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RESUMO

RIOS, Jonas Alberto, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2012.
Resisténcia induzida na interacdo trigo - Pyricularia oryzae e elaboracédo de uma
escala diagramatica para estimar a severidade da brusone. Orientador: Fabricio
de Avila Rodrigues.

A brusone, causada pelo fungo Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc., € uma das
principais doengas que afetam a cultura do trigo (Triticum aestivum L.). O presente
trabalho objetivou investigar o efeito do acibenzolar-S-metil (ASM), &cido
jasmonico (AJ) e etileno (ET) na resisténcia do trigo em resposta a infeccdo por
Pyricularia oryzae, bem como elaborar e validar uma escala diagramética para
quantificar a severidade da brusone do trigo. No primeiro estudo, dois experimentos
foram conduzidos em casa de vegetagdo no delineamento inteiramente casualizado
com 4 tratamentos e 4 repeticdes. Plantas de trigo das cultivares BRS-229 e BR-18
foram cultivadas em vasos plasticos com capacidade de 1 dm?® de substrato. Os
tratamentos utilizados foram: T1- &gua destilada (testemunha), T2 - 0,1 mM de &cido
jasmonico (AJ), T3 - 300 mg/L de acibenzolar-S-metil (ASM) e T4 - 0,5 mM de
etileno (ET) (Ethephon). Foram avaliados os componentes de resisténcia: periodo de
incubacdo (PI), nimero de lesdes (NL) por cm? de 4rea foliar, tamanho de les&o (TL)
em mm e a severidade. Os valores de severidade foram utilizados para calcular a area
abaixo da curva do progresso da brusone (AACPB). Para avaliar o efeito dos
indutores sobre os mecanismos bioquimicos de resisténcia foi determinada a
atividade de peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), fenilalanina amonia-liases
(FAL), quitinases (QUI), s-1,3-glucanases (GLU) e lipoxigenases (LOX), além da
concentracdo de aldeido malénico (MDA). Para a cultivar BRS-229, a AACPB foi
reduzida significativamente em 57, 35 e 61%, respectivamente, com a aplicacdo de
AJ, ASM e ET em relacdo ao tratamento controle (dgua destilada). Houve reducao
significativa de 53, 35 e 59% na AACPB com a aplicacdo de AJ, ASM e ET nas
plantas da cultivar BR 18 em relacdo ao tratamento controle. A aplicagédo de AJ,
ASM e ET proporcionou uma reducdo de 69, 38 e 68%, respectivamente, no NL para
a cultivar BRS-229 e de 63, 41 e 66% para a cultivar BR-18. O NL e a AACPB
foram significativamente maiores com a aplicacdo de ASM em relagdo a aplicacéo
de AJ e ET para as duas cultivares. Nao houve diferenca significativa entre os

tratamentos para o Pl e o TL nas duas cultivares Plantas pulverizadas com o0s
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indutores apresentaram maiores atividades da POX, PFO, QUI, GLU e LOX em
relagdo ao tratamento controle. Concluiu-se que a aplicagéo dos indutores AJ, ASM e
ET aumentou a atividade das enzimas nas plantas de trigo durante o processo
infeccioso de P. oryzae diminuindo, assim, a severidade da brusone. No segundo
estudo, foi elaborada uma escala diagraméatica com dez niveis de severidade, a saber:
0,1; 1; 2; 4; 8; 16; 24; 32; 52; 72%. Para validar a escala, 10 avaliadores
inexperientes estimaram a severidade da brusone. A acurdcia e a precisdo dos
avaliadores foram analisadas pelo coeficiente de correlagao concordante de Lin’s (p¢)
e regressdo linear simples entre a severidade real e a severidade estimada sem e com
o uso da escala. A escala proporcionou satisfatéria acuracia e precisio (R? médio de
94,5%) com erros absolutos em torno de 15%. Os valores de u, v e p. foram
melhorados em 90, 100 e 90% dos avaliadores, respectivamente, com 0 uso da
escala. A reprodutibilidade entre os avaliadores utilizando a escala foi elevada (R?
superior a 0,90 para 64,4% dos casos). A escala obtida é adequada para estimar a
severidade da brusone do trigo e pode ser utilizada em estudos onde faz-se necessario

quantificar essa doenca.
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ABSTRACT

RIOS, Jonas Alberto, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2012.
Interaction induced resistance in wheat - Pyricularia oryzae and development of
a standard area diagram to estimate severity of blast. Adviser: Fabricio de Avila
Rodrigues.

The blast, caused by the fungus Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc., Is a major disease
affecting wheat (Triticum aestivum L.). This study aimed to investigate the effect of
acibenzolar-S-methyl (ASM), jasmonic acid (JA) and ethylene (ET) in resistance of
wheat in response to infection by Pyricularia oryzae, as well as develop and validate
a diagrammatic scale to quantify the severity of wheat blast. In the first study, two
experiments were conducted in a greenhouse in a completely randomized design with
four treatments and four replications. Wheat plants of BRS-229 and BR-18 were
grown in plastic pots with a capacity of 1 dm? of substrate. The treatments were: T1-
distilled water (control), T2 - 0.1 mM jasmonic acid (JA), T3 - 300 mg / L
acibenzolar-S-methyl (ASM) and T4 - 0.5 mM ethylene (ET) (Ethephon). We
evaluated the components of resistance: incubation period (IP), number of lesions
(NL) per cm? of leaf area, lesion size (TL) in mm and severity. The severity values
were used to calculate area under the curve of the progress of blast (AACPB). To
evaluate the effect of inducers on the biochemical mechanisms of resistance was
determined the activity of peroxidase (POX), polyphenol oxidase (PPO),
phenylalanine ammonia lyase (PAL), chitinase (CHI), B-1 ,3-glucanase (GLU) and
lipoxygenase (LOX), and the concentration of malondialdehyde (MDA). For BRS-
229, the AACPB was significantly reduced in 57, 35 and 61%, respectively, with the
application of AJ, ASM and ET in relation to the control (distilled water). Significant
reduction of 53, 35 and 59% in AACPB with the application of AJ, and ET in ASM
plants of cultivar BR 18 in relation to the control treatment. The application of AJ,
ASM and ET was reduced by 69, 38 and 68% respectively for the NL BRS-229 and
63, 41 and 66% for BR-18. The NL and AACPB were significantly higher with the
application of ASM in relation to the application of AJ and ET for the two cultivars.
There was no significant difference between treatments for the Pl and TL in both
cultivars plants sprayed with inducers showed higher activities of POX, PPO, CHlI,

GLU and LOX relative to control. It was concluded that the application of the
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inductors AJ, ASM and ET increased enzyme activities in wheat during the
infectious process of P. oryzae thus reducing the severity of the blast. In the second
study, a diagrammatic scale with ten levels of severity, namely 0.1, 1, 2, 4, 8, 16, 24,
32,52, 72%. To validate the scale, 10 inexperienced appraisers estimated the severity
of the blast. The accuracy and precision of the evaluators were analyzed by
correlation coefficient concordant Lin's (pc) and simple linear regression between
actual and estimated severity severity with and without the use of the scale. The scale
provided satisfactory accuracy and precision (average R? of 94.5%) with absolute
errors of around 15%. The values of u, v and pc were improved in 90, 100 and 90%
of the evaluators respectively, using the scale. The reproducibility among raters using
the scale was high (R? greater than 90 for 64.4% of cases). The scale obtained is
adequate to estimate the severity of the blast and wheat can be used in studies where

it is necessary to quantify this disease.



Capitulo 1

Resisténcia Induzida na Interacao Trigo-Pyricularia oryzae



RESUMO

O presente trabalho objetivou investigar o efeito do acibenzolar-S-metil
(ASM), acido jasmonico (AJ) e etileno (ET) na resisténcia do trigo a infeccdo por
Pyricularia oryzae. Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo no
delineamento inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 4 repeticGes. Plantas de
trigo das cultivares BRS-229 e BR-18 foram crescidas em vasos plasticos com
capacidade de 1 dm® de substrato. Os tratamentos utilizados no experimento foram:
T1- 4gua destilada (testemunha), T2 - 0,1 mM de &cido jasménico (AJ), T3 - 300
mg/L de acibenzolar-S-metil (ASM) e T4 - 0,5 mM de etileno (ET) (Ethephon). As
plantas foram pulverizadas com os indutores 48 horas antes da inocula¢do. Foram
avaliados os componentes de resisténcia: periodo de incubacdo (PI), numero de
lesBes (NL) por cm? de 4rea foliar, tamanho de lesdo (TL) em mm e a severidade. Os
valores de severidade foram utilizados para calcular a &rea abaixo da curva do
progresso da brusone (AACPB). Para avaliar o efeito dos indutores sobre os
mecanismos bioquimicos de resisténcia foi determinado as atividades de peroxidases
(POX), polifenoloxidases (PFO), fenilalanina aménia-liases (FAL), quitinases (QUI),
S-1,3-glucanases (GLU) e lipoxigenases (LOX), além da concentracdo de aldeido
malonico (MDA). Para a cultivar BRS-229, a AACPB foi reduzida
significativamente em 57, 35 e 61%, respectivamente, com a aplicacdo de AJ, ASM e
ET em relacdo ao tratamento controle (agua destilada). Houve reducdo significativa
de 53, 35 e 59% na AACPB com a aplicacdo de AJ, ASM e ET nas plantas da
cultivar BR-18 em relacdo ao tratamento controle. Com a aplicacdo de AJ, ASM e
ET, houve reducdo de 69, 38 e 68%, respectivamente, no NL para a cultivar BRS-
229 e de 63, 41 e 66% para a cultivar BR-18. O NL e a AACPB foram
significativamente maiores com a aplicagdo de ASM em relacdo a aplicacdo de AJ e
ET para as duas cultivares. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
para 0 Pl e o TL nas duas cultivares. Plantas pulverizadas com os indutores
apresentaram maiores atividades da POX, PFO, QUI, GLU e LOX em relacdo ao
tratamento controle. Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que
a aplicacdo dos indutores AJ, ASM e ET contribuiram para a inducéo de resisténcia

em plantas de trigo quando infectadas por P. oryzae.



INTRODUCAO

A cultura do trigo (Triticum aestivum L.) apresenta papel de destaque entre 0s
cereais produzidos no Brasil, possuindo importante funcdo econdémica e social
(Arruda et al., 2005). Entre os fatores que limitam a produtividade do trigo, as
doencas possuem grande relevancia. Dentre estas doencas, esta a brusone do trigo,
causada pelo fungo Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc., sendo relatado perdas da
ordem de 70% na produtividade dos gréos (Goulart e Paiva, 2000). O fungo pode
infectar todos os 6rgdos aéreos das plantas, incluindo folhas, colmo e espigas (Reis e
Forcelini, 1995). Nas folhas, os sintomas da brusone sdo manchas elipticas ou
arredondadas com margem marrom escura e centro acinzentado (Reis e Forcelini,
1995). Os sintomas da brusone nas espigas sao bem caracteristicos, ocorrendo um
branqueamento e morte dos tecidos acima do sitio de infeccdo, além do
escurecimento do raquis (Reis e Forcelini, 1995). Os danos causados por P. oryzae
na producdo de grdos de trigo sdo decorrentes do momento da infeccdo da espiga
pelo fungo e do local onde acontece a sua penetracdo, podendo afetar a espiga parcial
ou totalmente (Urashima et al., 2004). Como consequéncia da infecgdo na espiga por
este fungo, ndo ocorre a passagem de nutrientes, ocasionando diminui¢cdo do
tamanho dos grdos (Reis e Forcelini, 1995). Os grdos oriundos destas espigas
possuem aspecto enrugado, pequenos, deformados e de baixo peso (Goulart e Paiva,
2000).

As condi¢es favoraveis para a ocorréncia da brusone sdo periodos chuvosos,
temperaturas entre 24 e 28 °C, dias nublados e alta umidade relativa do ar (Bedendo
e Prabhu, 1995). O controle quimico na parte aérea tem apresentado baixa eficiéncia
no controle da doenca (Goulart e Paiva, 1993). Portanto, a procura por fontes de
resisténcia tem sido alvo de pesquisas em programas de melhoramento genético,
entretanto ainda ndo existem cultivares que apresentem niveis adequados e
duradouros de resisténcia (Urashima et al., 2004; Urashima e Kato, 1994). Outras
medidas de controle como o tratamento quimico de sementes, rotacdo de culturas e
eliminacgdo de plantas voluntarias e de hospedeiros secundarios auxiliam na reducéo
do in6culo do patégeno (Bedendo e Prabhu, 2005).

A inducdo de resisténcia € um estado fisiolégico das plantas de maior
capacidade defensiva a infeccdo por patdgenos, a qual é elicitada por estimulos
especificos (Van Loon, 1998). Esta inducdo a patogenos pode ser dividida em
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Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e Resisténcia Sistémica Induzida (RSI), as
quais sdo diferenciadas com base na natureza do elicitor e nas vias regulatorias
envolvidas (Knoester et al., 1999). De maneira geral, na RSA é encontrado maior
quantidade de proteinas relacionadas com a patogénese (proteinas-PR) e a resposta é
dependente do &cido salicilico (AS) (Knoester et al., 1999). Em contrapartida, na RSI
ndo ocorre acumulo de proteinas-PR, sendo o agente indutor um microrganismo nao
patogénico e a rota sinalizada pelo etileno (ET) e o acido jasménico (AJ) (Knoester
et al., 1999). Segundo Hammerschmidt (2001) os termos ISR e SAR podem ser
utilizados como sindnimos na protecdo sistémica de plantas contra patdgenos. O AS,
AJ e 0 ET séo conhecidos por desempenharem um papel importante na regulacéo da
defesa das plantas ao ataque por patdgenos (Glazebrook, 2005). Existem muitos
relatos de aumento de producdo destes hormdnios e ativacdo de distintos conjuntos
de genes relacionados a defesa em resposta a infecgdo por patdgenos (Maleck, 2000).
A importancia do AJ no processo de defesa de plantas a patdgenos surgiu a partir da
sua aplicacdo em solanéceas, desencadeando protecdo local e sistémica a infec¢éo
pelos patdgenos (Cohen et al., 1993). Em um estudo utilizando o éster metil
jasmonato (MeJA) em videira, verificou-se aumento nos niveis de quitinases,
glucanases, estilbene sintase e fenilalanina amonia-liases (Belhadj et al., 2006). O ET
estd envolvido com a emergéncia de sementes, a senescéncia de folhas e flores, o
amadurecimento e a abscisdo de Orgdos, e mais importantemente com as respostas
das plantas em relagdo a estresses bidticos ou abidticos (Abeles, 1992). Aumento nos
niveis enddgenos do AS e seus conjugados em plantas inoculadas com patégenos
estd associado com a elevada expressdo de genes de defesa que codificam proteinas-
PR e a ativacdo da resisténcia das plantas (Shah, 1997).

Diante da baixa eficiéncia de fungicidas e auséncia de cultivares com
desejaveis niveis de resisténcia, a utilizacdo de indutores de resisténcia surge como
uma alternativa no controle da brusone do trigo. Assim, esse trabalho teve como
objetivo investigar o efeito do acibenzolar-S-metil (ASM), AJ e ET na resisténcia do

trigo a infeccdo por P. oryzae.



MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas de trigo: Os experimentos foram conduzidos em vasos de
pléastico com capacidade para 1 dm?® de substrato. O substrato comercial utilizado foi
o Tropstrato® (Vida Verde, Mogi Mirim, Sdo Paulo), a base de casca de pinus, turfa e
vermiculita expandida. Para cada dm® de substrato foi adicionado 1,63 g de fosfato
de calcio monobasico. Em cada vaso semeou-se 10 sementes de trigo das cultivares
BR-18 e BRS-229, suscetiveis a P. oryzae. Ap0s a emergéncia, deixou-se sete
plantulas por vaso. As plantas foram adubadas com solugéo nutritiva, adicionou-se
50 mL de solugdo nutritiva por vaso contendo, em mg L?, 192 KCI; 104,42 K,SO,.
150,35 MgSQO,4.7H,0; 61 uréia; 100 NH4;NO3. 0,27 NH;MO702,.4 H,0; 1,61 H3BO;
; 6,67 ZnSO,4.7H,0; 1,74 CuS0O4.5H,0; 4,10 MnCl,.4H,0; 4,08 FeSO4.7H,0 e 5
EDTA-bisodico. Essa mesma solugdo foi utilizada na segunda e na terceira semana
apos emergéncia das plantulas.

Aplicacdo dos indutores: Os tratamentos utilizados no experimento foram: T1 -
agua destilada (controle), T2 - 0,1 mM de acido jasmonico (AJ) (Sigma-Aldrich, Sdo
Paulo), T3 - 300 mg/L de acibenzolar-S-metil (ASM) (Bion®, Syngenta, Sao Paulo) e
T4 - 0,5 mM de etileno (ET) (Ethephon, Sigma-Aldrich, S&o Paulo). As plantas
foram pulverizadas com agua e os indutores as 48 horas antes da inoculacdo com P.
oryzae com atomizador manual. A aplicacdo dos indutores foi realizada em camaras
fechadas e independentes. Ap6s a aplicacdo dos indutores, as plantas permaneceram
nas camaras fechadas por um periodo de 6 horas.

Inoculacdo das plantas com P. oryzae: O isolado monosporico de P. oryzae
(UFV/DFP-01) foi obtido de espigas de trigo da cultivar BR-18 em Vigosa-MG. O
isolado foi preservado pelo método do papel-filtro (Goncalves et al., 2007) dentro de
microtubos de plastico contendo silica gel e armazenado a 4 °C. O isolado foi
reativado em meio batata-dextrose-agar (BDA). Em seguida, o fungo foi inoculado
em plantas de trigo para verificar a sua patogenicidade. Fragmentos de folhas de
plantas com sintomas da brusone foram transferidas para meio aveia-agar (aveia 60
g/L e &gar 17 g/L) e mantidas sob temperatura de 25 °C e luminosidade constante por
10 dias. As placas de Petri foram lavadas com 10 mL de &gua destilada esterilizada
contendo gelatina 1% (p/v) e com auxilio de um pincel de cerdas macias foi realizada
a raspagem superficial do micélio para liberacdo dos conidios. A suspensdo foi
filtrada em camada dupla de gaze para eliminacdo de fragmentos de micélio e meio
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de cultura. Apés a filtragem, a concentracdo da suspensdo foi ajustada para 10°
conidios/mL por meio de contagens em hemacitdmetro.

Plantas no estadio de crescimento 19 (45 dias ap0s emergéncia) de acordo
com Zadoks (1974) foram inoculadas, em ambas as faces da folha, pulverizando 25
mL de suspensdo de conidios por planta, utilizando o atomizador De Vilbiss n°® 15.
Apos a inoculagdo, as plantas foram cobertas com sacos de polietileno molhados e
transferidas para camara de nevoeiro com temperatura de 25 £ 2 °C e umidade
relativa de 95 £ 2%, onde permaneceram por 24 h no escuro. Apos esse periodo, as
plantas foram transferidas para cdmara de nevoeiro com umidade relativa de 85 + 5%

e temperatura de 20 + 5 °C,onde permaneceram até o final das avaliagdes.

Quantificacdo dos componentes de resisténcia: O periodo de incubacdo (PI), o
nimero de lesdes (NL) por cm? de area foliar, o tamanho de lesdo (TL) e a
severidade da brusone foram avaliados na quarta, quinta e sexta folhas de cada
planta. O PI foi avaliado a cada 6 horas a partir das 24 horas ap6s inoculagédo (hai).
As 96 hai, foi realizada a contagem do NL por cm? de 4rea foliar, em um total de trés
amostragens em cada folha. O TL, em mm, foi medido com auxilio de um
paquimetro eletrénico digital (Worker, USA) as 96 hai. Trés lesdes em trés folhas de
cada planta foram selecionadas aleatoriamente para realizacdo das medices. A
severidade da brusone foi avaliada a partir do Pl as 72, 96, 120 e 144hai utilizando-se
uma escala baseada na porcentagem de area doente na folha (Notteghem, 1981). A
area abaixo da curva do progresso da brusone (AACPB) para cada planta foi
calculada utilizando-se a integracdo trapezoidal da curva de progresso da brusone

sobre o tempo de acordo com Shaner e Finney (1997).

Determinacdo da concentracéo de aldeido malénico (MDA): As folhas de plantas
em cada tratamento foram coletadas as 48, 72, 96 e 120 hai, as plantas ndo
inoculadas com P. oryzae serviram como controle (0 h). As amostras foram
armazenadas individualmente em papel aluminio, rapidamente congeladas em
nitrogénio (N2) liquido e, em seguida, armazenadas em ultrafreezer a -80 °C para
posterior analise. A quantificacdo da concentracdo de MDA foi realizada conforme
descrito por Cakmak e Host (1991). As amostras foram pesadas e, em seguida,
homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA), 0,1% (p/v). O extrato
bruto foi centrifugado a 10000xg por 15 min. Uma aliquota de 250 pL do



sobrenadante sera adicionada a um tubo de microcentrifuga contendo 750 pL de
solugdo de &cido tiobarbitdrico 0,5% em TCA 20% e, em seguida, incubado por 120
min a 90 °C, sob agitacdo. A reacdo foi interrompida em gelo. Logo apds foi
realizada centrifugacdo a 13000 x g durante 4 min. O sobrenadante foi utilizado para
a quantificacdo da concentragdo de MDA, procedendo-se a leitura da absorbancia das
amostras a 540 nm em espectrofotometro (Evolution 60, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA).

Determinacéo da atividade de peroxidases (POX, EC1. 11.1.7), polifenoloxidases
(PFO, EC 1.10.3.1), fenilalanina amonia-liase (FAL, EC 4.3.1.5), quitinases
(QUI, 3.2.1.14), p-1,3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.39) e lipoxigenases (LOX, EC
1.13.11.12): Amostras de folhas de plantas em cada tratamento foram coletadas as
48, 72, 96 e 120 hai, sendo que as plantas ndo inoculadas com P. oryzae serviram
como controle (0 h). Estas foram armazenadas individualmente em papel aluminio,
rapidamente congeladas em nitrogénio (N) liquido e, em seguida, armazenadas em
ultrafreezer a -80 °C para posterior analise.

Para obtencdo dos extratos utilizados na determinacdo da atividade das enzimas
POX, PFO, FAL, GLU e QUI amostras de 0,3 g de tecido foliar foram maceradas
com N liquido em almofariz com adicéo de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/v) até
obtencdo de um po fino. O pd obtido foi homogeneizado em 2 mL de tampdo fosfato
de sédio 50 mM (pH 6,5) contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF)
e 0,1 mM &cido etilenodiaminotetracético (EDTA). O homogeneizado foi
centrifugado a 20000xg por 25 min a 4 °C e os sobrenadantes foram usados para as
determinac6es enzimaticas.

A atividade da POX foi determinada pela oxidacdo do pirogalol de acordo
com a metodologia de Kar e Miashra (1976). Uma mistura de 950 pL de agua
destilada, 750 de pL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 600 uL de
pirogalol e 600 pL de peroxido de hidrogénio 100 mM foi adicionada a 10 pL do
extrato. A absorbancia foi medida a 420 nm em espectrofotbmetro (Evolution 60,
Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a cada 10 seg durante 1 min apos adi¢do do
extrato & mistura totalizando cinco leituras. O coeficiente de extingdo molar de 2,47
mM™ ecm™ foi usado para calcular a atividade da POX (Chance e Maehley, 1955), a
qual foi expressa em mmol de purpurogalina produzida por min™® mg™ de proteina.
Durante todo o processo, 0s tubos de microcentrifuga foram cobertos com papel

aluminio para proteger a mistura da oxidagdo pela luz. A atividade da PFO foi
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determinada a semelhanca da POX, exceto que o peroxido de hidrogénio ndo foi
usado na mistura.

Para a FAL, a reacdo foi iniciada ap6s a adi¢do de 0,5 mL do extrato a uma
mistura contendo 2 mL de tampé&o Tris-HCI 25 mM (pH 8,8) e 1 mL 100 mM de L-
fenilalanina. A mistura da reagéo foi incubada em banho-maria a 30 °C durante 3 h.
Nas amostras controle, o extrato foi substituido por 1 mL do tampdo Tris- HCI. A
reacao foi finalizada pela adicdo de 60 puL de HCI 6 N. A absorbancia dos derivados
do acido trans-cindmico foi medida em espectrofotdmetro a 290 nm e o coeficiente
de extincdo molar de 10° mM™ cm™ (Zucker, 1965) foi usado para calcular a
atividade da FAL, a qual foi expressa em pM min™® mg™ de proteina.

A atividade da GLU foi determinada conforme descrito por Lever (1972) com
modificacdes. A reacdo foi iniciada pela adicdo de aliquotas de 20 pL do
sobrenadante a uma mistura composta de 230 uL de tampdo acetato de sédio 100
mM (pH 5,0) e 250 pL do substrato laminarina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) na
concentracdo de 4 mg/mL. A mistura de reacdo foi incubada em banho-maria a 45°C
por 30 min. Apds o periodo de incubacdo, determinou-se a quantidade de agucares
redutores através da adi¢cdo de 250 pL acido dinitrosalicilico a mistura, em seguida,
da sua incubacdo em banho-maria por 15 min a 100 °C. A reacgéo foi interrompida
pelo resfriamento das amostras em banho de gelo até a temperatura de 30 °C. Nas
amostras controle, a mistura de reacdo foi igual, exceto que o extrato vegetal foi
adicionado ap6s o aquecimento da mistura a 100 °C. A absorbancia do produto
liberado pela GLU foi medida a 540 nm e a atividade da GLU foi expressa em
unidades de absorbancia min™® mg™ de proteina.

A atividade da QUI foi determinada pelo método de Robert e Selitrennikoff
(1988) modificado por Harman et al. (1993). A reacdo foi iniciada pela adicdo de
aliquotas de 20 pL do sobrenadante a uma mistura composta de 480 pL de tampdao
acetato de sédio 50 mM (pH 5,0) e 20 pL do substrato p-nitrofenil-$-D-N-N'-
diacetilquitobiose (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) na concentracdo de 2 mg/mL. A
mistura de reagdo foi incubada em banho-maria a 37 °C por 2 h. A reagdo foi
interrompida com adicdo de 500 pL de 0,2 M de carbonato de sédio. Nas amostras
controle, apenas o carbonato de sodio foi adicionado depois da adi¢cdo do extrato a
mistura de reacdo e as amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 2 h. A
absorbancia do produto final liberado pela QUI foi determinada a 410 nm. O

coeficiente de extingdo molar de 7 x 10* mM cm™ foi usado para calcular a atividade
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da QUI, a qual foi expressa em pmol de p-nitrofenil produzido por min™ mg™ de
proteina.

O extrato para determinacdo enzimatica da LOX, 0,2 g de tecido foliar foi
macerado com N liquido em almofariz. O p6 obtido foi homogeneizado em 2 mL de
tampao fosfato de sédio 20 mM (pH 6,8) contendo Triton-X 1% (v/v) e 1% de PVP.
O homogeneizado foi centrifugado a 15.000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante
foi usado como extrato para determinacdo da atividade da LOX. A reacdo foi
iniciada apds adicdo de 5 pL do extrato a uma mistura contendo 780 pL de tampao
fosfato de s6dio 50 mM (pH 6,5) e 15 uL do substrato linoleato de sdédio 10 mM. A
atividade da LOX foi determinada conforme metodologia descrita por Axelrod et al.
(1981). A absorbancia do produto liberado pela LOX foi medida em
espectrofotdmetro a 234 nm. O coeficiente de extincdo molar de 25.000 M™* cm™ foi
usado para determinar a atividade da LOX, a qual foi expressa em pumol min™ mg™
de proteina.

A concentracao de proteinas em cada amostra foi determinada de acordo com

a metodologia de Bradford (1976).
Delineamento experimental e analise estatistica dos dados: Dois experimentos
foram instalados em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x
2 com quatro tratamentos e quatro repeticbes .Os fatores estudados foram os
indutores ASM, AJ e ET e as duas cultivares. Cada unidade experimental
correspondeu a um vaso plastico contendo sete plantas de trigo. Os dados do PI, NL,
TL e AACPB dos dois experimentos foram combinados para andlise estatistica apos
determinacdo da homogeneidade de variancia e quadrado médio do residuo (Gomes e
Garcia, 2002). Apenas um experimento foi realizado para as avaliages bioquimicas.
Os dados das atividades da POX, PFO, FAL, GLU, QUI, LOX e concentracdo de
MDA foram submetidas a anélise de varidncia e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) utilizando-se 0 programa SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC).



RESULTADOS

Componentes de resisténcia: Houve efeito significativo dos fatores cultivares e
indutores apenas para a AACPB, NL e Pl (Tabela 1) e da interacdo cultivares x
indutores somente para o NL (Tabela 1). Para a cultivar BRS-229, a AACPB foi
reduzida significativamente em 57, 35 e 61%, respectivamente, com a aplicacdo de
AJ, ASM e ET em relacdo ao tratamento controle (4gua destilada)(Tabela 2). Houve
reducdo significativa de 53, 35 e 59% na AACPB com a aplicacdo de AJ, ASM e ET
nas plantas da cultivar BR-18 em relacdo ao tratamento controle (Tabela 2). Com a
aplicacdo de AJ, ASM e ET houve reducdo de 69, 38 e 68% respectivamente no NL
para a cultivar BRS-229 e de 63, 41 e 66% para a cultivar BR-18. O NL e a AACPB
e o NL foram significativamente maiores com a aplicacdo de ASM em relacdo a
aplicacdo de AJ e ET para as duas cultivares (Tabela 2). N&do houve diferenca
significativa entre os tratamentos para o Pl e o TL nas duas cultivares (Tabela 2).
Atividade das enzimas de defesa e MDA: O efeito do fator indutor ndo foi
significativo somente para GLU e QUI (Tabela 3). Para o fator épocas de coleta o
efeito ndo foi significativo somente para QUI (Tabela 3). O fator cultivar foi
significativo somente para as atividades da POX, PFO e QUI. Os efeitos dos fatores
cultivares, indutores e época de coleta foram significativos para a atividade da LOX
(Tabela 4). Os efeitos para algumas interacdes com dois e trés fatores também foram
significativos (Tabela 3,4).

A concentragdo de MDA nas plantas com aplicagdo de ASM foi
significativamente maior em relacdo aos demais tratamentos as 0, 72, 96 e 120 hai
para a cultivar BRS-229 e as 0, 48, 72 e 96 hai para a cultivar BR-18 (Tabela 5).
Para a cultivar BR-18, a concentracdo de MDA para o tratamento ASM néo diferiu
do tratamento controle as 120 hai (Tabela 5).

Para a cultivar BRS-229, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos na atividade da POX as 96 hai (Tabela 6). Ndo houve diferenca
estatistica na atividade desta enzima com a aplicacdo de AJ, ASMeET as 0,48 e 72
hai. Contudo, a atividade da POX com a aplicacdo de AJ as 0 hai, AJ e ET as 48 hai,
ET e ASM as 72 hai aumentou significativamente em relagdo ao tratamento controle.
As 120 hai, a atividade da POX com a aplicacdo de ET foi significativamente
superior em relacdo aos demais tratamentos. A atividade da POX com aplicacao de
AJ e ASM as 120 hai foi significativamente inferior ao tratamento controle (Tabela
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6). Para a cultivar BR-18, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos na
atividade da POX as 0, 48 e 96 hai (Tabela 6). As 72 hai, ndo foram observadas
diferencas entre os indutores na atividade da POX. No entanto, a atividade da POX
com a aplicacdo de AJ e ET foi significativamente maior em relacdo ao tratamento
controle. N&o houve diferenca significativa na atividade da POX com aplicacdo de
AJ, ASM e ET em relagdo ao tratamento controle as 120 hai (Tabela 6).

Para a cultivar BRS-229, ndo houve diferenca significativa na atividade da
PFO entre os tratamentos as 0, 48 e 120 hai (Tabela 7). A atividade da PFO com a
aplicacdo do ET foi estatisticamente superior aos tratamentos controle e AJ as 72 hai,
porém n&o diferiram do ASM. As 96 hai, a atividade da PFO com aplicagio do Al
foi significativamente maior em relacdo ao tratamento controle e ASM, porém nao
houve diferenca em relacdo ao ET (Tabela 7). Para a cultivar BR-18, ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos na atividade da PFO em plantas nédo
inoculadas (0 h) e entre os tratamentos AJ, ASM e ET as 48, 72 e 96 hai.Contudo,
houve diferenca significativa da aplicacdo de AJ e ASM, do AJ, ASM e ET e do
ET,respectivamente,as 48, 72 e 96 hai em relagdo ao tratamento controle. As 120 hai,
a atividade da PFO foi significativamente superior com a aplicacdo do AJ, ASM e
ET em relacdo ao tratamento controle, porém a maior atividade foi observada no
tratamento com a aplicacdo de ASM e AJ (Tabela 7).

Para a cultivar BRS-229, ndo houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos na atividade da FAL as 120 hai (Tabela 8). A atividade da FAL nas
plantas ndo inoculadas (0 h) foi significativamente superior com aplicagéo de ET em
relacio aos demais tratamentos. As 48 hai, a atividade da FAL nas plantas do
tratamento controle foi significativamente maior em relacdo a atividade nas plantas
pulverizadas com AJ, ASM e ET. Néo houve diferenca significativa na atividade da
FAL nas plantas pulverizadas com os indutores as 72 e 96 hai. No entanto, a
atividade da FAL com aplicacdo do ASM as 72 hai e do ASM e ET as 96 hai foi
significativamente menor em relacdo ao tratamento controle (Tabela 8). Para a
cultivar BR-18, ndo houve diferenca significativa na atividade da FAL entre os
tratamentos as 48 e 120 hai. As 0, 72 e 96 hai, a atividade da FAL nas plantas do
tratamento controle juntamente com ET as 0 h, AJ e ET as 72 hai e AJ as 96 hai, foi
superior em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 8).

Na cultivar BRS-229, ndo houve diferenca significativa na atividade da QUI

entre os tratamentos as 0, 96 e 120 hai. As 48 hai, a atividade da QUI nas plantas

11



pulverizadas com AJ foi significativamente maior em relacio ao ASM e ET. As 72
hai, entretanto, a atividade da QUI nas plantas com aplicacdo de ASM e ET foi
estatisticamente maior em relacdo a aplicacdo do AJ. A atividade da QUI nas plantas
pulverizadas com AJ as 48 hai e ASM e ET as 72 hai ndo diferiu significativamente
em relagéo ao tratamento controle (Tabela 9). Para a cultivar BR-18, a atividade da
QUI nas plantas pulverizadas com ET foi significativamente maior em relagdo aos
tratamentos AJ e controle as 0 h, controle as 72 hai e ASM e controle as 120 hai. As
48 hai, a atividade da QUI nas plantas pulverizadas com AJ foi significativamente
maior em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 9).

Para a cultivar BRS-229, ndo houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos na atividade da GLU as 48 e 96 hai (Tabela 10). A atividade da GLU
nas plantas ndo inoculadas (0 h) foi significativamente maior com a aplicacdo de AJ
e ASM em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 10). As 72 hai, a atividade da
GLU com aplicagdo de ET foi significativamente superior em relacdo aos
tratamentos AJ e controle. A atividade da GLU com a aplicacdo do ASM nao diferiu
dos demais tratamentos as 72 hai. Ndo houve diferenca significativa na atividade da
GLU com a aplicacdo do AJ, ASM e ET as 120 hai. Contudo, a atividade da GLU
com a aplicacdo de AJ e ET foi significativamente maior em relagdo ao tratamento
controle (Tabela 10). Para a cultivar BR-18, ndo houve diferenca estatistica na
atividade da GLU entre os indutores as 0, 48 e 120 hai. A atividade da GLU com a
aplicacdo do ASM e ET as 72 hai e com o AJ as 96 hai foi significativamente maior
em relacédo ao tratamento controle (Tabela 10).

Para a cultivar BR-18, a atividade da LOX nas plantas pulverizadas com ET e
AJ foi significativamente maior do que nas plantas do controle as 48 e 72 hai. Nao
houve diferenca significativa quanto a atividade da LOX nas plantas pulverizadas
com ET e AJ as 96 e 120 hai. No entanto, a atividade da LOX para o tratamento ET
as 96 hai e AJ as 120 hai foi significativamente maior em relagdo ao tratamento
controle ( Figura 1A). Para a cultivar BRS-229, a atividade da LOX nas plantas que
receberam a aplicacdo de AJ aumentou de O as 96 hai (Figura 1B). Somente as 96
hai, a atividade da LOX foi significativamente maior em relagdo aos tratamentos
controle e ET. Néo houve diferenca significativa quanto a atividade da LOX nas
plantas pulverizadas com aplicacdo de ET e AJ as 120 hai, contudo a atividade da
LOX nas plantas pulverizadas com ET foi significativamente maior em relacdo as

plantas do tratamento controle(figura 1B).
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DISCUSSAO

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito dos indutores AJ, ASM e ET nos
componentes de resisténcia do trigo a brusone e na ativacdo de mecanismos
bioquimicos de defesa. Varios trabalhos tém demonstrado a eficiéncia desses
indutores no aumento da resisténcia das plantas ao ataque de patégenos, bem como
na ativacdo das enzimas de defesa. Entretanto para o patossistema trigo-Pyricularia
oryzae ainda ndo foi estudado o efeito destes indutores sobre a doenca.

A aplicacdo de AJ, ASM e ET foi eficiente em reduzir o NL e a AACPB nas
plantas das duas cultivares estudadas. O AJ e o ET apresentaram maior eficiéncia
em relacdo ao ASM em reduzir os sintomas da brusone em associacdo com um
aumento da atividade das enzimas POX, PFO,QUI, GLU e LOX. De acordo com
Mandal et al. (2006), a aplicacdo de AJ reduziu os sintomas da cérie do trigo,
causada por Tilletia indica, devido a um balanco entre proteases e inibidores de
proteases, além de uma maior lignificacdo dos tecidos. A aplicacdo foliar de metil
jasmonato foi eficiente em reduzir a severidade da ferrugem do trigo, causada por
Puccinia recondida f.sp. tritici, além do aumento nas atividades da POX e QUI e na
concentracdo de compostos fenolicos (Haggag e Abd-El-Kareem, 2009). A aplicacdo
de AJ também foi eficiente em reduzir os sintomas causados por Fusarium
oxysporum f.sp. fabae em feijdo fava (Ahmed et al. 2002). A aplicacdo de AJ foi
eficiente em reduzir a infeccdo por Erysiphe graminis f.sp. hordei em plantas de
cevada (Schweizer et al., 1993).Maiores concentraces de ET podem ativar as
respostas de percepcdo das plantas ao ataque por patdgenos e induzir respostas de
defesa (Boller, 1991). O ET possui um importante papel em aumentar a resisténcia
das plantas as doencas podendo induzir a formacdo de fitoalexinas, lignina e outros
compostos fendlicos, assim como aumentar a atividade de QUI, FAL e POX (Khoel
et al., 2002). A aplicacdo de ethephon reduziu os sintomas do mildio pulverulento em
videira (Belhadj et al., 2008).

A eficiéncia do ASM na inducdo das respostas de defesa em plantas tem sido
investigada em varios patossistemas. O pré-tratamento de plantas de pepino com
ASM aumentou a resisténcia ao fungo Colletotrichum orbiculare, causador da
antracnose (Cools e Ishii, 2002). Em trabalho posterior envolvendo esse mesmo
patossistema, Lin e Ishii.(2009) verificaram aumento na concentracdo do é&cido
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chiguimico e peroxido de hidrogénio. O pré-tratamento de pereiras com ASM
reduziu os sintomas da sarna, causada por Venturia nashicola, devido ao aumento na
atividade da FAL e QUI (Faize et al., 2004). Vechet et al. (2009) estudando o efeito
de vérios indutores de resisténcia, verificou que o AS foi efetivo em reduzir a
severidade do mildio pulverulento, causado por Blumeria graminis f.sp. tritici, em
trigo.

O AJ, AS e ET estdo envolvidos na sinalizacdo de rotas responsaveis pela
inducdo de resisténcia (Dong, 1998). As POX estdo relacionadas ao processo de
protecdo antioxidativa catalisando a oxidagcdo de componentes celulares como o
peroxido de hidrogénio, aléem do aumento na sintese de lignina fortalecendo a parede
celular contra a a¢do de enzimas liticas produzidas pelos patdgenos (Kvaratskhelia et
al., 1997). Segundo Higara et al. (2001), além da sintese de lignina as POX estéo
envolvidas na producéo de fitoalexinas e espécies reativas de oxigénio. Houve maior
atividade da POX no estédio inicial e mais avangado do processo infeccioso de P.
oryzae nas plantas da cultivar BRS-229 pulverizadas com ASM e as 72 hai para as
plantas da cultivar BR-18. Houve uma maior atividade da POX as 120 hai em
plantas da cultivar BRS-229 com aplicacdo de AJ, ASM e ET e para as plantas da
cultivar BR-18 com aplicagdo de AJ e ET. Maiores atividades da POX no estadio
inicial e mais avancado do processo infeccioso P. oryzae foram importantes no
aumento da resisténcia do trigo. Em estudos envolvendo a resisténcia do trigo a
brusone mediada pelo silicio, foi encontrado aumento na atividade da POX na fase
final de desenvolvimento do patdégeno (Xavier Filha et al., 2011).

A PFO ¢ importante na fase inicial de defesa das plantas onde danos as
membranas provoca a liberacdo de compostos fendlicos (Campbell e Sederoff,
1996). Esta enzima participa na oxidacdo de muitos compostos fendlicos levando a
producdo de quinonas que sdo tdxicas a diversos patdégenos (Campbell e Sederoff,
1996). Foi observado aumento na atividade da PFO em plantas da cultivar BRS-229
com aplicagdo de ET as 72 hai e AJ as 96 hai. Para cultivar BR-18, maior atividade
da PFO nas plantas com aplicacdo de ET, AJ e ASM ocorreu durante todo o processo
infeccioso de P. oryzae. Assim como a POX, a PFO foi importante na defesa do trigo
a brusone. Resultados semelhantes foram encontrados por Ngadze et al. (2011), os
quais relataram que a resisténcia da batata a Pectobacterium atrosepticum, P.
carotovorum subsp. brasiliensis e Dickeya spp. foi correlacionada com o aumento na
atividade da PFO e FAL.
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A QUI e a GLU catalisam a hidrdlise da quitina e da f-1,3-glucano (Keen e
Yoshikawa, 1983). Apo6s a infeccdo pelos patdgenos ocorre um significativo aumento
na atividade dessas enzimas reduzindo o crescimento desses patdgenos, além da
possivel liberacdo de oligossacarideos que elicita respostas de defesa (Keen e
Yoshikawa, 1983). A atividade da GLU aumentou nas plantas pulverizadas com AJ,
ASM e ET, sugerindo um papel importante desta enzima na resisténcia do trigo a
infeccdo por P. oryzae. Maior atividade da GLU foi observado nas plantas da cultivar
BRS-229 pulverizadas com ASM e AJ as 0 h AJ as 120 hai e com ET as 72 e 120
hai. Houve aumento na atividade da GLU em plantas da cultivar BR-18 pulverizadas
com ASM e ET as 72 hai e com AJ as 96 hai. Em estudo realizado por Xue et al.
(1998), as enzimas GLU e POX foram positivamente correlacionados com inducéo
de resisténcia em plantas de feijdo contra Rhizoctonia solani e Colletotrichum
lindemuthianum. Neste trabalho, a QUI teve sua atividade aumentada principalmente
nas plantas pulverizadas com ET. Xavier Filha et al. (2011) também observaram
aumento na atividade da QUI em plantas de trigo infectadas por P. oryzae.

A FAL catalisa a desaminacdo do aminoacido L-fenilalanina com a formacéo
de acido trans-cindmico, ao qual é o precursor de varios compostos fendlicos e
fitoalexinas na rota dos fenilpropandides, sendo a lignina sendo o produto final
(Campbell e Sederoff, 1996). Neste estudo,os indutores utilizados ndo promoveram
aumento da atividade da FAL.

A primeira enzima na via biosintética do AJ é a LOX (Alami et al., 1999). A
atividade desta enzima esta associada com o metabolismo dos lipideos e durante a
peroxidacdo de lipideos pode ocorrer a ativacdo de respostas de defesa em plantas,
incluindo inibicdo direta do patdégeno e acumulacdo de fitoalexinas (Alami et al.,
1999). Verificou-se maior atividade da LOX nas plantas da cultivar BRS-229
pulverizadas com AJ, principalmente a partir das 96 hai. Nas plantas da cultivar BR-
18 pulverizadas com Al e ET, a atividade da LOX foi maior as 48 hai.

O aumento nos niveis de peroxidacdo de lipideos na membrana plasmatica,
indicado pelo aumento na concentracdo de MDA, esté relacionado ao nivel de stress
oxidativo a nivel celular (Fu e Huang, 2001). Neste trabalho, a concentracdo de
MDA foi maior nas plantas das duas cultivares que receberam a aplicacdo de ASM
em relacdo aos demais tratamentos nas duas cultivares. Esta maior concentracdo se
deve ao amarelecimento das plantas pulverizadas com ASM ap6s a manutencao

destas em camara escura apés a inoculacdo. A concentracdo de MDA foi maior nas
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plantas do tratamento controle as 120 hai, coincidindo com o periodo de maior
severidade da brusone. Uma reduzida peroxidacdo lipidica na membrana plasmatica
pode estar associada a maior atividade da POX, como verificado nas plantas das duas
cultivares pulverizadas com Al e ET.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que a
aplicacdo dos indutores AJ, ASM e ET aumentaram a atividade das enzimas POX,
PFO,QUI, GLU e LOX nas plantas de trigo quando infectadas por P. oryzae,

diminuindo, assim, os sintomas da brusone.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Analise de variancia dos efeitos de cultivares e indutores no periodo de
incubacdo (P1), nimero de lesdes (NL) por cm? de éarea foliar, tamanho de lesdes

(TL) e area abaixo da curva do progresso da brusone (AACPB).

Causas de Variagao Valores de F

gl PI (h) NL TL (mm) AACPB
Cultivares (C) 1 6,87 31,20 84,00 4,39
Indutores (1) 3 6,70 98,68 14,10™ 472,807
Cx| 3 0,53 451 7,70™ 1,56"

Niveis de probabilidade: ™ = ndo significativo, * = 0,05, ** = 0,01.
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Tabela 2. Periodo de incubacéo (PI), nimero de lesdo (NL) por cm? de é4rea foliar, tamanho de lesdes (TL) e &rea abaixo da curva do progresso

da brusone (AACPB) em plantas de trigo das cultivares BRS-229 e BR-18 pulverizadas com &gua destilada, indutores &cido jasménico (AJ),

acibenzolar-S-metil (ASM) e etileno (ET) e inoculadas com Pyricularia oryzae.

Tratamentos BRS 229 BR'18

PI (h) NL TL (mm)  AACPB P1 (h) NL TL(mm)  AACPB
Agua destilada 66,93 A 2535 a 1,94 a 859,50 a 60,56 a 18,07 a 1,69 a 809,01 a
Al 66,75 A 768 ¢ 1,65 a 371,63 c 62,43 a 6,70 ¢ 149 a 37879 c
ASM 65,06 A 1581 b 145 a 561,00 b 61,31 a 10,72 b 165 a 52455 b
ET 64,87 A 8,03 ¢ 146 a 337,80 c 63,06 a 6,11 ¢ 155 a 329,60 c
C.V. (%) 5,08 21,53 32,33 8,62 3,70 25,16 24,05 7,81

Médias dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. C.V.= coeficiente de

variag&o.
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1 Tabela 3. Andlise de variancia dos efeitos de cultivares, indutores e épocas de coleta
2  para a concentracdo de aldeido malénico (MDA) e atividade das enzimas peroxidases
3  (POX), polifenoloxidases (PFO), fenilalanina amonia-liases (FAL) quitinases (QUI) e
4 pB-1,3-glucanases (GLU).
Causas de Variacao Valores de F
¢ gl MDA POX _ PFO__FAL _ QUI GLU
Cultivares (C) 1 009" 669 2437 001" 16745 139"
I,ndutores 0] 3 62,05* 3,74 10,15 4,22 0,81™ 2,49™
Epocas de coleta (EC) 4 5,40 130,84 2390 37,05 1,32"™ 46,63
Cxl 3 087 273 0,51™ 0,52™ 0,89™ 0,80™
CxEC 3 267" 6117 365 301* 1,09 427
| x EC 12 246 325  1,02™ 069" 1,86 2,07
Cx1xEC 9 0,48™ 338" 188" 054™ 126™ 243
5  Niveis de probabilidade: ™= néo significativo, * = 0,05, ** = 0,01.
6
7
8 Tabela 4. Anélise de variancia dos efeitos de cultivares, indutores e épocas de coleta
9 paraa lipoxigenase (LOX).
o Valores de F
Causas de Variacao T T OX
Cultivares (C) 1 117,15
Indutores (I) 2 16,38"
Epocas de coleta (EC) 4 21,61
Cxl 2 4,18"™
CxEC 3 1,49™
| x EC 8 0,06 ™
Cx1xEC 6 3,76
10  Niveis de probabilidade: ™ = ndo significativo, * = 0,05, ** = 0,01.
11

24



Tabela 5. Concentracdo de aldeido maldnico (umol g* MF) em folhas de plantas de trigo das cultivares BRS-229 e BR-18 pulverizadas com

agua destilada, &cido jasmonico (AJ), acibenzolar-S-metil (ASM) e etileno (ET) e inoculadas com Pyricularia oryzae.

B BRS-220 BR-18
ratamentos 0h 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai 0h 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai
Aguadestilada 9,06 ¢ 1416 ab 1184 b 1771 b 1546 b 1012 b 11,96 b 1250 b 1407 b 17,62 a
AJ 1208 b 1312 b 11,74 b 1334 b 1090 ¢ 1315 b 1299 b 1472 b 1300 b 12,62 b
ASM 1890 a 1583 a 1599 a 2319 a 2197 a 2203 a 1876 a 2001 a 2047 a 2075 a
ET 993 ¢ 1114 ¢ 1144 b 1441 b 1169 ¢ 1135 b 1233 b 1129 b 1285 b 1149 b

C.V. (%) 15,42 6,91 9,86 18,13 8,33 12,02 18,42 13,52 14,50 31,88

Médias dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. C.V. = coeficiente

de variacdo. MF= massa fresca.

Tabela 6. Atividade de peroxidases (mmol min™ mg™ proteina) em folhas de plantas de trigo das cultivares BRS-229 e BR-18 pulverizadas com

agua destilada, acido jasmonico (AJ), acibenzolar-S-metil (ASM) e etileno (ET) e inoculadas com Pyricularia oryzae.

Tratamentos __BRS-229 . . . BR-18 . .
Oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai Oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai
Agua destilada 0,196 b 0380 b 048 b 0,736 a 0,672 b 0,369 a 0542 a 0535 b 0676 a 0,607 ab
Al 0280 a 0581 a 0612 ab 0647 a 0585 c 0,331 a 0543 a 0735 a 0634 a 0,69 a
ASM 0,218 ab 0,494 ab 0,756 a 0,849 a 0,604 c 0,378 a 0450 a 0,601 ab 0687 a 0544 b
ET 0219 ab 0591 a 0646 a 0602 a 0,794 a 0,373 a 0465 a 0,726 a 0,737 a 0,646 a
C.V. (%) 17,17 14,95 10,39 17,16 4,86 9,86 14,31 11,05 13,78 11,45

Médias dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. C.V. = coeficiente

de variacgéo.
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Tabela 7. Atividade das polifenoloxidases (mmol min? mg™ proteina) em folhas de plantas de trigo das cultivares BRS-229 e BR-18
pulverizadas com agua destilada, acido jasmonico (AJ), acibenzolar-S-metil (ASM) e etileno (ET) e inoculadas com Pyricularia oryzae.

e BRS-220 BR-18

ratamentos oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai 0h 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai
Agua destilada 0,084 a 0,130 a 0136 b 0154 b 0154 a 009 ab 0072 b 0080 b 0134 b 0,104 c
Al 0,126 a 0,134 a 0140 b 0,197 a 0,149 a 0,120 a 0,134 a 0,135 a 0,249 ab 0,165 ab
ASM 0113 a 0127 a 0179 ab 0160 b 0176 a 0077 b 0130 a 0109 a 0153 ab 0179 a
ET 009 a 0138 a 0186 a 0168 ab 0190 a 0110 a 0103 ab 0126 a 0175 a 0,142 b

C.V. (%) 21,90 22,55 13,02 9,81 12,01 12,45 17,53 11,14 10,12 11,65

Médias dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. C.V. = coeficiente
de variagéo.

Tabela 8. Atividade de fenilalanina aménia-liases (umol min™ mg™proteina) ) em folhas de plantas de trigo das cultivares BRS-229 e BR-18

pulverizadas com agua destilada, acido jasmonico (AJ), acibenzolar-S-metil (ASM) e etileno (ET) e inoculadas com Pyricularia oryzae.

Tratamentos . BRS-229 . : __ BRI8 : .
Oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai Oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai
Agua destilada 189 b 196 a 276 a 40,6 a 194 a 391 a 206 a 30,1 a 228 a 244 a
Al 1,75 b 118 b 23,1 ab 32,5 ab 13,7 a 1,75 b 181 a 289 a 252 a 220 a
ASM 1,25 b 6,3 C 133 b 255 b 159 a 138 b 206 a 224 b 169 b 223 a
ET 2,36 a 131 b 226 ab 30,1 b 175 a 468 a 178 a 252 ab 180 b 282 a
C.V. (%) 21,39 17,48 21,91 19,38 28,91 21,75 18,50 9,69 7,55 20,56

Médias dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. C.V. = coeficiente

de variagéo.
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Tabela 9. Atividade de quitinases (mmol min™ mg™ proteina) em folhas de plantas de trigo das cultivares BRS-229 e BR-18 pulverizadas com

agua destilada, &cido jasmonico (AJ), acibenzolar-S-metil (ASM) e etileno (ET) e inoculadas com Pyricularia oryzae.

Tratamentos __BRS-229 . . ___BR-18 . .
Oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai Oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai
Agua destilada 0,062 a 0,072 ab 0,059 a 0,053 a 0,058 a 0,014 b 0019 b 0,015 b 0,023 ab 0,013 b
Al 0,067 a 0,082 a 0040 b 0,066 a 0,087 a 0,013 b 0,026 a 0,017 ab 0,026 a 0,021 ab
ASM 0,059 a 0,055 bc 0,062 a 0,043 a 0,083 a 0,017 ab 0,017 b 0,022 ab 0,029 a 0,014 b
ET 0,064 a 0036 c¢ 0,050 ab 0,063 a 0,058 a 0,019 a 0019 b 0,025 a 0018 b 0,029 a
C.V. (%) 21,67 14,93 13,59 2492 24,86 13,89 9,96 19,15 14,50 31,88

Médias dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. C.V. = coeficiente

de variagéo.

Tabela 10. Atividade de f-1,3-glucanases (absorbancia min™ mg™ proteina) em folhas de plantas de plantas de trigo das cultivares BRS-229 e

BR-18 pulverizadas com agua destilada, acido jasménico (AJ), acibenzolar-S-metil (ASM) e etileno (ET) e inoculadas com Pyricularia oryzae.

Tratamentos . BRS-229 . . . BR-18 : .
Oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai Oh 48 hai 72 hai 96 hai 120 hai
Agua destilada 44,78 b 116,45 a 109,93 b 7844 a 6397 b 67,36 a 113,11 a 8951 b 80,82 b 71,79 a
Al 63,81 a 120,38 a 10245 b 104,39 a 118,18 a 76,19 a 12043 a 96,14 ab 11656 a 7955 a
ASM 60,86 a 121,53 a 113,22 ab 10259 a 95,02 ab 64,41 a 98,95 a 11445 a 89,84 ab 85,99 a
ET 39,77 b 114,76 a 12799 a 103,44 a 118,05 a 6550 a 111,20 a 118,74 a 99,42 ab 78,27 a
C.V. (%) 20,38 5,82 6,64 22,70 21,84 15,32 9,35 11,25 13,55 11,72

Médias dentro de cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. C.V. = coeficiente

de variagéo.
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Figura 1. Atividade de lipoxigenases (LOX) em folhas de plantas de trigo das
cultivares BR-18 (A) e BRS-229 (B), que receberam a aplicacdo de agua destilada
(AD), acido jasmonico (AJ) e etileno (ET) e foram inoculadas com Pyricularia

oryzae. Barras representam o intervalo de confianga.
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Capitulo 2

Elaboracéo e Validacdo de uma Escala Diagramética para Estimar a
Severidade da Brusone do Trigo
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RESUMO

O presente trabalho objetivou elaborar e validar uma escala diagramatica para
quantificar a severidade da brusone do trigo, causada por Pyricularia oryzae. Para
elaboracdo da escala, foram considerados os limites de severidade minima e méxima
da doenca na folha bandeira de plantas de trigo cultivadas em casa de vegetacao e 0s
niveis intermediarios seguindo incrementos logaritmicos. A escala possui dez niveis:
0,1; 1; 2; 4; 8; 16; 24; 32; 52; 72% de severidade. Para a validacdo da escala, 10
avaliadores inexperientes estimaram a severidade da doenca. A principio, a
estimativa da severidade foi realizada sem o uso da escala em 50 folhas bandeira
com diferentes niveis de severidade. Em seguida, 0s mesmos avaliadores estimaram
a severidade utilizando a escala proposta. A acuracia e a precisdo dos avaliadores
foram analisadas pelo coeficiente de correlagdo concordante de Lin’s (p¢) e regresséo
linear simples entre a severidade real e a severidade estimada sem e com 0 uso da
escala. A escala proporcionou satisfatéria acuréacia e precisio (R?> médio de 94,5%)
com erros absolutos em torno de 15%. Os valores de u, v e p. melhoraram para 90,
100 e 90% dos avaliadores, respectivamente, quando a escala foi utilizada. A
reprodutibilidade entre os avaliadores utilizando a escala foi elevada (R® superior a
0,90 para 64,4% dos casos). A escala proposta foi considerada adequada para estimar
a severidade da brusone do trigo, podendo ser utilizada em qualquer estudo onde faz-

se necessario quantificar a ocorréncia dessa doenca.
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INTRODUCAO

Dentre as doencas que afetam o trigo (Triticum aestivum L.), a brusone,
causada pelo fungo Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc, pode ser responsavel por
perdas de até 70% na produtividade dos grdos (Goulart e Paiva, 2000). O fungo
infecta todos os 6rgdos aéreos das plantas, incluindo folhas, colmo e espigas (Reis e
Forcelini, 1995). Nas folhas, os sintomas da brusone sdo manchas elipticas ou
arredondadas com margem marrom escura e centro acinzentado (Reis e Forcelini,
1995). Segundo Talbot (1995), ha ocorréncia de pequenas lesdes ovais que Sao
acompanhados por cloroses locais, estas lesdes desenvolvem e tornam-se necroticas
antes de coalescerem. Os sintomas da brusone nas espigas sdo bem caracteristicos,
ocorrendo um branqueamento e morte dos tecidos acima dos sitios de infeccdo, além
do escurecimento do raquis (Reis e Forcelini, 1995). Os danos causados pela brusone
na producdo de grdos de trigo sdo decorrentes do momento da infeccdo da espiga
pelo fungo e do local onde acontece a sua penetracdo, podendo afetar a espiga parcial
ou totalmente (Urashima et al., 2004). Como consequéncia da infeccdo na espiga
pelo fungo, ndo ocorre a passagem de nutrientes, ocasionando diminui¢cdo do
tamanho dos gréos (Reis e Forcelini, 1995). Os grdos oriundos destas espigas
possuem aspecto enrugado, pequenos, deformados e de baixo peso (Goulart e Paiva,
2000). As condicbes favoraveis para a ocorréncia da brusone sdo periodos chuvosos,
temperaturas entre 24 e 28 °C, dias nublados e alta umidade relativa do ar, a
severidade da brusone esta diretamente relacionada com o periodo de molhamento
foliar (Bedendo e Prabhu, 1995).

A quantificacdo de doencas possui grande importancia no seu manejo, porém é
um procedimento dificil de execucéo e relativamente oneroso (Capucho et al., 2010).
Os dados obtidos em uma quantificacdo de doencas sdo importantes para avaliar as
diferentes medidas de controle, resisténcia varietal e testar a eficiéncia de produtos
fitossanitarios (Vale et al., 2004). A maneira mais apropriada de quantificar as
doengas como a brusone do trigo é por meio da severidade, a qual representa a
percentagem de tecido foliar doente em relagéo a area foliar sadia (Amorim, 1995).
A avaliagdo de uma determinada doenca utilizando critérios subjetivos induz, na
maioria das vezes, ao erro, sendo necessaria a adogdo de critérios precisos na
quantificacdo delas (Lenz et al., 2009). Dentre as estratégias para quantificar a

severidade de doencas com precisdo, as escalas diagramaticas surgem como a
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principal ferramenta de avaliacdo (Bergamin Filho e Amorim, 1996; Martins et al.,
2004). Estas representam ilustracbes de plantas, folhas, ou partes de plantas
apresentando os sintomas em diferentes niveis de severidade (Bergamin Filho e
Amorim, 1996). A utilizacdo de escalas diagramaticas pode diminuir a subjetividade
das estimativas da severidade entre os avaliadores, melhorando a acuracia e a
precisdo nas avaliacOes (Martins et al., 2004). As caracteristicas desejaveis para uma
escala diagramatica envolvem a facilidade e a rapidez em utiliza-las, a obtencéo de
resultados reproduziveis, a aplicabilidade, bem como a presenca de intervalos que
representem todos os estadios de desenvolvimento da doenga e que permitam uma
avaliacdo imediata (Berger, 1980). Assim, na construcdo de uma escala, alguns
aspectos importantes devem ser considerados tais como o0s limites superiores e
inferiores da escala correspondentes, respectivamente, a maxima e a minima
severidade da doenca observada no campo, sendo os sintomas representados 0s mais
préximos possiveis dos observados em condicBes de infeccdo natural (Horsfall e
Barrat, 1945). Antes de serem propostas como um método padrdo de quantificacdo
de doencas, as escalas diagramaticas devem ser validadas e se o0s resultados
produzidos forem insatisfatérios, essas devem ser prontamente corrigidas (Martins et
al., 2004).

Diante da necessidade de realizacdo de estudos epidemiologicos da brusone,
associado com auséncia de um método padronizado de quantificacdo dessa doenca,
este trabalho buscou elaborar e validar uma escala diagramética para avaliar a

severidade dessa doenca.
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MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas de trigo: O experimento foi conduzido em vasos de
pléastico com capacidade para 1 dm?® de substrato. O substrato comercial utilizado foi
o Tropstrato® (Vida Verde, Mogi Mirim, Sdo Paulo), a base de casca de pinus, turfa e
vermiculita expandida. Para cada dm® de substrato, foi adicionado 1,63 g de fosfato
de calcio monobasico. Em cada vaso plastico foram semeadas 10 sementes de trigo
das cultivares BR-18 e BRS-229, suscetiveis a P. oryzae. Ap0s a emergéncia,
deixou-se sete plantulas por vaso. As plantas foram adubadas com solucdo nutritiva.
Adicionou-se 50 mL de solucdo nutritiva por vaso contendo, em mg L™*, 192 KCI;
104,42 K,;SO4 150,35 MgS0O4.7H,0; 61 uréia; 100 NH4NOs; 0,27
NH;MO0;02.4H,0; 1,61 H3BOs; 6,67 ZnS0,.7H,0; 1,74 CuS0O45H,0; 4,10
MnCl,.4H,0; 4,08 FeSO,.7H,O e 5 EDTA-bis6dico. Essa mesma solugdo foi

utilizada na segunda e na terceira semana apds a emergéncia das plantulas.

Inoculacdo das plantas com P. oryzae: O isolado monosporico de P. oryzae
(UFV/DFP-01) foi obtido de espigas de trigo da cultivar BR-18 em Vigosa-MG. O
isolado foi preservado pelo método do papel-filtro (Gongalves et al., 2007) dentro de
microtubos de plastico contendo silica gel e armazenado a 4 °C. O isolado foi
reativado em meio batata-dextrose-agar (BDA). Em seguida, o fungo foi inoculado
em plantas de trigo da cultivar BR-18 para verificar a sua patogenicidade.
Fragmentos de folhas de plantas com sintomas da brusone foram transferidas para
meio aveia-agar (aveia 60 g/L e agar 17 g/L) e mantidas sob temperatura de 25 °C e
luminosidade constante por 10 dias. As placas de Petri foram lavadas com 10 mL de
agua destilada esterilizada contendo gelatina 1% (p/v) e, com auxilio de um pincel de
cerdas macias, realizou-se a raspagem superficial do micélio para liberacdo dos
conidios. A suspensdo foi filtrada em camada dupla de gaze para eliminacdo de
fragmentos de micélio e meio de cultura. Apos a filtragem, a concentragdo da
suspensdo foi ajustada para 10° conidios/mL por meio de contagens em

hemacitdmetro.

Plantas no estadio de crescimento 45 (60 dias ap6s emergéncia) de acordo
com Zadoks (1974) foram inoculadas, em ambas as faces da folha, pulverizando-se
25 mL de suspenséo de conidios por planta utilizando-se o atomizador De Vilbiss no.

15. Apos a inoculacdo, as plantas foram cobertas com sacos de polietileno molhados
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e transferidas para cadmara de nevoeiro com temperatura de 25 + 2 °C e umidade
relativa de 95 + 2%, onde permaneceram por 24 h no escuro. Apds esse periodo, as
plantas foram transferidas para cAmara de nevoeiro com umidade relativa de 85 £ 5%
e temperatura de 20 £ 5 °C. As plantas foram mantidas nessas condicGes até o final

das coletas das folhas bandeiras.

Elaboracédo da escala diagramatica: Para a elaboracdo da escala, um total de 150
folhas bandeira com diferentes niveis de severidade da brusone foram coletadas das
plantas de trigo das cultivares BR-18 e BRS229. As folhas coletadas foram
digitalizadas individualmente para obtencdo de imagens com resolucdo de 300 dpi.
Em seguida, cada folha foi analisada quanto a proporcdo de area lesionada
utilizando-se o programa QUANT (Vale et al., 2003). A partir da severidade minima
e maxima encontrada nas folhas estabeleceu-se outros oito niveis intermediarios da
brusone para compor a escala diagramatica. Ap6s o estabelecimento dos niveis de
severidade da escala, uma folha padrdo de area conhecida foi utilizada para
representar os dez niveis de severidade da escala, de maneira a reproduzir 0s
sintomas observados nas folhas.

Validacdo da escala diagramética: A validacdo da escala foi realizada por 10
avaliadores inexperientes na quantificacdo da brusone do trigo. Na primeira etapa,
foram inseridas 50 imagens de folhas com diferentes niveis em slides individuais
para a visualizagcdo no programa PowerPoint, ocasido na qual os avaliadores néo
utilizaram a escala diagramatica proposta para determinar a severidade da brusone.
Na segunda etapa de validacdo da escala, os avaliadores com a escala proposta
estimaram a severidade da brusone do mesmo conjunto de imagens de folhas de
trigo. Para avaliar cada folha, o avaliador comparou a imagem da folha a escala e, em
seguida fez uma estimativa da percentagem de area doente (necrose e clorose).

A partir dos dados de cada avaliador, determinou-se a acuracia e a precisdo
pelo coeficiente de correlagdo concordante de Lin’s (pc) e regresséo linear simples
entre a severidade real (variavel independente quantificada no programa QUANT) e
a severidade estimada (variavel dependente) realizando a anélise separadamente com
dados sem e com 0 uso da escala. A precisao foi avaliada por meio do coeficiente de
correlacdo (r), coeficiente de determinacdo (R?) e pela variancia dos erros
(severidade estimada menos a real). A acuracia das estimativas foi determinada pelo

teste-t aplicada ao intercepto (a) da regressdo linear para verificar se foi
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significativamente diferente de zero e ao coeficiente angular da reta (b) para testar se
foi significativamente diferente de 1 ao nivel 5% de probabilidade. Valores de
intercepto significativamente diferentes de zero indicaram a presenca de desvios
constantes; enquanto que valores de b que desviaram significativamente de 1
indicaram a presenca de desvios sistematicos (Nutter Janior et al., 1993).

O coeficiente de correlagdo concordante de Lin’s (p;) € a analise mais
apropriada para este tipo de experimento, pois combina as medidas de acuracia e
precisdo e é baseado na relacdo dos dados com a linha concordante (45°): p. = Cp.r
onde: Cp, é um fator que mede a distancia da linha ajustada dos desvios em relagdo a
linha concordante e, portanto, € uma medida de acuréacia e r é o coeficiente de
correlacdo entre a severidade estimada (Y) e severidade real (X) no qual é uma
medida de precisdo. C, é derivado de: Cy, = 2/ [(v + 1/v + u?)] onde: v = oy / ox sendo
c 0 desvio padrdo de Y e X, respectivamente; e u = (Hy - M) / \/(oy . Ox) onde L éo
valor medio de Y e X, respectivamente, ¢ é definido como acima. O componente v
mede a diferenca na escala entre os valores de severidade estimada (Y) e severidade
real (X) que essencialmente é definida pela diferenca na inclinacdo das duas linhas
(linha da regressdo com a linha concordante). Inclinagdes iguais das duas linhas
significa valor de » igual a 1. O termo u reflete a diferenca de localiza¢&o da linha da
regressdo em relacdo a linha concordante, a qual é refletida pela diferenca de altura
entre as linhas. Alturas iguais significa um valor de u igual a 0. Uma medida perfeita
de acurécia é quando os dados estdo todos em cima da linha concordante como, por
exemplo, r =1, Cp=1[v =1, u=0] e, conseqiientemente, p. = 1) (Bock et al., 2010;
Nita et al., 2003).

A reprodutibilidade das avaliacées foi determinada baseada nos valores de R?
da regressdo linear entre as severidades estimadas pelos diferentes avaliadores
combinados aos pares (Nutter Junior e Schultz, 1995). As regressdes entre a
severidade real e a estimada para cada avaliador, bem como entre os avaliadores

foram realizadas utilizando-se o programa MINITAB verséo 14.
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RESULTADOS

A escala proposta neste trabalho possui dez niveis, os quais séo: 0,1; 1; 2; 4; 8;
16; 24; 32; 52; 72% de severidade (Fig. 1). Os primeiros sintomas surgiram como
lesGes individuais ao longo da folha bandeira e, a partir de 16% de severidade,
observou-se a coalescéncia dessas lesfes, as quais foram consideradas no
desenvolvimento da escala (Fig. 1). Para todos os avaliadores que utilizaram a escala
diagramatica, a severidade estimada aproximou-se da severidade real (Fig. 2).
Baseando-se nas analises de regressdo e nos parametros estatisticos, observou-se que
a acurécia e a precisdo dos avaliadores melhoraram com o uso da escala para a
maioria deles (Tabela 1, Fig. 2).

A acurécia dos avaliadores foi determinada pelo intercepto (a) e a inclinacdo
(b) através da andlise de regressdo linear entre os valores de severidade real e
estimada. Os valores do intercepto (a) para 50% dos avaliadores (1, 2, 3, 4 e 7) que
ndo utilizaram a escala ndo diferiram estatisticamente de zero. Quando utilizaram a
escala diagramatica, os valores do intercepto (a) ndo diferiram estatisticamente de
zero para 60% dos avaliadores (1, 3, 7, 8, 9 e 10), indicando que mesmo com 0 uso
da escala ocorreram desvios constantes (Tabela 1). O coeficiente angular da reta (b)
para 90% dos avaliadores (1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10) que ndo utilizaram a escala
diferiu estatisticamente de um. Quando a escala diagramatica foi utilizada, o
coeficiente angular da reta (b) diferiu estatisticamente de um para 40% dos
avaliadores (1, 3, 7 e 10), indicando que com o uso dela houve reducdo dos desvios
sistematicos (Tabela 1). As estimativas de severidade da brusone com o uso da escala
apresentaram a tendéncia de superestimar os valores de severidade. Essa tendéncia
pode ser confirmada analisando os erros absolutos positivos na maioria das
estimativas, bem como observando os valores positivos de u para 60% dos
avaliadores (Fig. 3).

A precisdo é determinada pelo coeficiente de determinacéo R? e foi observado
que com 0 uso da escala, esse coeficiente variando de 91,8 a 96,7% com média de
94,5% (Tabela 1). Sem o uso da escala, os valores de R? variaram de 76,3 a 93% com
média de 87,73% (Tabela 1). O aumento da precisdo também foi confirmado pela
reducdo dos erros (Fig. 3). Sem a utilizacdo da escala, foi observado que os
avaliadores apresentaram maiores desvios nos erros absolutos sendo que 60% deles

(avaliadores 1, 2, 4, 6, 7 e 9) chegaram a apresentar erros superiores a 38% sendo
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que para todos os eles, os erros foram menores que 56% (Fig. 3). No entanto, com a
utilizacdo da escala, os erros ficaram em torno de 15% para a maioria dos
avaliadores, sendo que para todos eles os erros foram menores que 21,44% (Fig. 3).

O coeficiente de correlagdo concordante de Lin’s (pc) foi maior para 90% dos
avaliadores que utilizaram a escala, sendo observado que com o uso da escala o valor
médio de p. aumentou de 0,83 para 0,96 (Fig. 2). Para todos os avaliadores utilizando
a escala, os valores de u e o aproximaram de 0 e 1, respectivamente (Fig. 2). O valor
de Cy, que é formado pelo valor de u e o, aproximou-se de 1 para todos 0s
avaliadores que utilizaram a escala (Fig. 2).

A reprodutibilidade é baseada no coeficiente de determinagdo (R?) entre os
avaliadores aos pares. Sem o uso da escala, 82,1% das comparacGes dos avaliadores
aos pares foram menores que 89 e 17,9% foram maiores que 90% (Tabela 2).
Quando os avaliadores foram comparados aos pares utilizando a escala, 35,6% foram
menores que 89% e 65,4% foram maiores que 0,90 (Tabela 2).

37



DISCUSSAO

As escalas diagramaticas sdo importantes ferramentas na quantificacdo dos
niveis da severidade de doencas podendo ser utilizadas em estudos epidemiologicos e
estratégias de controle de doencas (Vale et al., 2004). Uma grande variedade de
escalas diagraméticas j& foram elaboradas para diversas doengas entre elas a
ferrugem da soja (Godoy et al., 2006) e do cafeeiro (Capucho et al., 2011), mancha
branca do milho (Capucho et al., 2010) e ramularia do algodoeiro (Aquino et al.,
2008).No entanto, inexiste uma escala diagramética para estimar, com precisdo e
acurdcia, a severidade da brusone.

A tendéncia dos avaliadores na validacdo da escala para a brusone do trigo foi
de superestimar os valores de severidade, corroborando com trabalhos anteriores
(Newton & Hackett, 1994; Parker et al., 1995; Diaz et al., 2001; Leite et al., 2002;
Capucho et al., 2010; Lenz et al., 2010). Contudo, em alguns casos, 0s niveis de
severidade tem sido subestimados (Michereff et al., 1998; Michereff et al., 2000;
Gomes et al., 2004). SolucBes para corrigir a superestimacdo dos niveis de
severidade da doenca variam de acordo com a magnitude do erro e o nivel do
treinamento dos avaliadores (Nutter Janior & Schultz, 1995). A precisdo é definida
como a exatiddo de uma operacdo onde ha rigor e ou refinamento na medida
(Bergamin Filho & Amorim, 1996). Os valores de R* foram superiores a 90% para
todos os avaliadores que utilizaram a escala, sendo considerado ideal para este tipo
de avaliacdo de acordo com Bergamin Filho & Amorim (1996). Os niveis de
precisdo encontrados com o0 uso da escala proposta no presente estudo estdo
préximos aos encontrados em outros estudos (Capucho et al., 2010; Gomes et al.,
2004).

A acuracia refere-se a proximidade existente entre a severidade estimada e a
severidade real na avaliacdo de uma doenca (Nutter Junior & Schultz, 1995). Assim,
avaliadores considerados acurados apresentam a média das estimativas de severidade
proxima a média da severidade real (Martins et al., 2004). Além disso, a acuracia
também pode ser definida como sendo a exatiddo de uma medida sem erros
sistematicos medida pelo intercepto (a) e pelo coeficiente angular (b) da regressao
linear entre a severidade estimada e a real (Bergamin Filho & Amorim, 1996). Com a
utilizacdo da escala foi verificado pequena reducdo dos erros constantes e uma

significante redugdo dos erros sistematicos. Mesmo com utilizando a escala, os
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avaliadores ndo eliminaram os erros sistematicos e constantes apesar da alta precisdo
dos mesmos. Segundo Gomes et al. (2004), as avaliagOes realizadas com menor
acuracia e maior precisdo ndo caracteriza um problema sério, pois normalmente 0s
desvios seguem 0 mesmo padréo.

Outro indicador da eficiéncia de uma escala diagramética é a
reprodutibilidade das estimativas entre os avaliadores (Berger, 1980). Quando
diferentes avaliadores utilizam a mesma escala na determinacdo da severidade de
determinadas amostras, esses devem estimar os mesmos valores (Nutter Junior &
Schultz, 1995). A reprodutibilidade pode ser caracterizada como sendo a
repetibilidade das estimativas, a qual é estimada pela correlagdo das severidades
estimadas pelos avaliadores aos pares. Na comparacdo entre dois avaliadores, quando
o coeficiente de determinacdo aproxima-se de 100%, as estimativas dos avaliadores
se repetem (Belasque et al., 2005; Leite & Amorim, 2002). A confiabilidade das
severidades estimadas entre os avaliadores foi maior com o0 uso da escala
desenvolvida nesse trabalho. Nas avaliagfes sem o uso da escala, os coeficientes de
determinacdo foram inferiores a 80% em 28,8% das comparacdes entre 0s
avaliadores Com o0 uso da escala proposta, foi observado que em nenhum caso 0
coeficiente de determinacéo foi inferior a 80% e que os coeficientes de determinagéo
foram superiores a 90% em todos dos casos, indicando que as estimativas realizadas
com a escala sdo reproduziveis.

O uso da escala para avaliar a severidade da brusone proporcionou reducao
dos erros absolutos. A associacdo desta escala ao treinamento dos avaliadores podera
reduzir ainda mais estes erros (Nutter Janior & Schultz, 1995). Além da reducdo do
erros, a estimativa de severidade utilizando a escala aumenta a eficiéncia da
avaliacdo, bem como padroniza os resultados (Stonehouse, 1994).

A escala diagramatica proposta no presente trabalho aumentou a acuracia, a
precisdo e a reprodutibilidade na avaliacdo da severidade da brusone do trigo.
Portanto, esta escala torna-se uma ferramenta valiosa para estudos epidemiolégicos

da doenca visando reduzir os danos causados por essa doenca.

39



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Amorim L (1995) Avaliacédo de doencas. In: Bergamim Filho A, Kimathi H, Amorim
L (eds) Manual de Fitopatologia. Ceres, Sdo Paulo, pp. 647-671.

Aquino LA, Berger PG, Rodrigues FA, Zambolim L, Hernandez JFR, Miranda LM.
(2008) Elaboracdo e validacdo de escala diagramatica para quantificacdo da
ramuléria do algodoeiro. Summa Phytopathologica 34:361-363

Bedendo IP, Prabhu AS. (1995) Doencas do arroz. In: Kimati H, Amorim L, Resende
JAM, Bergamim Filho AE, Camargo LEA. (eds) Manual de Fitopatologia: Doencas
de Plantas Cultivadas. S&o Paulo, Agrondmica Ceres. pp. 331-341.

Belasque J, Bassanezi RB, Spdésito MB, Ribeiro LM, Jesus Junior WC, Amorim L.
(2005) Escalas diagramaticas para a avaliacdo da severidade do cancro citrico.
Fitopatologia Brasileira 30:387-393.

Bergamim Filho A, Amorim L (1996) Doencas de Plantas Tropicais: Epidemiologia
e Controle Econdmico. Editora Ceres, Sdo Paulo. 289 p.

Berger RD (1980) Measuring Disease Intensity. In: Teng PS, Krupa SV (eds) Crop
loss assessment wich constrain production and crop improvement in agriculture and
forestry. St. Paul, University of Minnesota, pp. 28-31.

Bock CH, Poole G, Parker PE, Gottwald TR. (2010) Plant disease severity estimated
visually, by digital photography and image analysis, and by hyperspectral imaging.
Critical Reviews in Plant Sciences 29:59-107.

Capucho AS, Zambolim L, Duarte HSS, Parreira DF, Ferreira PA, Lanza FE, Costa
RV, Casela CR, Cota LV. (2010) Influence of leaf position that correspond to whole
plant severity and diagrammatic scale for white spot of corn. Crop Protection
29:1015-1020.

Capucho AS, Zambolim L, Duarte HSS, Vaz GRO. (2011) Development and
validation of a standard area diagram set to estimate severity of leaf rust in Coffea
arabica and C. canephora. Plant Pathology 60:1144-1150.

Diaz CG, Bassanezi RB, Bergamin Filho A. (2001) Desenvolvimento e validacéo de
uma escala diagramatica para Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro.
Summa Phytopathologica 27:35-39.

Godoy CV, Koga LJ, Canteri MG. (2006) Diagramatic scale for assessment of
soybean rust severity. Fitopatologia Brasileira 31:63-68.

40



Gomes AMA, Michereff SJ, Mariano RLR. (2004) Elaboracédo e validagdo de escala
diagramaética para cercosporiose da alface. Summa Phytopathologica 30:38-42.
Goulart ACP, Paiva FA. (2000) Perdas no rendimento de graos de trigo causadas por
Pyricularia grisea, nos anos de 1991 e 1992, no Mato Grosso do Sul. Summa
Phytopathologica 26:184-189.

Horsfall JG, Barrat RW. (1945) An improved grading system for measuring plant
disease. Phytopathology 35: 655.

Leite RMVBC, Amorim L. (2002) Elaboracdo e validacdo de escala diagramatica
para mancha de alternaria em girassol. Summa Phytopathologica 28:14-19.

Lenz A, Balardin RS, Corte GD, Marques LN, Debona D. (2010) Escala
diagramatica para a avaliacdo de severidade de mancha-parda em arroz. Ciéncia
Rural 40:752-758.

Martins MC, Guerzoni RA, Camara GMS, Mattiazzi P, Lourengo SA, Amorim L.
(2004) Escala diagramética para a quantificacdo do complexo de doengas foliares de
final de ciclo em soja. Fitopatologia Brasileira 29:179-184.

Michereff SJ, Maffia LA, Noronha MA. (2000) Escala diagramatica para avaliacdo
da severidade da queima das folhas do inhame. Fitopatologia Brasileira 25:612-629.
Newton AC, Hackett CA. (1994) Subjective components of mildew assessment on
spring barley. European Journal of Plant Pathology 100:395-412.

Nita M, Ellis MA, Madden LV. (2003) Reliability and accuracy of visual estimation
of Phomopsis leaf blight of strawberry. Phytopathology 93:995-1005.

Nutter FW, Schultz PM. (1995) Improving the accuracy and precision of disease
assessments: selection of methods and use of computer-aided training programs.
Canadian Journal of Plant Pathology 17:174-184.

Nutter FW, Gleason ML, Jenco JH, Christinas NC. (1993) Assessing the accuracy,
intra-rater repeatability, and inter-rater reliability of disease assessment systems.
Phytopathology 83:806-812.

Parker SR, Shaw MW, Royle DJ. (1995) The reliability of visual estimates of disease
severity on cereal leaves. Plant Pathology 43:856-865.

Reis EM, Forcelini CA. (1995) Controle Cultural. In: Bergamin Filho A, Kimati H,
Amorim L (eds) Manual de Fitopatologia: Principios e Conceitos. S&o Paulo, Editora
Agrondmica Ceres, pp. 710-716.

Stonehouse J. (1994) Assessment of andean bean diseases using visual keys. Plant
Pathology 43:519-527

41



Talbot, N.J. (1995). Having a blast: exploring the pathogenicity of Magnaporthe
grisea .Trends in microbiology 3:9-16.

Vale FXR, Fernandes Filho EI, Liberato JR (2003) QUANT: A software for plant
disease severity assessment. In: Close R, Braithwaite M, Havery | (eds) Proceedings
of the 8" International Congress of Plant Pathology, New Zealand, pp. 105.

Vale FXR, Jesus Junior WC, Zambolim L. (2004) Epidemiologia aplicada ao manejo
de doencas de plantas. Perffil, Belo Horizonte. 531 p.

42



TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Estimativas da intersecdo da reta (a), dos coeficientes angulares (b) e dos
coeficientes de determinacédo (R?) das equacdes de regressao linear calculadas entre a
severidade real e estimada da brusone do trigo realizada por avaliadores sem

experiéncia com e sem a utilizacdo da escala diagramatica.

) Sem escala Com escala
Avaliadores b R? a b R2
1 -3,88™ 1,43 857  -1,25™ 0,92" 93,3
2 -0,39" 1,45 93,9 1,97 0,92" 95,6
3 -4,79" 1,08™ 78,2 0,86™ 0,91" 94,5
4 2,40" 1,44 89,4 4,27 0,96™ 92,9
5 -0,52" 1,00 91,5 2,91 0,95™ 91,8
6 4,78" 1,37 88,5 2,83 1,03"™ 94,6
7 5,49" 1,40 76,3  -1,44"™ 1,08 94,4
8 -1,82" 0,87 930  -0,16™ 0,94" 96,7
9 -3,74° 1,37 90,7 0,28™ 1,01™ 95,1
10 -4,90" 1,117 90,1 0,45™ 0,92" 96,2
Média 0,73 1.25 87,73 1.07 0,96 94,5

* situacBes onde o valor da intersecdo da reta (a) ou o coeficiente angular (b) foi diferente de
“0” e “1”, respectivamente, pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade.

™= nao significativo.
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Tabela 2. Reprodutibilidade das estimativas da severidade da brusone do trigo
representada pela frequéncia dos coeficientes de determinacéo (R?) das equagdes de
regressao linear simples relacionando as estimativas entre avaliadores com e sem o

uso da escala proposta.

Frequéncia (%)"

2
Valor de R Sem escala Com escala
< 0,80 28,8 0,0
0,80 - 0,89 53,3 35,6
0,90 - 1,00 17,9 64,4

* a frequéncia foi calculada considerando o nimero de ocorréncias do intervalo em relagdo
ao total de 45 combinagbes possiveis entre os dez avaliadores para cada avaliagdo da
severidade da brusone.

44



r
P

2 ad
iea

e TTi Ui, T S A
5 T e o A

%
1 0,1% 1,0 2,0% 4,0% 8,0% 16% 24% 32% 52% 2%

2  Figura 1. Escala diagramatica para avaliacdo da severidade da brusone do trigo causada por Pyricularia oryzae. Valores em porcentagem (%) de

3 érea foliar com sintomas da doenga.

45



© 00 N oo o A~ W DN P

I
N B O

13
14

Semescala Comescala

100 N 100 " 100 N 100 N
9 { Avaliadorl . 901 Avaliador6,. 901 Avaliador 1 91 Avaliador 6
80 *e* 80 o % 80 80
—~ 70 ' 70 . 70 70 /
R 60 . 60 60 B 60 -
~ 50 r=0.92 50 r=0.94 50 es, * =097 50 . . r=0.97
L 4o C,=0.88| 40 Cp=0.81 40 . C,=098 40 o e C,=098
(P u=025 | 30 u=056 30 o u=-015 307 <% u=017
20 v=154 | 201s v=146 2071 R v=0.96 ig v=1.06
10 _ 10 _ 10 4 - -
o pc=081| ) pc=0.76 o pc=095 pc=0.96
100 100 100 100
%1 Avaliador . 91 Avaliador 7, 91 Avaliador 2 :g Avaliador 7
80 s /o 80 . ° 80
—~ 70 e 70 . 70 70
R w0 . 60 60 60 o
~ 50 Y/ r=0.96 50 r=087 50 LA =007 50 .. r=097
L 40 b2 Cp,=0.85 40 Cp,=0.77 40 P Cp,=0.99 40 .« A Cp,=0.99
wn 30 os [on u=0.42 307, u=059 30 N u=0004| 30 b u=0.02
209 38 v=149 207, v=160 207 _ oo =094 207 Jegl e v=111
10 . 10 - 10 10 o -
= c=0.67 = c=097
o pc=10.82 o 2 P o pc=0.97 0 P
100 100 100
91 Avaliador 8 :g Avaliador 3 Zg Avaliador 8
/c\ 70 70
> 60 60
< 50 o r=097 50 4 r=0.98
w 40 % Cp=099| 40 s Cp=0.99
n 30 . % u=-005| 30 u=-0.06
00 e v=0.94 201 . v=0.97
%
10 pc=096| 1 pc=0.98
0 0
100 100
| Avaliadord, * &*, 21 Avaliador9 - %1 Avaliador 4 - Avaliador 9
— 70 ° 70 70 70
R o0 .o 60 . . 60 . | 60
S 5 R r=094 | 50 r=09s 50 . S 1m0 | w0 .~ =098
L 40 Ry Cp=0.81 40 ooy Cp=0.91 40 N Cp,=0.98| 40 . D C,=0.99
w 30 . u=0.52 30 . |'.'> u=021 30 REZH u=017 30 u=0.02
20 o v=152 201 oG8 v=144 20 S v=1,00 20 ) g v=1.03
10 pc=076 | 10l galee c=087 104" c=094| 0¥ pc=0.97
0 - 0 pe=o. 0 pe= 0
100 100 100 100
gg Avaliador 5 :g Avaliador 10 . zg Avaliador 5 gg Avaliador 10
— 70 * 70 Y 70 70
R w0 60 . 60 . 60
~ 50 R~ 4 r=0.95 50 . r=0.94 50 *r=0.96 50 ~w =098
w4 . % Cp=099| 40 . . C,=0.98 40 Cp,=0.99| 40 . e Cp=0.99
w2 o4 u=-003| 30 . . u=-0.10 30 u=009 | % 3 4N u=-0.06
21, ¥ v=104 | 20 2 v=1.17 2 v=099 | 2] " v=094
0 pc=095| 0 . pc=093 o pc=095| o pc=097
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10C 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Severidade real (%) Severidade real (%)

Figura 2. Severidade estimada (SE) com e sem 0 uso da escala diagramatica elaborada
(pontos cheios) e linha de regressdo obtida entre a severidade real e a severidade
estimada (linha so6lida) da brusone em trigo pelos 10 avaliadores. A linha pontilhada é a
linha de concordancia representando a perfeita correlacdo entre a severidade real e a
estimada (inclinacdo de 1 e intercepto de 0. A acurécia é determinada pelo coeficiente
de correlagéo da concordéncia de Lin’s (p.) calculado como o produto do coeficiente de
correlacdo (r) e o fator de correcdo bias (Cp). C, € uma funcdo da mudanca de
localizagéo (u) e a mudanca de escala (») indicando alteragdo na altura e na inclinagéo
da linha, respectivamente. Os parametros de regressdo e de estatistica estdo

representados na Tabela 1.
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Figura 3. Erro absoluto (EA) (severidade estimada menos a severidade real) da
severidade estimada da brusone do trigo pelos 10 avaliadores com e sem 0 uso da escala
diagramatica. Os valores menores de erro absoluto indicam que a severidade estimada

foi similar a severidade real.
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