analise
fenotipica das folhas, exemplificada pela figura 4, onde é possivel observar os
sintomas apresentados por cada cultivar que sofreu inoculagéo do fungo.

Figura 4. Folhas bandeira das diferentes cultivares que sofreram inoculagcdo com P.

oryzae.

ORS 1493

Feroz

Il

Guardiao
Absoluto
e —— 36 aN0
e E Senna

Fonte: o autor.

4.2.1 Analise metabolémica ndo-alvo das cultivares ORS 1403 e ORS Premium sem
inoculag&o de patégeno

O estudo metabolémico que comparou ORS 1403 e ORS Premium sem
inoculacao de P. oryzae detectou 33 metabdlitos com diferenca estatistica significativa
de suas intensidades entre os dois tratamentos (p < 0,05 obtido a partir do Teste T de
Student), de um total de 284 metabdlitos encontrados. Entre os compostos que
estatisticamente apresentaram diferenca significativa, 18 sdo conhecidos e foram
categorizados por classe (Tabela 4). O heatmap construido com base no agrupamento

hierarquico dos 33 metabdlitos que apresentam diferenca estatistica significativa
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indicou agrupamento dos dois tratamentos, sendo que 10 desses metabdlitos
apresentaram maior abundancia em ORS Premium e 23 deles uma maior abundancia
no trigo ORS 1403 (Figura 5).

A figura 7A apresenta a analise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA) para as amostras das cultivares ORS 1403 e ORS Premium. A PLS-DA
mostrou uma clara separacdo entre os tratamentos, os componentes descrevem
76,9% da variancia total dos dados.

Para discriminacdo dos grupos pela PLS-DA os dados foram centrados pela
soma e auto escalados. A PLS-DA das amostras das duas cultivares foi testada por
validagéo cruzada obtendo grafico mostrando o desempenho da acuracia, R? e Q2 dos
componentes. Os metabdlitos que mais contribuiram para a separacao dos grupos
estao listados de acordo com seu VIP score (Figura 7B) que é calculado pela soma
ponderada das correlagbes quadradas dos componentes da PLS-DA da variavel
original. A D-talose com maior abundancia na amostra ORS 1403 e o Glicerol com
maior abundancia na ORS Premium foram os metabdlitos conhecidos que mais
contribuiram para a separacao dos grupos pela PLS-DA.

Por meio do volcano plot, que combina a medida Fold Change (FC) e teste T,
foi possivel também visualizar os metabdlitos com diferenga estatistica significativa
entre os grupos estudados e suas abundancias relativas por amostra em cada
tratamento. A figura 6 traz um grafico volcano plot que evidencia os metabdlitos
diferenciais encontrados em ORS 1403 quando comparados ao ORS Premium,
ambos sem a inoculagdo de P. oryzae. Cada ponto representa um metabdlito
encontrado pela andlise CG-MS e os pontos vermelhos ou azuis indicam os
metabdlitos com diferenca estatistica significativa e suas abundancias em cada
tratamento, considerando FC 1,0 e teste T de Studentcom 0,05 de significancia. Neste
caso, foram encontrados 10 metabdlitos com maior intensidade nas amostras do
grupo ORS Premium em relagao ao grupo ORS 1403 e 23 em maior intensidade nas
amostras de ORS 1403 em relacdo a ORS Premium.
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Figura 5. Heatmap da andlise de ORS 1403 e ORS Premium sem inoculagéo P.
oryzae.
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Heatmap dos 33 metabdlitos significativos diferentes entre ORS 1403 e ORS Premium sem inoculagao
do patégeno. A barra colorida indica a abundancia relativa de metabdlitos, em vermelho é indicado a
maior abundancia do metabdlito e em azul é indicada uma menor abundancia do metabdlito. Um valor
de p < 0,05 foi considerado significativo.
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Figura 6. Volcano plot da andlise de ORS 1403 e ORS Premium sem inoculacdo P.

oryzae.
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Volcano plot da identificagéo diferencial dos metabdlitos das amostras ORS 1403 e ORS Premium sem
inoculacdo do patdgeno. Os pontos vermelhos indicam metabdélitos em maior intensidade e os pontos
em azul indicam metabdlitos em menor intensidade. Os pontos em cinza representam metabdlitos sem
significancia estatistica (p < 0,05).

Figura 7. PLS-DA e VIP score da analise de ORS 1403 e ORS Premium sem
inoculacao P. oryzae.
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(A) Andlise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais (PLS-DA) dos dados das
amostras ORS 1403 e ORS Premium sem inoculagédo do patégeno. Os componentes apresentaram R2
= 0,99993 e Q2= 0,86277 pelo método de validagéo cruzada. (B) VIP (variable influence on projection)
scores. Sao indicados metabdlitos contributivos para a separagao dos grupos.
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Tabela 4. Metabdlitos conhecidos significantemente diferentes (p<0,05) entre ORS
1403 e ORS Premium sem inoculagéo de P. oryzae.

Metabolito FC p-valor
Carboidratos
alfa-Cetoglutarato 1,1722 0,01284
Deoxiglicose 2,7484 0,00494
D-Galactose 0,7212 0,01121
D-Manopiranosideo 2,5063 0,00885
D-Manose 1,7023 0,02922
D-Tagatose 0,6679 0,00865
D-Talopiranose 1,4787 0,02379
D-Talose 1,7218 0,00033
Maltose 2,1716 0,02396
Manobiose 2,6294 0,00261
Metil galactosideo 1,9622 0,03621
Acidos Organicos
Acido arabinénico 2,2082 0,00236
Acido gulénico 3,1971 0,04174
Acido maleico 0,4825 0,00414
Acido malico 0,482 0,04792
Alcoois
D-Arabitol 0,6814 0,03504
Glicerol 0,2004 0,00037
Aminoacidos
L-Acido glutamico 0,48924 0,0057156

4.2.2 Analise metabolémica ndo-alvo das cultivares ORS 1403 e ORS Premium com
inoculag&o de patégeno

Ja quando comparadas as cultivares ORS 1403 e a ORS Premium ambas
inoculadas com o patégeno, 36 metabdlitos apresentaram diferenca estatistica
significativa (p < 0,05) por teste t de Student, de um total de 284. Entre os compostos
significativamente diferentes, 8 sdo conhecidos e foram categorizados por classe
(Tabela 5). No heatmap é possivel observar 11 metabdlitos com maior abundancia e
25 com menor abundancia em ORS 1403 em relacdo a ORS Premium (Figura 8). A
diferenciacdo dos grupos € evidenciada pelos resultados da PLS-DA, onde os
componentes descrevem 72,7% da variancia dos dados (Figura 10A). O VIP score é
mostrado na Figura 10B. Seguindo o mesmo resultado apresentado pelo Heatmap, o
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volcano plot (Figura 9) mostra que 11 metabdlitos foram menos abundantes na ORS
1403 inoculado com P. oryzae e 25 mais abundantes, quando comparados com ORS

Premium também inoculado com o fungo.

Figura 8. Heatmap da analise de ORS 1403 e a ORS Premium inoculadas com P.
oryzae.
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Heatmap dos 36 metabdlitos significativos diferentes entre ORS 1403 e a ORS Premium inoculadas
com o patdgeno. A barra colorida indica a abundéncia relativa de metabdlitos, em vermelho é indicado
a maior abundancia do metabdlito e em azul é indicada uma menor abundancia do metabdlito. Um valor
de p < 0,05 foi considerado significativo.



35

Figura 9. Volcano plot da andlise de ORS 1403 e a ORS Premium inoculadas com

P. oryzae.
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Volcano plot da identificagao diferencial dos metabdlitos das amostras ORS 1403 e ORS Premium com
inoculagdo do patégeno. Os pontos vermelhos indicam metabdlitos em maior intensidade e os pontos
em azul indicam metabdlitos em menor intensidade. Os pontos em cinza representam metabolitos sem

significancia estatistica (p < 0,05).

Figura10. PLS-DA e VIP score da analise de ORS 1403 e a ORS Premium inoculadas

com P. oryzae.
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Tabela 5. Metabdlitos conhecidos significantemente diferentes (p<0,05) entre ORS

1403 e ORS Premium com inoculagéo de P. oryzae.

Metabolito FC p-valor
Carboidratos
Melibiose 0,4835 0,00723
Deoxiglicose 2,4176 0,01587
D-Manose 0,7457 0,02575
D-Ribose 1,3385 0,03631
Glicose 1,9381 0,04897
Acidos Organicos

Acido glicérico 0,5299 0,00433
Acido maleico 0,4169 0,02042
Acido pirGvico 1,3535 0,045747

Apesar de ambas as andlises apresentadas anteriormente indicarem numeros

proximos de metabdlitos significativos, a Tabela 6 mostra aqueles que foram

encontrados em ambas as comparacoées, antes e depois da inoculacao do patdégeno.

E importante ressaltar que houve mudanca no parametro de Fold Change (FC), que

denuncia mudangcas em suas intensidades, indicando quantas vezes um composto

esta presente em uma amostra quando comparada a outra, quando maior que 1,0 em

maior intensidade e menor, em menor intensidade pela quantidade de vezes

proporcional ao parametro. Um exemplo disso € a D-Manose, que apresentou

diferenca estatistica significativa em ambas as comparacées, com e sem infeccao

fungica, entretanto em maior quantidade na cultivar ORS 1403 sem inoculagdo com

P. oryzae (aproximadamente 70%) e maior quantidade na ORS Premium apés

inoculacao (aproximadamente 25%).
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Tabela 6- Metabolitos conhecidos significantemente diferentes (p < 0,05) entre ORS
1403 ORS Premium com e sem inoculagao de P. oryzae.

ORS 1403/ORS Premium ORS 1403 F/ORS Premium F
Metabolito FC P-valor FC P-valor
Acido maleico 5 7404 0,00494 2.4176 0,01587
D-Manose 1,7023 0,02922 0,7457 0,02575
peoxiglicose 0,4825 0,00414 0,4169 0,02042

4.2.3 Analise metabolémica ndo-alvo da cultivar ORS 1403 com inoculagdo e sem
inoculacdo do patégeno

Foram comparados também os cromatogramas das amostras da cultivar ORS
1403 com e sem inoculacdo de patdégeno P. oryzae, a fim de observar o
comportamento metabdlico do trigo que apresentou menor perda de produtividade.
De 284 metabdlitos presentes nas amostras, 10 apresentaram diferenca estatistica
significativa (p < 0,05) por teste T de Student. Entre os compostos significativamente
diferentes, 7 sdo conhecidos e foram categorizados (Tabela 7). A figura 11 apresenta
o0 heatmap, onde é possivel observar 6 metabdlitos com abundéancia reduzida e 4
metabdlitos com abundancia aumentada em ORS 1403 contaminada em relacdo a
cultivar ndo inoculada. A diferenciacao dos grupos é evidenciada pelos resultados da
PLS-DA, onde os componentes descrevem 74,2% da variancia dos dados (Figura
13A). O VIP score também é mostrado na figura 13 B. O volcano plot (Figura 12)
mostra que 4 metabdlitos foram encontrados em menores intensidades em ORS 1403
inoculado com P. oryzae, e 6 em maiores intensidades, quando comparado com ORS
sem inoculagao de patégeno.
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Figura 11. Heatmap da analise de ORS 1403 com e sem inoculagao de P. oryzae.
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Figura 12. Volcano plotda analise de ORS 1403 com e sem inoculagéo de P. oryzae.
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Volcano plot da identificagdo diferencial dos metabdlitos das amostras de ORS 1403 com e sem

inoculagao do patégeno. Os pontos vermelhos indicam metabdlitos em maior intensidade e os pontos

em azul indicam metabdlitos em menor intensidade. Os pontos em cinza representam metabdlitos sem

significancia estatistica (p < 0,05).
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Figura 13. PLS-DA e VIP score da andlise de ORS 1403 com e sem inoculagao de P.
oryzae.
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(A) Andlise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais (PLS-DA) dos dados das
amostras ORS 1403 com e sem inoculagao do patégeno. Os componentes apresentaram R2 = 0,99975
e Q2= 0,87164 pelo método de validacao cruzada. (B) VIP (variable influence on projection) scores. Sao
indicados metabdlitos contributivos para a separagao dos grupos.

Tabela 7. Metabdlitos conhecidos significantemente diferentes (p < 0,05) entre ORS
1403 com e sem inoculagéo de P. oryzae.

Metabdlito FC p-valor
Carboidratos
a-Cetoglutarato 1,4733 0,00081
D-Frutose 0,2803 0,03531
D-Psicopiranose 1,4779 0,00174
Glicopiranose 0,4246 0,00139
Glicose 2,2572 0,01708
Acidos Organicos

Acido propanoico 1,6412 0,03609
Acido piroglutamico 0,4288 0,03859
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4.2.4 Analise metabolémica ndo-alvo da cultivar ORS Premium com inoculacdo e sem
inoculagcdo do patégeno

Ja as amostras da cultivar ORS Premium com inoculacao do fungo e as que
nao sofreram inoculagdo apresentaram 129 metabdlitos diferentes (p < 0,05) por
avaliacao de teste T de Student. Entre os compostos significativamente diferentes, 39
sdo conhecidos e foram categorizados por classe (Tabela 8). O heatmap mostra
alguns desses metabdlitos na figura 14 assim como os resultados da PLS-DA (Figura
16A), onde os componentes descrevem 74,6% da variancia dos dados. A figura 16B
ilustra o VIP score. Através do volcano plot (Figura 15) é possivel identificar 40
metabdlitos que foram encontrados em menores intensidades em ORS Premium
inoculado com P. oryzae, e 89 em maiores intensidades, quando comparado com
ORS Premium sem inoculagéao de patégeno.
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Figura 14. Heatmap da andlise de ORS Premium com e sem inoculagao de P. oryzae.
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Figura 16. PLS-DA e VIP score da analise de ORS Premium com e sem inoculagédo

de P. oryzae.
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Tabela 8. Metabdlitos conhecidos significantemente diferentes (p<0,05) entre ORS

Premium com e sem inoculagao de P. oryzae.

Metabolito FC p-valor
Carboidratos
alfa-Cetoglutarato 2,4975 0,02104
D-Manopiranosideo 2,0651 0,01246
D-Manose 1,746 0,00377
D-Ribose 0,5385 0,01786
D-Turanose 0,3117 0,00508
D-Xilose 1,706 0,01853
D-Xilulose 0,866 0,0312
Manobiose 2,2769 0,03734
Melibiose 1,4799 0,04263
Mio-inositol 0,7311 0,0070475
Sucrose 0,6121 0,03972
Acidos Organicos
Acido arabindnico 2,7797 0,00035
Acido citrico 3,8647 0,02696
Acido esteérico 3,5045 0,00856
Acido isofertlico 9,5736 0,01271
Acido linolénico 9,4227 0,00162
Acido octadecanoico 1,8283 0,04048
Acido propanoico 11,587 0,04795
Acido quinico 5,3673 0,01963
Acido succinico 2,9002 0,03025
GABA 22,594 0,03746
L-Acido trednico 3,3158 0,00286
Aminoacidos
L-Acido aspartico 7,0075 0,03744
L-Acido glutamico 0,5365 0,03938
L-Alanina 9,4417 0,01349
L-Fenilalanina 11,901 0,00235
L-Glicina 6,4508 0,00806
L-Glutationa 24,323 0,0076
L-Isoleucina 10,494 0,01077
L-Leucina 13,173 0,00492
L-Prolina 6,1347 0,00191
L-Serina 7,158 0,00348
L-Tirosina 7,1183 0,02033
L-Valina 5,5822 0,01335
Outros compostos

1-Monopalmitina 1,9036 0,04058
5,6-Dihidrouracila 6,3495 0,00566
Adenosina 13,491 0,00589
Glicerol 0,3867 0,0082
L-Iditol 0,6454 0,00675
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5. DISCUSSOES

Varias doengas acometem a cultura do trigo causando perdas no rendimento
e na qualidade dos graos. Essas perdas sao oriundas da reducédo da capacidade
fotossintética das folhas e também do mal desenvolvimento dos graos quando o
ataque é nas espigas (Hellemans et al, 2018). No trigo Pyricularia oryzae € um
patdbgeno que quando coloniza a planta é capaz de reduzir a capacidade
fotossintética, reduzir a translocacdo de nutrientes para os graos, tornando-os
murchos e com baixo peso (Goulart; Sousa; Urashima, 2007).

Em paises da América do Sul a brusone de trigo tem causado perdas variaveis
entre 10 a 100% (kohli et al., 2011), essa variagao ocorre devido o comportamento da
interacdo da cultura e doenca em diferentes regides, dependentes da resisténcia das
cultivares, condicbes ambientais, populagao e viruléncia do patégeno entre outras.

No Brasil quando ocorre alta pressdo da doencga, tem se verificado maiores
reducdes na produtividade se comparado com outros paises da América do Sul,
principalmente Bolivia (Cruz et al., 2019). No ano de 2019 houve uma epidemia de
brusone no Cerrado brasileiro causando prejuizo aos triticultores de Minas Gerais,
Goias e Distrito Federal com lavouras que alcancaram 100% de perda de
produtividade, e 0 que mais chamou a atencao foi a ocorréncia da doenga mais cedo
na cultura, no perfilhamento houve condi¢des climaticas favoraveis proporcionando a
infeccao nas folhas e posteriormente espigas, alertando para antecipar o controle da
doenga, mesmo em anos sem epidemia como o de 2022, as oscilacbes de
temperatura e umidade permite registrar lesbes de brusone nas folhas em
praticamente todas as regides triticolas do pais (Embrapa, 2022).

Em se tratando de perda de rendimento, a FAO define que essa é obtida pela
diferenga entre o rendimento potencial (determinado pelo genétipo em um ambiente
especifico) e o rendimento real, que é realmente colhido (SAVARY et al., 2012).
Goulart et. al (2007) relata que em Mato Grosso do Sul, sob infec¢do natural as perdas
de rendimento oscilaram entre 10,5 a 13%. Entretanto na mesma regidao uma cultivar
altamente suscetivel teve reducédo de produtividade de 51% (Goulart; Paiva, 2000).
Em anos em que a brusone nado ocorre em determinada regido € necessario a
inoculacao para que se possa proceder pesquisa relacionadas a doenca (Rios et al.,

2016). Neste estudo as perdas de produtividade variaram entre 1,8 a 12,28%.
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Nosso estudo observa que duas cultivares apds a infecgédo tiveram maiores
reducao, sendo elas as cultivares ORS Premium com reducao de 1002,6 kg/ha que
representa 16,71 Sc/ha por hectare e 9,95% de perda e ORS Senna com reducao
766,8 kg/ha que representa 12,78 Sc/ha e 7,59% de perda, duas cultivares
consideradas resistentes a brusone, as demais cultivares obtiveram menores perdas
de produtividade. Gomes et al., (2006), analisando genoétipos de trigo com niveis
diferentes de resisténcia, observou reducdo de produtividade de 19 a 42% apds
inoculacao com brusone. Em 2016 Coelho et. al., estudando um grupo de gendtipos
de trigo, na cidade de Patos de Minas, relatou que a perda minima de rendimento de
graos foi de 62,8%.

A caracteristica de resisténcia genética é atualmente a mais viavel tanto
economicamente como ambientalmente para o manejo da brusone do trigo, e
observa-se que quanto maior a severidade da doencga na folha ou na espiga, maior as
perdas de rendimentos e qualidade dos gréaos (Rios et al., 2017), condizente com 0s
resultados observados neste trabalho, onde as cultivares que apresentaram maior
severidade na folha bandeira apresentaram menor produtividade, sendo elas as
cultivares ORS Premium e ORS Senna.

Entre as cultivares utilizadas no presente trabalho todas possuem o segmento
da translocacdo 2NS / 2AS, desde 2002 a detentora destas cultivares a OR
Melhoramento de Sementes veem pesquisando sobre este segmento, o qual em
primeiro momento foi utilizado visando introduzir fontes de resisténcia a ferrugem na
folha, ferrugem linear e ferrugem do colmo e verificou-se ao longo dos estudos que
esse segmento era capaz de agregar resisténcia a uma elevada gama de fungos.
Segundo Camila Turra pesquisadora da OR Melhoramento de Sementes o segmento
da translocacdo 2NS / 2AS tem expressado defesa nas plantas para brusone
(Pyricularia oryzae), porém é necessario a selecado a campo em areas experimentais
com irrigacdo e pressao da doenca buscando aliar resisténcia genética com a
expressao fenotipica (Embrapa, 2022).

Na América do Sul e em Bangladesh, materiais com o segmento da
translocacao 2NS / 2AS, tém sido usados, frequentemente, em pesquisas  buscando
novas fontes de resisténcia a brusone do trigo (Cruppe et al., 2020). Nestas pesquisas
se tem observados que existe variabilidade de resisténcia dentre materiais que
apresentam o segmento da translocagéo, o que tornar necessario encontrar novas

fontes de resisténcia a brusone ligadas ao segmento da translocagéo 2NS / 2AS (Cruz;
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Valente, 2017), resultados semelhantes foram encontrados neste trabalho onde duas
cultivares ORS Premium e ORS Senna que tem em seu genoma o referido segmento
da translocacdo, apés a infeccao por brusone apresentaram maior severidade da
brusone na folha bandeira e isso refletiu em menor produtividade e menor peso
hectolitro (PH) se comparadas com as demais cultivares que também possuem o
segmento da translocacdo, esse comportamento diferente das duas cultivares
evidencia a variabilidade de resisténcia de cada cultivar ao ataque de Pyricularia
oryzae.

Outro fato que vale destacar € com relagdo ao peso hectolitro (PH) das duas
cultivares ORS Premium e ORS Senna que ap6s a infecgado por brusone, sofreu
reducao, ficando abaixo de 78 kg/hct, demonstrando que a brusone afetou a qualidade
dos graos, que com essas caracteristica de peso hectolitro abaixo de 78, possui baixa
qualidade industrial sendo classificado como tipo 2. Esses resultados corroboram com
Nunes et al., 2018, que evidenciaram que o peso hectolitro (PH) de gréos de trigo
quando contaminados por brusone tendem a reduzir sua massa a medida que
aumenta a contaminacdo o que afeta a sanidade e consequentemente a qualidade
dos mesmos, tornando-os cochos, pequenos, murchos

As cultivares ORS Absoluto e ORS 1403 foram as que apresentaram menor
severidade de brusone na folha bandeira ap6és a infeccdo, e também maiores
produtividades 10080 kg/ha e 9822,6 kg/ha respectivamente, em relacdo ao peso
hectolitro (PH) dessas cultivares esse se manteve acima de 78 kg/hct, demonstrando
que Pyricularia oryzae nao interferiu na qualidade industrial dos mesmos. A cultivar
ORS 1408 teve menor perda de rendimentos de graos apds a infecgdo por brusone,
reducdo de 1,86%, que representa 3,11 Sc/ha e 186,6 kg/ha, esses dados sao
condizentes com os dados dos ensaios corporativos da Rede RECORBE 2020/2021
(Circular Técnica 69, Embrapa, 2022) onde essa cultivar havia se mostrado como uma
das com melhor desempenho frente a brusone.

As demais cultivares do presente trabalho com o segmento da translocacao
2NS / 2AS, ORS Absoluto, ORS Soberano, ORS Guardiao e ORS Feroz nao tiveram
diferenca significativa para severidade, produtividade e peso hectolitro (PH) quando
comparadas a ORS 14083, evidenciando que a resisténcia a Pyricularia oryzae desse
grupo é bem semelhante. No nosso estudo 71,4% das cultivares analisadas
apresentaram baixas perdas de produtividade, demonstrando o elevado grau de
resisténcia a brusone do trigo destas cultivares, sendo excelentes opcdes para serem
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usadas no manejo da brusone no cerrado brasileiro, evitando maiores perdas de
produtividade.

O ciclo do acido citrico, comumente conhecido como ciclo de Krebs ou ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), é uma das vias metabdlicas mais importantes dos seres
vivos, uma vez que esta diretamente relacionada a respiracao celular e é capaz suprir
grande parte da demanda energética do sistema bioldgico (Akram, 2014). Estudos
indicam que, durante situagbes de estresse, metabdlitos intermediarios do ciclo TCA
sé&o encontrados em concentragdes alteradas (Nunes-Nesi et al., 2013). A Figura 17

esquematiza resumidamente o funcionamento do ciclo de Krebs.

Figura 17. Ciclo TCA com destaque para os metabdlitos identificados nas anélises.
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Esquematizacao simplificada do Ciclo de Krebs ou ciclo do acido tricarboxilico (TCA).
Fonte: Autor.

Dentre os 11 metabdlitos diferenciais acusados durante as anélises estatisticas
gue envolviam ORS 1403 com e sem inoculagédo de P. oryzae, 8 foram identificados
com sucesso. carboidratos como glicose (p = 0,01707; FC =2,2572) e psicopiranose
(p = 0,00174; FC = 1,4779) foram encontrados em maior quantidade nas amostras

inoculadas com patégeno, assim como os acidos organicos alfa-cetoglutarato (p =
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0,00081; FC = 1,4733) e acido propanoico (p =0,03609; FC = 1,6412). Por outro lado,
frutose (p = 0,03531; FC = 0,2803), glicopiranose (p = 0,00174; FC = 0,4246) e &cido
piroglutamico (p = 0,03859; FC = 0,4288) foram encontrados em menor concentragao
na mesma, quando comparados seus dados com aqueles da ORS 1403 (Tabela 6).
Apesar de valores elevados de alguns metabdlitos, o que evidencia a contaminacao,
a baixa proporcdo de metabdlitos significativos indica a resisténcia da cultivar a
brusone. E possivel observar a presencga de &cido pirGvico, que participa do ciclo TCA
como precursor de piruvato.

As analises entre as cultivares ORS Premium com e sem inoculacdo de
patdgeno apresentaram 129 compostos diferenciais, com 39 identificados. De acordo
com a Tabela 8, alguns compostos importantes como glicerol (p = 0,00820; FC =
0,3867), acido glutamico (p = 0,03938; FC = 0,5365) e alguns carboidratos, como
turanose (p = 0,00585; FC = 0,3117), ribose (p = 0,01786; FC = 0,5385) e sucrose
(p =0,08972; FC = 0,6121), se apresentam em maior concentracao nas amostras de
ORS Premium sem inoculacao de P. oryzae. J4 0s demais compostos se apresentam
mais abundantes nas amostras inoculadas, sendo representados por 12 aminoacidos,
entre eles 4 essenciais (isoleucina (p = 0,01077; FC = 10,4940), leucina (p = 0,00492;
FC = 13,1730), fenilalanina (p = 0,00235; FC = 11,9010) e valina (p = 0,01335; FC =
5,5822)), carboidratos, e todos os acidos organicos identificados.

A presenca mais abundante de diversos compostos na cultivar ORS Premium
apds inoculacdo de patégeno leva a indicios que a planta estd respondendo ao
estresse (Seybold et al., 2020). A comegar pelos acidos citrico e acidos succinico e y-
aminobutirico, que sao precursores de citrato e succinato, respectivamente (Li et al.,
2021). Os aminoacidos também desempenham funcbes importantes, como a L-
alanina que é precursora de piruvato, L-fenilalanina e L-tirosina precursoras de
fumarato pelo metabolismo de aminoacidos aromaticos, L-isoleucina e L-valina
precursoras de succinil-CoA e, por fim, mas ndo menos importante, L-lisina e L-leucina
que sdo metabolizadas & acetil-CoA (Seybold et al., 2020; Divon, 2007). E possivel
observar também que existem apenas 2 compostos significantes comuns para ORS
Premium e ORS 1403 inoculadas, 4-cetoglutarato e acido propanoico, o0 que apoia a
hip6tese de aumento da atividade do ciclo TCA pela cultivar que sofreu mais perdas
de produtividade (ORS Premium).

Em condicdes ideais de crescimento e sem a exposicdo ao patdégeno, as
amostras das cultivares ORS 1403 e Premium mostraram diferengas nas abundancias
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de carboidratos, acidos orgéanicos e até mesmo em aminodacidos produzidos (Tabela
4). Entre os agucares com diferengas significativas nas suas intensidades, a maioria
€ encontrado nas amostras da cultivar ORS 1403 (Figura 5).

Quando expostas ao patdgeno, as amostras das duas variedades infectadas
com o causador de brusone apresentaram diferencas apenas na abundancia de
acidos organicos e alguns carboidratos (Tabela 5). A D-manose (p = 0,02575; FC =
0,7457), que antes se mostrava significativamente mais presente na cultivar ORS
1403, apo6s a inoculacdo apresenta maior concentragéo na cultivar ORS Premium. O
aumento desse carboidrato pode estar relacionado com a atividade antioxidante,
como descrito por Hameed et al. (2008) que estudou a indugdo de apoptose em
células da raiz do trigo causadas com o aumento da manose. Esse metabdlito induz
a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) que regulam algumas enzimas
antioxidantes presentes nas folhas da planta de trigo, as quais séo téxicas e levam a
morte da célula vegetal (Hameed et al., 2009; Rossi, 2012), fato que pode justificar a
maior presenca de injurias nas folhas bandeira de ORS Premium inoculadas com P.
oryzae, quando comparadas as demais uma vez que a resisténcia da planta esta

relacionada com a remoc¢ao de espécies reativas de oxigénio (Debona et al., 2012).

6. CONCLUSOES

No experimento sem inoculagéo de P. oryzea em sistema de cultivo irrigado,
as variaveis analisadas, rendimento de graos e peso hectolitro ndo se diferenciaram
estatisticamente, demonstrando que as cultivares estudadas apresentam potencial de
produtividade e qualidade industrial equivalentes nas condigcdes os quais foram
cultivados. No entanto apés a inoculado com P. oryzea as cultivares apresentaram
dois grupos com distinta resisténcia a P. oryzea se diferenciando estatisticamente em
perda de produtividade e redugdo de qualidade industrial, correlacionada com
severidade, onde as cultivares ORS 1403, ORS Absoluto, ORS Feroz, ORS Guardiao,
ORS Soberano que apresentaram com menor severidade na folha bandeira (PH),
obtiveram menor perda de rendimento de graos e peso hectolitro, por outro lado as
cultivares ORS Premium e ORS Senna apresentaram maior severidade na folha
bandeira obtiveram maior perda de rendimento de grdos e peso hectolitro (PH)
demonstrando o comportamento diferente de resisténcia das cultivares de trigo
estudadas que possuem a translocacédo 2NS a infeccdo a P. oryzea. Essa diferenca
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de resisténcia a brusone fica evidente quando se compara através da analise
metabolémica. As plantas de trigo das cultivares estudadas se diferenciaram quanto
aos compostos e as intensidades com que foram encontrados, principalmente
acucares, e apo6s a contaminagao pelo fungo causador da brusone a intensidade
desses compostos se modificaram. Na ORS 1403 as mudancas na intensidade e nos
metabolitos ocorreu de forma leve enquanto na ORS Premium foram mudancas em
muitos compostos e suas intensidades que relacionam com o resultado encontrado
em campo, com significativa prevaléncia de acidos organicos e carboidratos,
indicando estes compostos como marcadores para identificacdo de severidade de
patdgenos.
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