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RESUMO

GOMES, Delineide Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2012. Incidéncia de Pyricularia grisea em gendtipos de trigo em funcao
da quantidade de inéculo inicial no campo: avaliacdo de danos e
métodos de deteccdo nas sementes. Orientador: Valterley Soares Rocha.
Coorientadores: Moacil Alves de Souza e Olinto Liparini Pereira.

Objetivou-se, com esta pesquisa, avaliar, em campo e em condi¢cdes
controladas, a incidéncia de Pyricularia grisea em gendétipos de trigo em
funcdo da quantidade de indculo inicial no campo, por meio da avaliacédo de
danos quantitativos e qualitativos; bem como de métodos de deteccédo do
patbgeno nas sementes. Em campo, foram empregados tratamentos
arranjados em esquema fatorial 4x5: inoculacdes de quatro gendétipos de
trigo (BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD 104) com cinco intensidades de
in6culo de Pyricularia grisea (inoculagdo de 0, 5, 10, 20 e 30% de plantas da
unidade experimental), em delineamento de blocos casualizados com trés
repeticdes. A intensidade O (sem inoculacdo) correspondeu a aplicagao de
agua, e em seguida, realizado o controle quimico. Para a avaliacdo da
intensidade da brusone em campo, foram analisadas: incidéncia de P. grisea
nas plantas, severidade da brusone na espiga e a severidade da brusone na
folna bandeira. O efeito da brusone foi avaliado na produtividade e na
gualidade das sementes colhidas, por meio das seguintes determinacgdes:
massa da matéria seca de 100 plantas, massa de sementes de 100 espigas,
produtividade de sementes, germinagao, primeira contagem da germinacao,
indice de velocidade de germinacdo, massa da matéria seca de plantulas,
massa do hectolitro das sementes e incidéncia de P. grisea nas sementes.
Foram avaliadas taxas de transmissdo de P. grisea planta-semente e
semente-plantula, sendo essa ultima avaliada em condi¢gdes controladas e
em delineamento inteiramente casualizado com 10 repeticbes. Em relagéo
aos métodos de deteccdo de P. grisea em sementes, foram avaliados os
substratos: papel de filtro com congelamento (testemunha); meio de cultura
de aveia; meio de cultura a base de farinha integral de trigo; meio BDA
(batata-dextrose-agar), esses trés ultimos com e sem restricdo hidrica

(acrescidos de manitol a -1,0 MPa); papel de filtro embebido em quatro

Vii



restritores hidricos (polietileno glicol (PEG), manitol, NaCl e sacarose) a -1,5
MPa, totalizando 11 tratamentos em delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeticbes. Foram realizadas analises de regressao, analises da
variancia, comparacao de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
e analises de correlacdo nos diferentes experimentos. Em geral, a incidéncia
de P. grisea, a severidade da brusone na espiga e na folha bandeira
progrediram no tempo para cada intensidade de indculo inicial de P. grisea
no campo. Os genadtipos de trigo BRS 264, CD 104 e VI 98053 mostram-se
suscetiveis a brusone, porém o gendtipo CD 116 se confirma como
moderadamente resistente a doenca nas condi¢cdes experimentais. H&
reducado da produtividade e da qualidade fisiolégica e sanitaria das sementes
dos gendtipos de trigo avaliados em fun¢éo da intensidade de indculo inicial
de P. grisea no campo. Ocorre a transmissao de P. grisea da planta para a
semente e da semente para a plantula, com taxas variaveis, em funcdo da
guantidade de in6culo inicial no campo e do genétipo de trigo estudado. Por
fim, o meio de cultura a base de farinha integral de trigo, com restricdo
hidrica, é uma boa alternativa ao método do congelamento, como substrato

para testes de sanidade de sementes de trigo.
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ABSTRACT

GOMES, Delineide Pereira. D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June,
2012. Incidence of Pyricularia grisea in wheat genotypes depending on
the amount of initial inoculum in the field: assessment of damage and
methods of detection in seeds. Adviser: Valterley Soares Rocha. Co-
advisers: Moacil Alves de Souza and Olinto Liparini Pereira.

The objective of this research was to evaluate in the field and under
controlled conditions, the incidence of Pyricularia grisea in wheat genotypes
depending on the amount of initial inoculum in the field, through damage
assessment quantitative and qualitative as well as detection methods the
pathogen in the seeds. In the field were employed treatments arranged in a
4x5 factorial scheme: inoculations of the four wheat genotypes (BRS 264, VI
98053, CD 116 and CD 104) with five intensities of Pyricularia grisea
inoculum in field (0, 5, 10, 20 and 30% of plants with inoculum of plot) in
randomized block design. The intensity of O (uninoculated) matched to
application of water and then being conducted chemical control. To evaluate
the intensity of the blast in the field were analyzed: incidence of P. grisea in
plants, blast severity in the spike wheat and severity in the flag leaf. The
effect of the blast was evaluated on yield and seed quality harvested by
means of the following determinations: dry mass of 100 plants, seed mass of
100 spike wheat, seed productivity, germination, first count of the germination
test, germination speed index, seedling dry matter, seeds hectolitre mass
and incidence of P. grisea. It was evaluated the transmission of P. grisea
from plant to seed and from seed to seedling, this last being under controlled
conditions. In relation to detection methods for P. grisea in seeds, the
substrates were evaluated: filter paper with freezing (control treatment), oat
culture medium, wheat flour culture medium, PDA culture medium (potato-
dextrose-agar), these last three with and without water restriction (plus
mannitol -1,0 MPa); filter paper substrate soaked in water four restrictors
(polyethylene glycol (PEG), mannitol, NaCl and sucrose) to -1.5 MPa, a total
of 11 treatments. In general, the incidence of P. grisea, blast severity in the
spike wheat and blast severity in the flag leaf progressed in over time for
each intensity of initial inoculum of P. grisea used. Wheat genotypes BRS
264, CD 104 and VI 98053 show susceptible to blast, but the genotype CD
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116 is confirmed as moderately resistant to blast the experimental conditions.
There is a reduction of the productivity and of the physiological and sanity
quality of seeds of genotypes according to the intensity of initial inoculum of
P. grisea in the field. There is the transmission of P. grisea from plant to seed
and from seed to seedling with variable rates depending on the amount of
initial inoculum in the field and of the wheat genotype studied. Finally, the
wheat flour culture medium with water restriction is a good alternative to the
method of filter paper with freezing as substrate for testing of health of wheat

seeds.



INTRODUCAO GERAL

O trigo (Triticum aestivum L.) é uma das culturas de maior expansao
no mundo, e ocupa papel de destaque dentre os cereais produzidos no
Brasil, tendo importante fungdo econdmica e social. A regido do Cerrado do
Brasil-Central tem grande potencial para a expansao da cultura de trigo, por
oferecer 6timas condi¢des de clima e solo, posicao estratégica de mercado e
capacidade de industrializacdo, além de poder ser colhido na entressafra da
producéo dos estados do Sul e da Argentina (Albrecht et al., 2007).

Entretanto, a producéo de trigo no cerrado tem sofrido perdas
significativas causadas pela brusone, o que tem sido fator limitante para a
expansdo da cultura no Brasil-Central e preocupante aos triticultores por
provocar danos no peso da espiga em até 72%, dependendo das condi¢cbes
ambientais (Sigma, 2009).

No trigo, a brusone causada pelo fungo Pyricularia grisea foi
identificada pela primeira vez no Parana, em Londrina e regido, em 1985.
Em cevada, a primeira ocorréncia foi registrada em folhas, em 1999, em
Brasilia, e em espiga, em 2001, nos estados de Goias, de Minas Gerais e do
Rio Grande do Sul (Embrapa, 2004). Nesses locais, essa doenca vem sendo
considerada de grande importancia econdmica, devido a severidade
principalmente nas espigas (Goulart, et al., 2007).

No Brasil, sdo poucas as instituicbes que conduzem pesquisas com
a brusone do trigo, e, consequentemente, poucas sdo as informacodes
geradas em relacdo a epidemiologia e esquemas de controle genético e
quimico. A variabilidade genética para resisténcia a esta doenca ainda é
pouco explorada e conhecida, com o agravante das diferencas climaticas
regionais. Por isso, a brusone ainda é considerada como uma doenca de
dificil controle (Goulart, et al., 2007).

Devido a sua importancia, diversos aspectos da brusone passaram a
ser investigados, entre 0s quais 0 papel que a semente representa na sua
disseminagéo (Goulart et al., 1995). Entretanto, deve-se lembrar que a
semente de trigo ndo é a principal fonte de in6culo de P. grisea, merecendo

destaque também as gramineas invasoras e nativas.



Em geral, a transmissdo de patdgenos através das sementes, deve
ser avaliada sob dois aspectos gerais, uma vez que os danos sdo variaveis.
Alguns patogenos provocam perdas, considerando o campo de producdao,
restringindo seus efeitos a reducéo de rendimento, sem, no entanto, afetar a
viabilidade das sementes. Outros se caracterizam por, além de provocar
reducdes no rendimento, concentrar seus efeitos danosos sobre a semente,
quando colonizam seu embrido. Como consequéncia direta, tém-se
reducdes na porcentagem de germinacgao e no vigor, com reflexos negativos
sobre a aprovacéao dos lotes (Carvalho, 1997).

Goulart (1994) relata que a importancia econémica da brusone
decorre da reducao no rendimento e na qualidade dos gréaos, que, quando
infectados, apresentam-se enrugados, pequenos, deformados e com baixo
peso. Em consequiéncia, a maioria desses graos é eliminada no processo de
colheita e beneficiamento, processo esse que explica a baixa incidéncia de
P. grisea no trigo comercial ou em sementes (Arendt, 2006).

Para algumas doencas de plantas hoje estudadas, pode ocorrer,
durante a realizacdo de uma inspecao fitossanitaria em campo de producéo
de sementes, duvidas quanto ao nivel de incidéncia que seja determinante
para a utilizacdo de medidas de controle, ou até mesmo, para o
cancelamento desse campo de producdo de sementes. Assim, 0
conhecimento do processo de transmissdo de um patdégeno da semente a
planta e da planta a semente é fundamental para a predicao sobre danos na
producdo, tanto quantitativos como qualitativos, e para os estudos de
padrdes de tolerancia de patdgenos em sementes, com a finalidade de evitar
niveis de incidéncia acima daqueles recomendados pela lei (Araujo, 2008).

Em relacéo a deteccdo de Pyricularia grisea em sementes de trigo, €
importante o estudo de métodos de deteccdo com a finalidade de identificar
esse patdgeno na cultura do trigo. Isso porque apesar do método do papel
de filtro com congelamento ser o método mais empregado para a analise
sanitaria de sementes da cultura, 0 mesmo pode permitir a germinacao, o
que dificulta a deteccdo de patdégenos. Por outro lado, deseja-se também
que tais métodos ndo propiciem a germinacdo das sementes durante a
incubacgéo do teste, como, por exemplo, pelo uso da restricdo hidrica (Garcia
Junior et al., 2008).



OBJETIVO GERAL

Objetivou-se com esse estudo avaliar, em campo e em condi¢cbes
controladas, a incidéncia de Pyricularia grisea em genétipos de trigo em
funcdo da quantidade de in6culo inicial no campo, por meio da avaliacdo de
danos quantitativos e qualitativos; bem como de métodos de deteccdo do

patégeno nas sementes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Foram executados quatro trabalhos experimentais buscando atingir o

objetivo geral deste estudo.

Experimento 1

Avaliar, em campo, o progresso temporal e a intensidade da brusone
em quatro genotipos de trigo com diferentes niveis de resisténcia, em funcao

de cinco intensidades de inoculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Experimento 2

Avaliar o efeito da brusone na produtividade e na qualidade de
sementes de trigo em funcdo de cinco intensidades de indculo inicial de

Pyricularia grisea no campo.
Experimento 3

Determinar, em condi¢cdes de campo, a transmisséo de P. grisea da
planta & semente, e em condi¢des controladas, a transmissédo do patégeno

da semente a plantula, em funcéo da quantidade inoculo inicial no campo.

Experimento 4

Avaliar e comparar a efetividade de 11 substratos na deteccdo de P.

grisea e de outros fungos, bem como na germinacao de sementes de trigo.
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PROGRESSO TEMPORAL E INTENSIDADE DA BRUSONE
(Pyricularia grisea) EM FUNCAO DO INOCULO INICIAL E DA
RESISTENCIA DE GENOTIPOS DE TRIGO

RESUMO - No Brasil, sdo poucas as instituicdes que estdo conduzindo
pesquisas com a brusone do trigo e, consequentemente, poucas sao as
informacdes geradas em relacdo a epidemiologia e estratégias de controle,
inclusive o melhoramento genético. O objetivo desta pesquisa foi avaliar, em
campo, O progresso temporal e a intensidade da brusone em quatro
genatipos de trigo com diferentes niveis de resisténcia, em funcdo de cinco
intensidades de indculo inicial de Pyricularia grisea no campo. Os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4x5: inoculagdes de
quatro gendtipos de trigo (BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD 104) com cinco
intensidades de inéculo de P. grisea (inoculacdo de 0, 5, 10, 20 e 30% de
plantas da unidade experimental). A intensidade 0 (sem inoculacao)
correspondeu a aplicacdo de agua, e em seguida, com o controle quimico. O
delineamento experimental foi o de blocos casualizados com trés repeticoes.
Para a avaliacdo da intensidade da brusone, foram analisadas trés variaveis:
incidéncia de P. grisea nas plantas, severidade da brusone na espiga e a
severidade da brusone na folha bandeira. As avaliagcbes foram realizadas
nos intervalos de: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 dias ap6s a
inoculacdo (DAIl). De posse dos dados, foram elaboradas as curvas de
progresso da doenca e calculadas as areas abaixo da curva de progresso. A
partir dos 35 aos 40 DAI, o controle quimico perde consideravelmente o
efeito protetor nos gendtipos BRS 264, CD 104 e VI 98053. A incidéncia de
P. grisea, a severidade da brusone na espiga e na folha bandeira
progrediram no tempo, para cada intensidade de in6culo inicial de P. grisea
utilizado. A partir de 5% de plantas inoculadas, a incidéncia de P. grisea
aumenta consideravelmente: nos genotipos BRS 264 e CD 104, apos os 30
DAI; na linhagem VI 98053 e na cultivar CD 116, ambas apos os 40 DAI. Os
gendtipos BRS 264, VI 98053 e CD 104 mostram-se suscetiveis a brusone.
A cultivar CD 116 confirma-se como moderadamente resistente a doencga.

Termos para indexagdo: Triticum aestivum, Magnaporthe grisea,

incidéncia, severidade, epidemiologia



TEMPORAL PROGRESS AND INTENSITY OF THE BLAST
(Pyricularia grisea) AS A FUNCTION OF INITIAL INOCULUM AND
RESISTANCE OF WHEAT GENOTYPES

ABSTRACT - In Brazil, there are few institutions that are conducting
research with the wheat blast and, consequently, very little information is
generated about the epidemiology and control strategies, including genetic
improvement. The aim of this study was to evaluate, under field conditions,
the temporal progress and intensity of the blast in four wheat genotypes with
different resistance levels, according to five intensities of initial inoculation of
Pyricularia grisea in the field. The treatments were arranged in 4x5 factorial
scheme: four inoculations of wheat genotypes (BRS 264, VI 98053, CD 116
and CD 104) with five intensities of Pyricularia grisea inoculum (0O, 5, 10, 20
and 30% of plants with inoculum). The intensity of O (uninoculated) matched
to application of water, and then being conducted chemical control. The
experimental design was a randomized complete block with three
replications. To evaluate the intensity of the blast, three variables were
analyzed: incidence of P. grisea in plants, blast severity in the spike wheat
and severity in the flag leaf. The evaluations were performed at intervals of
1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 and 50 days after inoculation (DAI). By
having the data, drafting of the disease progress curves and calculated the
area under the curve of progress. From 35 to 40 DAI, the fungicide used in
chemical control loses considerably the protective effect on the genotypes
BRS 264, CD 104 and VI 98053. The incidence of P. grisea, blast severity in
the spike wheat and blast severity in the flag leaf progressed over time for
each intensity of inoculum used. From 5% of plants inoculated the incidence
of P. grisea increased considerably in the BRS 264 and CD 104, especially
after 30 DAI; and VI 98053 and CD 116 after 40 DAI. Genotypes BRS 264,
CD 104 and VI 98053 show susceptible to blast, and cultivar CD 116 is

confirmed as moderately resistant under the experimental conditions.

Index terms: Triticum aestivum, Magnaporthe grisea, incidence, severity,

epidemiology



1. INTRODUCAO

A regido do Cerrado do Brasil-Central tem grande potencial para a
expansdo da cultura de trigo, por apresentar condicdes diferenciadas de
clima e solo em relacdo as regifes tradicionais. Possui posi¢do estratégica
de mercado e capacidade de industrializacédo, além de poder ser colhido na
entressafra da producédo dos estados do Sul e da Argentina (Albrecht et al.,
2007). Entretanto, a producdo de trigo no cerrado tem ocorrido perdas
significativas causadas pela brusone, o que pode ser fator limitante para a
expansao da cultura no cerrado.

Pela retomada do cultivo do trigo no Brasil-Central, sob irrigacdo por
aspersdo, a doenca tem se manifestado em carater epidémico,
praticamente, em todas as safras, causando danos elevados (Cardoso,
2006). O dano no peso de graos por espiga pode atingir valores da ordem de
61,92%, considerando uma porcentagem de infeccdo de 100%, que ocorre
guando a severidade de brusone envolve a espiga inteira (Trindade et al.
2006).

No Brasil, sdo poucas as instituicbes que conduzem pesquisas com
a brusone do trigo, e, consequentemente, poucas sdo as informacodes
geradas em relacdo a epidemiologia e esquemas de controle genético e
quimico. A variabilidade genética para resisténcia a esta doenca ainda é
pouco explorada e conhecida, com o agravante das diferencas climaticas
regionais. Por isso, a brusone ainda é considerada como uma doenca de
dificil controle (Goulart, et al., 2007).

Alguns fatores de ambiente podem influenciar o desenvolvimento da
doenca como a precipitacdo pluvial, dias nublados, temperaturas entre 24-
28°C, umidade relativa acima de 90% e longos periodos de orvalho, sendo
assim, essas condi¢gfes favoraveis ao desenvolvimento da brusone. Ja a
disseminacéo do patdégeno ocorre, principalmente, através do vento. Para a
germinacdo do conidio, hd necessidade de presenca de agua livre
(Embrapa, 2004).

Sob condigbes naturais de lavoura, os sintomas da brusone
normalmente sdo mais ocorrentes nas espigas, as quais apresentam

coloracdo esbranquicada na parte superior ao ponto de penetracdo do



patégeno na raquis (Goulart, 2004). Todavia, sintomas da doenca nas folhas
também podem ocorrer. Entretanto, ndo ha relatos de pesquisas enfocando
a brusone do trigo em diferentes partes da planta como, por exemplo, espiga
e folha-bandeira (Maciel et al., 2008). Conforme Arruda et al. (2005), para o
estudo da resisténcia de cultivares no estadio reprodutivo, a severidade da
doenca deve ser analisada por constituir-se em carater quantitativo da
presenca da doenca.

Analisando diferentes gendtipos, Arendt (2006) observou que existe
boa resisténcia a brusone na espiga, indicando que existe variabilidade
genética em trigo para resisténcia a essa doenca, mas que a resisténcia
observada enquadra-se como moderada. Ocorre que, sob condicbes de
campo, a resisténcia de determinado gendtipo de trigo em uma regido
geografica nem sempre se confirma em outras regibes, ou mesmo, em
condicdes controladas. Os sintomas de doenca nas plantas sdo variaveis
devido as alteracBes na frequéncia genética da populacdo do patégeno
virulento ou modificacbes do ambiente (Arendt, 2006). Assim, a planta ndo
pode ser considerada resistente com base na presenca de sintomas em
condi¢cbes de baixa intensidade da doenca (Prabhu & Morais, 1993; Arendt,
2006).

Para agravar ainda mais a caréncia de estudos epidemiolégicos com
trigo, ndo sdo conhecidos padrdes de incidéncia de P. grisea em campos
definidos para a producdo de sementes. Esse fato dificulta o
estabelecimento de métodos de controle para esses campos de producédo de
sementes e contribui para sua eliminacédo sem critérios definidos.

Nesse contexto, objetivou-se com esta pesquisa, avaliar, em campo, o
progresso temporal e a intensidade da brusone em quatro genétipos de trigo
submetidos a cinco intensidades de indculo inicial de Pyricularia grisea no

campo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolado

O isolado de Pyricularia grisea utilizado foi proveniente de um lote de
sementes de trigo da cultivar MGS Brilhante, produzida no municipio de
Campos Altos- MG, no qual houve incidéncia de 10,5% do patdégeno.

Apés o isolamento a partir da semente, o fungo foi colocado em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar) com
o auxilio de agulha histolégica e mantido sob fotoperiodo de 12 h de luz
fluorescente e temperatura de 26° C.

Quando formadas as colbnias, o fungo foi repicado para outras placas
até a obtencdo de uma colénia sem contaminantes. Apds a obtencdo da
colénia pura, foi realizada uma repicagem em meio de aveia (60 g de farinha
de aveia, 12 g de a4gar em 1 L de agua) para proporcionar melhor
esporulacdo do fungo. As placas foram mantidas a temperatura e regime de
luz ambiente durante 10 dias. Apés esse periodo, o micélio superficial foi
retrado com alca de drigalski e &gua destilada autoclavada e,
posteriormente, colocado em camara sob luz fluorescente constante a
temperatura ambiente durante quatro dias para esporular, segundo
metodologia proposta por Urashima et al. (2004).

O isolado obtido foi testado quanto a sua patogenicidade em plantulas

de trigo segundo os postulados de Koch (Bergamin Filho et al., 1995).

2.2 Gendétipos de trigo

Foram utilizadas quatro genétipos de trigo com as seguintes reacdes
de resisténcia a brusone: BRS 264 (testemunha suscetivel); CD 116
(testemunha moderadamente resistente); VI 98053 e CD 104 (sem
informacdo quanto a resisténcia a brusone em Minas Gerais), cedidas pelo

Programa de Melhoramento de Trigo da Universidade Federal de Vigosa.
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2.3 Preparo do inéculo de Pyricularia grisea

Nas placas que apresentaram esporulacdo do fungo, os conidios
foram coletados por meio da adicdo de agua destilada nas placas e filtrados
com auxilio de gaze. A suspensdo obtida foi calibrada por meio de
hematocitbmetro em microscopio 6ptico, tendo concentracdo variando de

1,2-1,5x10° esporos/mL e acrescida de Tween 20 (0,01%) como espalhante.

2.4 Inoculacao

A area experimental ndo tinha historico da presenca de brusone nos
cultivos de trigo anteriores e nas plantas daninhas I existentes.

A inoculacao ocorreu nos meses de julho e agosto de 2010.

Devido as diferencas no ciclo dos gendétipos, a inoculacédo foi
realizada de forma escalonada, quando as plantas apresentavam no estadio
de espigas completamente emergidas. Todas as baterias de inoculacéo
foram realizadas as dezessete horas.

Antes da inoculacdo, as plantas foram submetidas a molhamento
foliar e das espigas por meio de irrigacdo por aspersao por dez minutos.
Para que se obtivesse 0, 5, 10, 20 e 30% de plantas inoculadas na unidade
experimental, essas receberam 0; 0,20; 0,35; 0,70 e 1L, respectivamente, da
suspensao fungica e no dia seguinte foram molhadas novamente. Foi

utilizado um pulverizador costal de cinco litros para aplicacéo do inéculo.

2.5 Avaliacdo do progresso temporal e da intensidade da brusone em
genotipos de trigo em funcéo da intensidade de in6culo inicial em

campo

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental Prof. Diogo
Alves de Mello, pertencente a Universidade Federal de Vigcosa, em Vicosa-
MG, localizado a 20°45’ LS, 42°51’ W e, altitude de 651 m, durante o ano de
2010. A classificacdo climatica, segundo Koppen (1948) é do tipo "Cwa",
caracterizado pelo clima tropical de altitude.
Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4x5, ou seja,
inoculagcdes de quatro genaotipos de trigo (BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD
104) e cinco intensidades de in6culo de Pyricularia grisea (inoculacéo de 0,
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5, 10, 20 e 30% de plantas da unidade experimental). A intensidade 0 (sem
inoculacao) correspondeu a aplicacdo de agua, e em seguida, realizado o
controle quimico com fungicida a base de piraclostrobina + epoxiconazol
(Opera®). A inoculacéo ocorreu no estadio 58-60 da escala de Zadoks et al.
(1974), que corresponde a fase de espigas completamente emergidas.

O solo foi preparado por meio de uma aragdo e duas gradagens. A
adubac&o de plantio constitui-se da aplicacdo de 250 kg ha™ da férmula 08-
28-16 (NPK) no sulco de semeadura e de 250 kg ha™ de sulfato de aménio
como fonte de N em cobertura, no inicio do perfilhamento. Para o controle
das plantas invasoras, foi feita aplicacdo do herbicida Ally® aos 15 dias ap6s
a semeadura, na dose de 5 g ha™ do produto comercial. O cultivo foi
conduzido sob sistema de irrigacdo por aspersdo convencional.

A semeadura foi realizada em maio de 2010, sendo que o término do
experimento obedeceu ao ciclo dos genoétipos. O calculo da taxa de
semeadura foi condicionado ao peso da semente, germinacdo e quantidade
de sementes por metro de sulco, de modo a obter 350 plantulas por metro
quadrado.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, sendo
trés repeticdes por tratamento, totalizando 60 parcelas. Cada parcela foi
composta por cinco linhas de 5,0 m de comprimento, sendo que cada linha
era separada por 0,20 m de distancia totalizando 1,0 m de largura e 5,0 m?
de area. Foram consideradas, para fins de area util, as trés linhas centrais
da parcela.

Para a avaliacdo da intensidade da brusone, em cada tratamento e
em condicbes de campo, foram analisadas trés variaveis: incidéncia de P.
grisea nas plantas, severidade da brusone na espiga e severidade da
brusone na folha bandeira. Essas avaliacdes de intensidade de doencga
foram realizadas em intervalos de cinco dias, a partir da inoculagdo, com
avaliacdo final aos 50 dias apds a inoculacdo (avaliagdes aos 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 DAI). A incidéncia de P. grisea representativa da
parcela experimental foi quantificada na linha central da éarea Uutil e a
severidade da brusone analisada em 30 plantas da area util, utilizando-se
escala diagramatica apropriada para a quantificacdo dos sintomas na espiga
(Trindade et al., 2006) e na folha bandeira (Notteghem, 1981).
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A partir dos dados, foram elaboradas as curvas de progresso da
doenca (incidéncia de P. grisea nas plantas, severidade da brusone na
espiga e severidade da brusone na folha bandeira) para os tratamentos.
Foram obtidas também as areas abaixo da curva de progresso da incidéncia
(AACPI), da severidade da brusone na espiga (AACPSE) e da severidade da
brusone na folha bandeira (AACPSF).

2.6 Anédlises estatisticas

Para os dados quantitativos de incidéncia de P. grisea nas plantas,
severidade da brusone na espiga e severidade da brusone na folha
bandeira, foram realizadas analises de regresséo, pelo PROC NLIN, visando
0 ajuste de modelos néo lineares, e analises de correlacdo, pelo PROC
CORR, ambos por meio do software estatistico SAS® (Statystical Analysis
System- SAS, Institute, 2003), e, com o auxilio do software SIGMA Plot®
versdo 9.01 (Sigma Plot, 2004) para a confeccdo dos gréaficos. Para a
escolha do modelo mais adequado, foram utilizados os seguintes
avaliadores de qualidade de ajuste: quadrado médio do residuo (QME),
coeficiente de determinacdo (R?) e graficos dos residuos. As areas abaixo
da curva de progresso da incidéncia (AACPI), da severidade da brusone na
espiga (AACPSE) e da severidade da brusone na folha bandeira (AACPSF)
foram obtidas por meio do software estatistico SAS®, PROC GLM, as quais

foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Progresso temporal da incidéncia de P. grisea em quatro genotipos

de trigo em funcéo da quantidade de in6culo inicial no campo

Foi ajustado, para todos os gendtipos estudados, o modelo logistico
como o melhor modelo de predicdo da incidéncia de Pyricularia grisea no
campo, sendo que todas as curvas de progresso da incidéncia apresentaram
coeficientes de determinacdo da regressdo (R?) variando de 97 a 98%
(Figuras 1, 2, 3,4 e 5).

Nos tratamentos que empregaram diferentes intensidades de inéculo
inicial de P. grisea (5, 10, 20 e 30% de plantas inoculadas) (Figuras 2, 3, 4 e
5), a cultivar BRS 264, considerada como suscetivel a doenca (Albrecht et
al., 2006; Reunido.., 2011), apresentou a maior incidéncia de P. grisea,
seguido da linhagem VI 98053 e da cultivar CD 104, sendo que a cultivar CD
116, caracterizada como moderadamente resistente a doenga (lapar, 2002;
Reunido..., 2011), apresentou a menor incidéncia do patdégeno,
provavelmente devido ao seu grau moderado de resisténcia a brusone.

Mesmo nao tendo sido utilizadas diferentes concentracdes de
in6culo, e sim diferentes intensidades de in6culo de P. grisea nas plantas
(quantidade de plantas inoculadas), ressalta-se que o aumento do numero
de plantas inoculadas produz maior quantidade de conidios, elevando-se a
quantidade de in6culo inicial e, por consequéncia, a quantidade de inéculo
secundario, o qual foi proveniente das proprias plantas colonizadas. Esses
dois tipos de inéculos geram intensidades variadas da doenca, dependendo,
da prépria quantidade de inéculo inicial, da cultivar e das condicdes
ambientais. Outros autores tém demonstrado que diferentes intensidades da
doenca podem ser geradas com diferentes concentrac6es de inéculo, pela
reacao diferenciada de cultivares e pela variacdo na agressividade ou
viruléncia do patdgeno, entre outros fatores ambientais (Carrisse et al., 2000;
May-de-Mio & Amorim, 2002; Dalla Pria et al., 2003; Telles Neto, 2004).
Semelhantemente aos relatos de Telles Neto (2004); Conforme Cardoso et
al. (2006) aumentos da densidade de inoculo determina aumentos da

intensidade da doenca.
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Aproximadamente até os 30-35 dias apos a inoculagéo (30-35 DAI),
houve retardamento da epidemia no tratamento controle, sendo que o
fungicida foi capaz de proteger as plantas do patdgeno até esse periodo
(Figuras 1, 15a-D e 15b-E). A incidéncia de P. grisea maxima nesse
tratamento foi, aproximadamente, de 38% para a cultivar BRS 264. ApGs os
35 DAI, houve aumento consideravel da incidéncia do patégeno no campo
para os genotipos BRS 264, CD 104 e VI 98053 (Figura 1, 15b).

Fica claramente evidenciado o efeito do controle quimico em
proteger as plantas e retardar a epidemia de P. grisea no campo, quando
comparado aos demais tratamentos que utilizaram a inoculacao de P. grisea
(Figura 1, 15a). Isto, aliado as condicBes ambientais iniciais do experimento
qgue eram de clima mais frio nos primeiros 30 DAI, favoreceram bastante o
atraso da doenca. A literatura reporta que temperaturas entre 24-28°C,
umidade relativa acima de 90% e longos periodos de orvalho sdo as
condicbes favoraveis ao desenvolvimento da brusone (Embrapa, 2004),
condicBes essas que nao ocorreram nos primeiros 30-35 DAI.

A epidemia de P. grisea, quando as intensidades de indculo inicial
foram 5, 10 e 20% das plantas, caracterizou-se como lenta até os 20 DAI,
sendo que, apds esse periodo, 0s genotipos apresentaram aumento no
progresso da doenca (Figuras 2, 3, 4 e 5).

A incidéncia de P. grisea méaxima, aos 50 DAI, observada no
tratamento que empregou a inoculacédo de 5% das plantas (in6culo minimo)
foi de aproximadamente 65%, na cultivar BRS 264 (Figura 2, 15a-H). Na
inoculacdo de 30% das plantas (in6culo maximo) foi de aproximadamente
98% para a mesma cultivar (Figura 5, 15a-H). Com estes valores ficou
evidente que o aumento do progresso da doenca teve relacdo com a
intensidade de inoculagcdo para os quatro gendétipos estudados, sendo que
as cultivares BRS 264 e CD 104 apresentaram maiores incidéncias de P.
grisea no tempo quando comparado aos genotipos VI 98053 e CD 116. Em
relacdo a CD 116, na maioria das intensidades de inoculo inicial testadas,
inclusive no tratamento controle, foram observados menores valores de area
abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) (Tabela 1), devido ao

nivel maior de resisténcia.
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Dentre as cultivares de trigo que foram indicadas para o cultivo na
safra 2011 na regido dos Cerrados, a CD 116 foi incluida, devido ao seu
grau moderado de resisténcia a brusone (Reunido..., 2011). Entretanto, a
reacdo de resisténcia dessa cultivar pode mudar, dependendo das
condi¢cdes ambientais (chuvas e temperatura), quantidade de in6culo inicial e

diversidade da populacao local do patégeno.

40 -
® BRS 264 y=39,76/1+(x/41,19)°; R? = 0,99
O VI98053 y=30,28/1+(x/40,28) 1863 : R? = 0,99

30 1 ¥ CD 116 y=11,09/1+(x/43,40)2% . R? = 0,99 /o
A CD 104 y=23,84/1+(x/36,72)%?% ; R? = 0,99

Incidéncia (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Dias ap6s a inoculagao
Figura 1- Incidéncia de Pyricularia grisea em genétipos de trigo tratados com

fungicida em funcéo dos dias ap0s a inoculagao.

70 1

® BRS264 y=70,80/1+(x/33,96) "% ; R? = 0,99

O VI 98053 y=57,01/1+(x/38,23) 142 : R? = 0,99 ° .
60 1 | ¥ CD116 y=2574/1+(x/41,72)16%8 ; R2=0,99 | ¢ b

A CD 104 y=93,14/1+(x/42,87)>*7 ; R? = 0,99 P

Incidéncia (%)

Dias apds a inoculagao

Figura 2- Incidéncia de Pyricularia grisea em genétipos de trigo com inéculo inicial

de 5% no campo e em funcao dos dias apos a inoculagéo.
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80 -
® BRS 264 y=82,51/1+(x/33,21) >* : R? = 0,99
O VI 98053 y=100,86/1+(x/46,29)%3": R? = 0,99
¥ CD 116 y=33,22/1+(x/40,48) 1868 : R? = 0,99 o
60 1| 2 CD104 y=54,07/1+(x/27,46)>*; R = 0,99 /

Incidéncia (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Dias apds a inoculagao
Figura 3- Incidéncia de Pyricularia grisea em gendétipos de trigo com inéculo inicial

de 10% no campo e em funcéo dos dias apés a inoculacéo.

100 1 ®  BRS 264 y=79,73/1+(x/28,48) 14 R 2096
O VI 98053 y=68,72/1+(x/37,66) "10:86 ; R?= 0,99 °
¥ CD 116 y=70,28/1+(x/45,37)"11.16 ; R? = 0,99
80 | A CD 104 y=71,76/1+(x/27,46) 435 ; R*= 0,98

Incidéncia (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Dias apos a inoculagéo
Figura 4- Incidéncia de Pyricularia grisea em genétipos de trigo com inéculo inicial

de 20% no campo e em funcéo dos dias apés a inoculacéo.
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® BRS 264 y=91,99/1+(x/29,03)%%% : R? = 0,99
O V198053 y=64,61/1+(x/36,34) %% ; R? = 0,99
¥ CD 116 y=38,71/1+(x/41,12)*87%; R? = 0,99

A CD 104 y=80,98/1+(x/29,48) 8¢ ; R?2 = 0,97 ° .

100 1~

Incidéncia (%)

Dias ap6s a inoculagéo
Figura 5- Incidéncia de Pyricularia grisea em genétipos de trigo com indculo inicial

de 30% no campo e em fungéo dos dias apés a inoculagéo.

3.2 Progresso temporal da severidade da brusone na espiga em quatro

genotipos de trigo

Os dados gquantitativos de severidade da brusone na espiga dos
gendtipos de trigo foram mais bem ajustados ao modelo logistico, com
coeficientes de determinacdo da regressdo (R?) variando de 91 a 99%
(Figuras 6, 7, 8, 9 e 10).

Maiores valores de severidade da brusone na espiga foram
encontrados na cultivar CD 104 do que na cultivar BRS 264, as quais se
mostraram bastante suscetiveis a P. grisea nas condicfes experimentais
(Figuras 6, 7, 8, 9, 16a-D e 16b-H). No Parana, a cultivar CD 104
comprovadamente é considerada como suscetivel a doenca (lapar, 2002).

As curvas de progresso da severidade da doenca na espiga foram
mais acentuadas para 0s genotipos na seguinte ordem decrescente: CD
104, BRS 264 e VI 98053 e CD 116, para as inoculacdes de 0, 5, 10 e 20%
das plantas (Figuras 6, 7, 8 e 9). No tratamento que envolveu a inoculacao
de 30% das plantas, a cultivar BRS 264 apresentou-se com maior

severidade da doenca na espiga (Figura 10). Em trabalho realizado por
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Maciel et al. (2008), os quais avaliaram a reacdo de varias outros gendétipos
de trigo a brusone, com um isolado monospdrico de Pyricularia grisea, foi
observado severidade da brusone elevada na espiga na cultivar BRS 264.
Assim como na incidéncia, a cultivar CD 116 apresentou novamente
a menor intensidade da doenca comparada aos demais genotipos de trigo,
por meio da andlise da severidade da brusone na espiga. Essa resposta
diferencial da cultivar em relacdo a severidade envolve bastante o controle
genético, pois a severidade e os danos causados por brusone variam,
sobretudo, com o gendtipo de trigo considerado (Torres et al., 2009). Em
outros trabalhos, foi constatado que a maioria dos gendtipos de trigo
avaliados, quanto a reacdo a infeccao por P. grisea, também apresentaram
alta suscetibilidade das espigas a doenca (Goulart et al., 1995; Urashima &

Kato, 1998; Arruda et al., 2005; Goulart et al., 2007; Prestes et al., 2007).

® BRS 264 y=58,04/1+(x/34,14) 2484: R? = 0,99
O V| 98053 y=33,00/1+(x/34,48)2%0; R? = 0,99
v CD116 y=15,39/1+(x/41,32)">*": R? = 0,99

60 { | & CD104 y=54,48/1+(x/24,23"*%%; R? = 0,98
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Figura 6- Severidade da brusone na espiga em genétipos de trigo tratados com

fungicida e em funcédo dos dias ap0s a inoculagao.
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Figura 7- Severidade da brusone na espiga em genoétipos de trigo com in6culo

inicial de 5% no campo e em fungao dos dias apés a inoculagéo.
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Figura 8- Severidade da brusone na espiga em genotipos de trigo com indculo

inicial de 10% no campo e em fungéo dos dias apés a inoculacéo.
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Figura 9- Severidade da brusone na espiga em genoétipos de trigo com in6culo

inicial de 20% no campo e em fungéo dos dias apds a inoculacéo.
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Figura 10- Severidade da brusone na espiga em genotipos de trigo com indculo

inicial de 30% no campo e em fungéo dos dias apés a inoculacéo.
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Assim como na incidéncia, o controle quimico foi eficiente para
retardar os niveis de severidade da brusone na espiga em: até 20 DAI para a
cultivar BRS 264, aproximadamente 30 DAI para a linhagem VI 98053, e 40
DAI para a cultivar CD 116 (Figura 6).

A partir dos 40 DAI, o aumento do numero de plantas inoculadas nao
implicou em aumento da severidade da brusone na espiga. Isto pode estar
associado ao fato de que a partir de certa incidéncia pode-se obter o mesmo
grau de severidade na espiga, fato esse que pode ser constatado por meio
de andlises dos valores de AACPI e de AACPSE (Tabela 1).

3.3 Progresso temporal da severidade da brusone na folha bandeira em

quatro gendétipos de trigo

Os dados quantitativos de severidade da brusone na folha bandeira
dos gendtipos de trigo foram mais bem ajustados ao modelo logistico, com
coeficientes de determinacdo da regressdo (R?) variando de 96 a 99%
(Figuras 11, 12, 13 e 14).

A severidade da brusone na folha bandeira ndo foi diagnosticada
nos genotipos VI 98053, CD 116 e CD 104 quando utilizado o controle
quimico (testemunha), entretanto, a cultivar BRS 264 apresentou, neste
tratamento, indice de severidade bem baixo (0,03%) ap6s 40 DAL

Nas inoculagbes de 5, 10, 20 e 30% de plantas, maior progresso de
severidade da brusone na folha bandeira foi observado para a linhagem VI
98053, (Figuras 11, 12 e 14).

Foi verificado que a linhagem VI 98053, comparada as cultivares
BRS 264 e CD 104, apresentou severidade da brusone na folha bandeira
maior no tempo. A cultivar CD 116 também apresentou severidade da
brusone na folha bandeira menor em relagdo a essa linhagem (Figuras 11,
12, 14 e 17b E-H). Isto sugere que a penetracdo e a colonizacao das folhas
pelo patébgeno seja um importante componente a ser estudado para 0s
estudos de resisténcia do hospedeiro, pois envolvem componentes
morfolégicos da planta que podem ser utilizados como barreira a entrada do
patogeno, tais como a epiderme e tecidos do parénquima. Diferentemente,
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Urashima et al. (2009) ndo constataram sintomas de brusone nas folhas da
cultivar CD 104.

Mesmo que o controle quimico ndo tenha tido um efeito prolongado
de protecdo dos genotipos, percebe-se que severidade da brusone na folha
bandeira foi menor, pois o fungicida retardou consideravelmente o
aparecimento do sintoma. Entretanto, com o passar do tempo, e com 0
in6culo presente nas demais parcelas, o fungicida ndo foi capaz de proteger
0s gendtipos do patdégeno, uma vez que as parcelas experimentais tratadas
com fungicida estavam proximas das parcelas inoculadas, e, que o vento
atuou neste sistema como agente disseminador dos conidios. Além disso, o
controle quimico realizado pela aplicacdo de tebuconazol ou mistura de
trifloxistrobina+tebuconazol ou +epoxiconazol ainda possui eficiéncia baixa
(Reunido..., 2011). Assim, deve-se considerar que o controle genético
exercido pelos gendtipos também teve papel fundamental, pois o controle
quimico aliado ao grau de resisténcia moderado da CD 116 foram as causas

provaveis pelo atraso no surgimento dos sintomas na folha bandeira.

VI 98053 y=0,41/1+(x/36,21)*%7%; R? = 0,99
CD 116 y=0,12
CD 104 y=0,11/1+(x/33,09) %% R? = 0,96 o— —o— —O

BRS 264 y=0,16/1+(x/34,61) 28, R? = 0,98

0,5 1

>400

Severidade da brusone na folha (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Dias apos a inoculagao
Figura 11- Severidade da brusone na folha bandeira de genotipos de trigo com inéculo

inicial de 5% no campo e em funcao dos dias apés a inoculacgéo.

As cultivares moderadamente resistentes (MR) podem apresentar
eficiente controle em anos de baixa ou média intensidade da doenca. Porém,

nos anos de alta intensidade da brusone essa medida de controle deve ser
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complementada com a semeadura em épocas adequadas e com o uso de
fungicidas, pois foi obtido resultado satisfatorio na combinacédo do controle

quimico com fungicida + cultivar moderamente resistente.

0,5 -
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: A CD104 y=0,035 °
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Dias ap6s a inoculagao

Figura 12- Severidade da brusone na folha bandeira de gendtipos de trigo com

inoculo inicial de 10% no campo e em fungéo dos dias ap0s a inoculacao.
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Figura 13- Severidade da brusone na folha bandeira de gendtipos de trigo com

in6culo inicial de 20% no campo e em funcéo dos dias ap6s a inoculacao.
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Figura 14- Severidade da brusone na folha bandeira em genétipos de trigo com

inoculo inicial de 30% no campo e em fungéo dos dias ap0s a inoculacao.

3.4 Influéncia da quantidade de inoculo inicial na incidéncia de P.

grisea em quatro gendtipos de trigo

Aos 0, 5 e 10 DAI ndo houve incidéncia de P. grisea nos genotipos
de trigo e em todas as intensidades de indculo inicial testadas.

A cultivar BRS 264 apresentou-se extremamente suscetivel a
brusone, onde o in6culo inicial minimo de P. grisea (5% de plantas
inoculadas) foi o suficiente para elevar a incidéncia de, aproximadamente,
0,8% no periodo de 15 DAI, para até 98%, no periodo de 50 DAI (Figura
15a-A e Figura 15b-H) Esse fato também pode estar associado a correlacédo
positiva verificada entre a incidéncia de P. grisea e a severidade da brusone
na espiga e entre a incidéncia de P. grisea e a severidade da brusone na
folha bandeira (Tabela 2), provando assim, nessa cultivar, que essas trés
variaveis estdo bastante relacionadas e dependentes uma da outra.
Semelhantemente, Arruda et al. (2005) também evidenciaram correlagédo

positiva e significativa entre incidéncia e severidade da doencga nas espigas.
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Figura 15b- Incidéncia de P. grisea em gendétipos de trigo em funcao da quantidade

de in6culo inicial no campo e em diferentes periodos apos a inoculagéo (DAI).
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Devido a esse problema de elevada intensidade da doenca
(incidéncia e severidade) na cultivar BRS 264, Albrecht et al. (2006) indicam,
como controle preventivo da doenca nessa cultivar, a ndo antecipacdo da
época de semeadura e o0 controle quimico por meio de aplicacbes com
fungicida apropriado antes do espigamento.

Com a inoculagcédo de apenas 5%, a incidéncia de 40% de P. grisea
aos 40 e 45 DAI na linhagem VI 98053 pode ser considerada elevada
(Figura 15b F-G), uma vez ndo se tem pesquisas quanto a suscetibilidade
dessa linhagem a brusone. Esta situagéo torna-se mais acentuada, quando
se considera a incidéncia de P. grisea encontrada para essa linhagem aos
50 DAI, a qual foi em torno de 60%, com apenas 5% de indéculo inicial nas
plantas (Figura 15b-H). Tanto para a linhagem VI 98053, como para as
cultivares CD 116 e CD 104, a incidéncia de P. grisea tendeu a permanecer
constante a partir de 10% de plantas inoculadas, para a maioria dos
periodos avaliados.

Em geral, o aumento do numero de plantas inoculadas em 5% foi
capaz de elevar consideravelmente a incidéncia nas cultivares BRS 264 e
CD 104, principalmente a partir do periodo de 30 DAI; na linhagem VI 98053
e CD 116, ambas a partir dos 40 DAI (Figura 15a-D e Figura 15b-F).

3.5 Influéncia da quantidade de indculo inicial na severidade da

brusone na espiga em quatro genétipos de trigo

Aos 0, 5 e 10 DAI a severidade da brusone na espiga foi ausente.

A cultivar CD 104 apresentou maior severidade da brusone na
espiga em relacdo aos demais genoétipos, para a maioria dos periodos
observados apds a inoculacédo (Figura 16 a,b). Porém, para essa cultivar, a
severidade da brusone na espiga tendeu a permanecer constante mesmo
com o aumento do nimero de plantas inoculadas e com o cessamento do
efeito do controle quimico. Isto sugere que qualquer valor de incidéncia pode
ser responsavel por graus semelhantes de severidade da brusone na espiga.

Maciel et al. (2008) também constataram que a maioria dos
genotipos testados em sua pesquisa demonstraram alta suscetibilidade a

brusone na espiga.
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Figura 16a- Severidade da brusone na espiga em genotipos de trigo em funcdo da

quantidade de indculo inicial no campo e em diferentes periodos apos a inoculagéo (DAI).
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Figura 16b- Severidade da brusone na espiga em genétipos de trigo em funcdo da

guantidade de indculo inicial no campo e em diferentes periodos ap0s a inoculacao (DAI).
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3.6 Influéncia da quantidade de indculo inicial na severidade da
brusone na folha bandeira em quatro genétipos de trigo

Aos 0, 5 e 10 DAI, a severidade da brusone na folha bandeira foi
ausente nos genotipos de trigo e em todas as intensidades de indculo inicial
de P. grisea no campo testadas.

Foi verificado que, nos periodos de 40, 45 e 50 DAI, a linhagem VI
98053 apresentou maior porcentagem de severidade da brusone na folha
bandeira, superando os demais gendtipos e nos periodos anteriores, mas a
severidade apresentada permaneceu constante em todas as intensidades de
in6culo inicial de P. grisea avaliadas (Figura 17b, E-F). Esses valores
maiores de severidade da brusone na folha bandeira observados na
linhagem VI 98053, nesses periodos, podem estar associados a sua
correlacdo positiva com a incidéncia de P. grisea (Tabela 2). Neste caso,
menores ou maiores valores de incidéncia de P. grisea estdo fortemente
associados a menores ou maiores graus de severidade na folha bandeira.

A cultivar CD 116 apresentou, aos 40, 45 e 50 DAI, consideréavel
severidade da brusone na folha bandeira, a partir de 10% de plantas
inoculadas, superando, nesses periodos, os valores de severidade da
brusone na folha bandeira apresentados pelas cultivares BRS 264 e CD 104
(Figura 17b, E-F).

Os valores encontrados para a severidade da brusone na folha
bandeira estdo muito abaixo dos valores que se esperava para as condi¢cdes
favoraveis a doenca, como a alta presenca de inoculo (até 30% de plantas
inoculadas), perda da eficiéncia do fungicida a partir dos 35-40 DAI e
hospedeiros bastante suscetiveis (BRS 264 e CD 104). Isto foi percebido no
uso da escala diagramatica da severidade da brusone na folha bandeira,
pois foram dadas as menores porcentagens de doenca para as amostras.
Além disso, valores de area abaixo da curva de progresso de severidade da
brusone na folha (AACPSF) ndo apresentaram diferencas significativas entre
0S gendtipos de trigo (Tabela 1), em virtude dos baixos valores observados e
pelo fato de menores ou maiores valores de incidéncia de P. grisea serem
capazes de proporcionar valores semelhantes de severidade da brusone na

folha bandeira.
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Figura 17a- Severidade da brusone na folha bandeira em gendétipos de trigo em fungéo da

quantidade de in6culo inicial no campo e em diferentes periodos apos a inoculagéo (DAI).
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Figura 17b- Severidade da brusone na folha bandeira em genotipos de trigo em funcéo da
quantidade de inoculo inicial em campo e em diferentes periodos apos a inoculacéo (DAI).

Maciel et al. (2008), ao estudarem a reacdo de gendtipos de trigo a
brusone, constataram que os gendtipos testados demonstraram resisténcia a
doenca na folha bandeira e que a baixa severidade da doenca nessa folha
limitou as possibilidades de comparacdo de desempenho dos genotipos
guanto a resisténcia a brusone. Nesse sentido, os resultados experimentais
indicam que o desenvolvimento da doenca ndo € diferente do que,
normalmente, é observado em condi¢cdes de campo, onde a doenca também

nao atinge grande intensidade nas folhas bandeira das plantas de trigo.
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Tabela 1- Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI), da severidade da brusone
na espiga (AACPSE) e da severidade na folha bandeira (AACPSF) de gendétipos de
trigo em fungéo da quantidade de inoculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Genotipo Plantas Variaveis
inoculadas Incidéncia de P. Severidade da Severidade da
(%) grisea na planta brusone na espiga brusone na
(AACPI) (AACPSE) folha (AACPSF)
BRS 264 6,5a 9,54 a 0,007 a
VI 98053 0 55a 154 a 0,007 a
CD 116 14b 25a Oa
CD 104 54a 19,8 a Oa
BRS 264 18,7 a 25,1 ab 0,03 a
VI 98053 5 12,0b 19,5 ab 0,la
CD 116 39¢c 12,1b 0,01 a
CD 104 16,2 ab 39,2a 0,03 a
BRS 264 219a 15,3 a 0,05 a
VI 98053 10 11,3 b 18,0 a 0,08 a
CD 116 58b 20,8 a 0,01 a
CD 104 18,2 a 329a 0,02 a
BRS 264 258a 26,3 ab 0,02 a
VI 98053 20 15,2 bc 9,12b 0,05 a
CD 116 7,3¢C 16,4 ab 0,06 a
CD 104 23,6 ab 36,3a 0,03 a
BRS 264 30,0a 235a 0,02 a
VI 98053 30 14,8 c 29,0 a 0,la
CD 116 6,5d 8,la 0,04 a
CD 104 22,6 b 22,8 a 0,05a

Médias seguidas de mesma letra na coluna, para cada porcentagem de plantas inoculadas, néo
diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2- Coeficientes de correlacéo de Pearson obtidos entre as caracteristicas de reagéo a
brusone avaliadas a campo em gendtipos de trigo.

Gendtipo Incidéncia de Severidade da Severidade da brusone
P.grisea brusone na espiga na folha bandeira
Incidéncia de - 0,88* 0,95*
P.grisea
BRS 264 Severidade da - - 0,93*
brusone na espiga
Incidéncia de - 0,03"° 0,94*
P.grisea
VI 98053 Severidade da - - 0,29"°
brusone na espiga
Incidéncia de - 0,65"° 0,79"°
P.grisea
CD 116 Severidade da - - 0,40™
brusone na espiga
Incidéncia de - 0,69"° 0,39"°
P.grisea
CD104 Severidade da - - 0,15™

brusone na espiga

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; " - N&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade
pelo Teste t.
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4. CONCLUSOES

O controle quimico com fungicida a base de piraclostrobina +
epoxiconazol é capaz de retardar consideravelmente a epidemia de
Pyricularia grisea nos genotipos de trigo na seguinte ordem de menor
incidéncia: CD 116, VI 98053, CD 104 e BRS 264.

A partir dos 35 - 40 dias ap0s a inoculacéo (DAI), o controle quimico
perde o efeito de protecdo contra o patdbgeno nos gendtipos de trigo
BRS 264, CD 104 e VI 98053;

A incidéncia de P. grisea, a severidade da brusone na espiga e na
folha bandeira progrediram no tempo de acordo com a intensidade de
in6culo inicial de P. grisea no campo e dos gendtipos de trigo

avaliados.

A partir de 5% de plantas inoculadas, a incidéncia de P. grisea
aumenta consideravelmente: nos genotipos de trigo BRS 264 e CD
104, apo6s os 30 DAI; na linhagem VI 98053 e na cultivar CD 116,
ambas apos os 40 DAL

As cultivares BRS 264 e CD 104 mostram-se bastante suscetiveis a

brusone.
A linhagem VI 98053 também apresenta comportamento suscetivel.

A cultivar CD 116 confirma-se como moderadamente resistente a

brusone.
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DANOS DA BRUSONE NA PRODUTIVIDADE E NA QUALIDADE DE
SEMENTES DE TRIGO EM FUNCAO DA QUANTIDADE INOCULO
INICIAL NO CAMPO

RESUMO - As informacbes sobre danos causados pela brusone na
produtividade de sementes e/ou grdos de cultivares de trigo ainda séo
escassas, sobretudo os estudos sobre o efeito desta doenca na germinacéo
e no vigor das sementes. Diante deste cenario, o objetivou-se, com essa
pesquisa, avaliar o efeito da brusone na produtividade e na qualidade de
sementes de trigo em funcdo da quantidade de inéculo inicial no campo. Os
tratamentos avaliados foram arranjados em fatorial 4x5: inoculacdes de
quatro gendétipos de trigo (BRS 264, CD 116, CD 104 e VI 98053) com cinco
intensidades de indculo inicial de Pyricularia grisea na unidade experimental
(0, 5, 10, 20 e 30% de plantas inoculadas). O nivel 0 (sem inoculacéo)
correspondeu a aplicacdo de agua, e em seguida, realizado o controle
quimico. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com trés
repeticdes. O efeito da brusone foi avaliado na produtividade e na qualidade
das sementes colhidas, por meio das seguintes determinacdes: massa da
matéria seca de 100 plantas, massa de sementes de 100 plantas,
produtividade de sementes, germinagédo, contagem de plantulas emergidas,
indice de velocidade de germinacdo, massa da matéria seca de plantulas,
massa do hectolitro e incidéncia de P. grisea. Ha reducdo da produtividade
de sementes dos gendtipos BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD 104 com o
aumento da intensidade de inéculo inicial de P. grisea no campo; P. grisea
reduz a qualidade fisiologica das sementes dos gendétipos de trigo avaliados;
ocorre incidéncia varidvel de P. grisea nas sementes colhidas e esta
independe da intensidade de indculo inicial no campo; recomenda-se, para
uma boa produtividade de sementes de trigo dos genoétipos BRS 264, VI
98053, CD 116 e CD 104, com qualidade fisiologica e sanitaria satisfatorias,
ndo utilizar campos de produgdo de sementes com indculo inicial de P.

grisea a partir de 5% nas plantas.

Termos para indexacgé&o: Triticum aestivum, Magnaporthe grisea, perdas,

germinacao, patologia de sementes
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DAMAGE CAUSED BY BLAST IN PRODUCTIVITY AND QUALITY OF
WHEAT SEEDS AS A FUNCTION OF INITIAL INOCULUM IN FIELD

ABSTRACT- Information on damage caused by blast in yield seed or grains
of wheat cultivars are insufficient, especially the studies on the effect of this
disease on germination and seed vigour. The objective of this research was
to evaluate the effect of the blast in the yield and seed quality of wheat as a
function of initial inoculum in field. The treatments were arranged in a 4x5:
inoculations of four wheat genotypes (BRS 264, CD 116, CD 104 and VI
98053) with five intensities of Pyricularia grisea inoculum (0, 5, 10, 20 and
30% of plants with inoculum in the plot). The level 0 (uninoculated) matched
to application of water, and then being conducted chemical control. The
experimental design was a randomized complete block with three
replications. The effect of the blast was evaluated on yield and seed quality
harvested by means of the following determinations: dry mass of 100 plants,
seed mass of 100 spike wheat, seed vyield, germination, first count of the
germination test, germination speed index, seedling dry matter, seeds
hectolitre mass and incidence of P. grisea. There is a reduction in productivity
of seeds of BRS 264, CD 116, CD 104 and VI 98053 with increasing intensity
of an inoculum of P. grisea in the field; P. grisea reduces the physiological
seed quality of wheat genotypes evaluated; is variable incidence of P. grisea
on seed harvested and does not depend on the intensity of initial inoculum in
the field; it is recommended for a good yield of wheat genotypes with
physiological and sanity seeds quality satisfactory do not use production

fields with initial inoculum of P. grisea from 5% on the plants.

Index terms: Triticum aestivum, Magnaporthe grisea, losses, germination,

seed pathology
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1. INTRODUCAO

O trigo € uma das culturas de maior expansdo no mundo, ocupando
0 segundo lugar em producgéo entre as culturas de graos (USDA, 2010). No
ano de 2011, foram plantados no Brasil cerca de 2,1 mil hectares de trigo
com producdo superior a 5,7 milhbes de toneladas (Conab, 2012).
Entretanto, a producéo de trigo no cerrado tem sofrido perdas significativas
causadas pela brusone, doencga que tem sido fator limitante para a expanséo
da cultura no Brasil-Central (Torres et al., 2009). Pela retomada do cultivo do
trigo nessa regido, sob irrigacdo por aspersao, a doenca tem se manifestado
em todas as safras, causando danos elevados (Cardoso, 2006).

Atualmente, medidas de controle para a brusone ainda ndo sao
satisfatorias. A utilizacdo de fontes de resisténcia genética constitui-se em
alternativa importante, em funcdo da baixa eficiéncia dos produtos
atualmente disponiveis no mercado (Cruz et al., 2011), os quais apresentam
um controle de apenas 30 a 50% (Goulart et al., 2007). Segundo a Comisséo
Brasileira de Pesquisa de Trigo e Triticale, em seu informativo para a safra
2012, o controle quimico realizado pela aplicacdo de tebuconazol ou mistura
de trifloxistrobina+tebuconazol ou piraclostrobina+epoxiconazol ainda possui
baixa eficiéncia (Reuni&o..., 2011).

Nas diferentes regibes produtoras do Brasil, informagdes sobre
perdas na produtividade causadas por essa doenca ainda sdo escassas.
Pesquisas que enfocaram danos a produtividade concentraram-se na
década de 90 (Goulart, 2004b), quando cultivares diferentes das atuais eram
usadas pelos produtores. A partir de 1992, foram observadas incidéncia
acima de 86% e perdas de 51% na produtividade, demonstrando a alta
suscetibilidade das cultivares de trigo (Goulart & Paiva, 1992; Urashima et
al., 2009;). Em 2004, Goulart et al. (2007) relataram que nas lavouras de
Dourados e Indapolis (MS), os danos e a presenca da brusone variaram de
acordo com as linhagens/cultivares testadas. Esses autores verificaram que
o dano médio registrado em 20 materiais avaliados foi de 498 kg/ha (perda

de 11,75% na produtividade). Ainda nesse ano, em Minas Gerais, foi
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apontado danos em até 60% na auséncia de medidas de controle (Sigma,
2009).

Devido a essa importancia da doenca, diversos aspectos da brusone
passaram a ser investigados, entre 0s quais o0 papel que a semente
representa na dispersao do patégeno (Goulart et al., 1995). Sabe-se, que a
presenca de patdogenos em sementes relaciona-se diretamente a baixa
germinacao e 0 vigor, uma vez que a maioria desses patdbgenos causam
danos na propria semente ou na plantula, ou podendo ocasionar doencas
que podem ser transmitidas a progénie, causando seérios prejuizos
econdmicos aos produtores de sementes e aos agricultores em geral
(Teixeira & Machado, 2003).

Conforme Urashima et al. (2009), estudos sobre o efeito de
Pyricularia grisea na germinacdo das sementes sd0 muito pouco
conhecidos, comparado aos estudos que j& relataram a incidéncia do
patdgeno nas sementes (Goulart et al.,, 1995), na transmissao para as
plantulas (Goulart et al., 1995), na sobrevivéncia do patégeno nas sementes
(Reis et al., 1995) e controle quimico (Goulart & Paiva, 1993). Em trabalho
de Urashima et al. (2009), foi verificado baixa germinagdo (38%) das
sementes de trigo da cultivar CD 104, provavelmente devido a incidéncia de
P. grisea.

A transmissdo de patdégenos através das sementes deve ser
avaliada sob dois aspectos, uma vez que os danos sdo variaveis. Alguns
patdgenos provocam perdas, considerando o campo de producéao,
restringindo seus efeitos a reducdo na produtividade de sementes, sem, no
entanto, afetar a sua viabilidade. Outros caracterizam-se por provocar
reducdes na produtividade de sementes e concentrar seus efeitos danosos
sobre a semente, quando colonizam seu embrido. Como consequéncia
direta, tém-se reducdes na porcentagem de germinacdo e no vigor, com
reflexos negativos sobre a aprovacgao dos lotes (Carvalho, 1997).

Para algumas doencas de plantas pouco estudadas, pode ocorrer,
durante a realizacdo de uma inspecao fitossanitaria em campo de producéo
de sementes, duvidas quanto ao nivel de incidéncia que seja determinante

para a utilizagdo de medidas de controle, ou até mesmo para a reprovacao
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desse campo (Araujo, 2008). Esse fato contribui para a colheita de
sementes, cuja incidéncia do patégeno pode ser elevada. Nesse contexto, o
conhecimento do processo de transmissdo do patdégeno da planta para a
semente é fundamental para a predi¢cdo sobre os danos.

Sabendo-se que as inspec¢bOes de campo sao realizadas com base
na incidéncia, deve-se, investigar a relacéo entre a presenca da brusone em
campo e a incidéncia deste patdgeno nas sementes do lote colhido. Para
isso, é essencial o estabelecimento de padrées de tolerancia do patégeno
em campo e em sementes de trigo, com a finalidade de evitar graus de
incidéncia acima daqueles recomendados pela lei. Atualmente, ndo sé&o
conhecidos, padrbes de tolerancia de P. grisea em campo e na semente
para a cultura do trigo.

Com base no exposto, objetivou-se com esta pesquisa avaliar o
efeito da brusone na produtividade e na qualidade de sementes de gendtipos

trigo em funcéo da quantidade in6culo inicial no campo.

46



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolado

O isolado de Pyricularia grisea utilizado foi proveniente de um lote de
sementes de trigo da cultivar MGS Brilhante, produzida no municipio de
Campos Altos- MG, no qual houve incidéncia de 10,5% do patégeno.

Apés o isolamento a partir da semente, o fungo foi colocado em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar) com
o auxilio de agulha histologica e mantido sob fotoperiodo de 12 h de luz
fluorescente e temperatura de 26° C.

Quando formadas as colbnias, o fungo foi repicado para outras placas
até a obtencdo de uma colénia sem contaminantes. Apos a obtencdo da
colénia pura, foi realizada uma repicagem em meio de cultura de aveia (60g
de farinha de aveia, 12g de agar em 1L de agua) para proporcionar melhor
esporulacéo do fungo. As placas foram mantidas a temperatura e regime de
luz ambiente durante 10 dias. Apés esse periodo, o micélio superficial foi
retrado com alca de drigalski e agua destilada autoclavada e,
posteriormente, colocado em camara sob luz fluorescente constante a
temperatura ambiente durante quatro dias para esporular, segundo
metodologia proposta por Urashima et al. (2004).

O isolado obtido foi testado quanto a sua patogenicidade em plantulas

de trigo segundo os postulados de Koch (Bergamin filho et al., 1995).
2.2 Genoétipos de trigo

Foram utilizadas quatro genoétipos de trigo com as seguintes reacdes
de resisténcia a brusone: BRS 264 (testemunha suscetivel); CD 116
(testemunha moderadamente resistente); VI 98053 e CD 104 (sem
informagdo quanto a resisténcia a brusone em Minas Gerais), cedidas pelo

Programa de Melhoramento de Trigo da Universidade Federal de Vigosa.
2.3 Preparo do in6culo de Pyricularia grisea

Nas placas que apresentaram esporulacdo do fungo, os conidios

foram coletados por meio da adicdo de agua destilada nas placas e filtrados
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com auxilio de gaze. A suspensdo obtida foi calibrada por meio de
hematocitbmetro em microscépio 6ptico, tendo concentragdo variando de
1,2-1,5 x10° esporos/mL e acrescida de Tween 20 (0,01%) como

espalhante.

2.4 Inoculacéao

A area experimental ndo tinha historico da presenca de brusone nos
cultivos de trigo anteriores e nas plantas daninhas I existentes.

A inoculacéo ocorreu nos meses de julho e agosto de 2010.

Devido as diferencas no ciclo dos genoétipos, a inoculacdo foi
realizada de forma escalonada, quando as plantas apresentavam no estadio
de espigas completamente emergidas. Todas as baterias de inoculacéo
foram realizadas as dezessete horas.

Antes da inoculacdo, as plantas foram submetidas a molhamento
foliar e das espigas por meio de irrigacdo por aspersao por dez minutos.
Para que se obtivesse 0, 5, 10, 20 e 30% de plantas inoculadas na unidade
experimental, essas receberam 0; 0,20; 0,35; 0,70 e 1L, respectivamente, da
suspensao fungica e no dia seguinte foram molhadas novamente. Foi

utilizado um pulverizador costal de cinco litros para aplicacéo do inéculo.

2.5 Avaliacdo da incidéncia de P. grisea e severidade da brusone na
espiga em genodtipos de trigo em funcdo da quantidade de inéculo

inicial no campo

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental Prof. Diogo
Alves de Mello, pertencente a Universidade Federal de Vicosa, em Vigcosa-
MG, localizado a 20°45’ LS, 42°51’ W e, altitude de 651 m, durante o ano de
2010. A classificacao climatica, segundo Koppen (1948) é do tipo "Cwa",
caracterizado pelo clima tropical de altitude.
Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4x5, ou seja,
inoculacdes de quatro gendtipos de trigo (BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD
104) e cinco intensidades de indculo inicial de Pyricularia grisea (inoculacao

de 0, 5, 10, 20 e 30% de plantas da unidade experimental). A intensidade 0
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(sem inoculacdo) correspondeu a aplicacdo de agua e realizado o controle
quimico com fungicida a base de piraclostrobina + epoxiconazol (Opera®). A
inoculacdo ocorreu no estadio 58-60 da escala de Zadoks (1974), que
corresponde a fase de espigas completamente emergidas.

O solo foi preparado por meio de uma aragdo e duas gradagens. A
adubac&o de plantio constitui-se da aplicacdo de 250 kg ha™ da férmula 08-
28-16 (NPK) no sulco de semeadura e de 250 kg ha™ de sulfato de amonio
como fonte de N em cobertura, no inicio do perfilhamento. Para o controle
das plantas invasoras, foi feita aplicacdo do herbicida Ally® aos 15 dias ap6s
a semeadura, na dose de 5 g ha' do produto comercial. O cultivo foi
conduzido sob sistema de irrigacdo por aspersao convencional.

A semeadura foi realizada em maio de 2010, sendo que o término do
experimento obedeceu ao ciclo dos gendtipos. O calculo da taxa de
semeadura foi condicionado ao peso da semente, germinacdo e quantidade
de sementes por metro de sulco, de modo a obter 350 plantulas emergidas
por metro quadrado.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, sendo
trés repeticdes por tratamento, totalizando 60 parcelas. Cada parcela foi
composta por cinco linhas de 5,0 m de comprimento, sendo que cada linha
era separada por 0,20 m de distancia totalizando um 1,0 m de largura e 5,0
m? de area. Foram consideradas, para fins de area util, as trés linhas
centrais da parcela.

Para a avaliacdo da intensidade da brusone em campo, em cada
tratamento, foram analisadas a incidéncia de P. grisea na planta e a
severidade da brusone na espiga aos 50 dias apds a inoculacao (DAI).

A incidéncia de P. grisea representativa da unidade experimental foi
quantificada na linha central da &rea util e a severidade da brusone na
espiga analisada em 30 plantas da area util, através de escala diagramatica
apropriada para a quantificacdo dos sintomas na espiga (Trindade et al.,
2006).

A colheita das plantas foi realizada manualmente. Foram colhidas
apenas as plantas da area (til de cada parcela. Para a trilha das sementes,

foi utilizada uma trilhadeira experimental. As sementes obtidas foram
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acondicionadas em sacos de papel tipo Kraft, sendo destinadas as
determinacdes da massa de sementes e, levadas ao laboratorio para a

determinacao das analises de qualidade das sementes.
2.6 Efeito da brusone na produtividade e na qualidade das sementes
Foram realizadas as seguintes determinacoes:

Massa de 100 plantas — foi realizada a pesagem de 100 plantas
ceifadas rente ao solo para cada tratamento.

Massa de sementes de 100 espigas — determinada pela pesagem
das sementes obtidas de 100 espigas.

Produtividade de sementes - foi quantificada por meio de pesagem
do total de sementes de cada parcela e convertido em kg ha™. A pesagem
foi realizada apos o0 beneficiamento e secagem das sementes até
aproximadamente 13 % de umidade.

Germinacdo — foram utilizadas quatro repeticoes de 50 sementes,
distribuidas em rolos de papel toalha “Germitest’”, a 20°C constante. O
volume de agua para embebicdo foi 2,5 vezes a massa do substrato. As
avaliacdes foram realizadas aos quatro e oito dias ap0s a embebicdo das
sementes, de acordo com as recomendacdes das Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009). Na primeira contagem registrou-se a porcentagem
de plantulas normais.

indice de velocidade de germinacdo -  conduzido
concomitantemente ao teste de germinacdo, determinado por avaliacdes
diarias até o décimo quinto dia apds o semeio. Foi calculado o IVG segundo
Nakagawa (1999).

Massa da matéria seca das plantulas — obtida de quatro repeticbes
de 20 sementes distribuidas sobre trés folhas de papel germitest,
umedecidas com agua destilada na proporcdo de 2,5 vezes 0 seu peso,
colocadas nas mesmas condi¢cdes utilizadas no teste de germinacdo. A
massa seca foi determinada apdés a remocao das cariopses e secagem das
plantulas normais em estufa a 70°C por 24 horas e posterior pesagem
(adaptado de Nakagawa, 1999).
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Massa do hectolitro das sementes - foi determinada em balanca
especifica da marca Dalle Molle, utilizando a metodologia proposta para a
Regra para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

Incidéncia de P. grisea nas sementes - foi utilizado o método do
papel de filtro modificado, com congelamento, conforme Machado (1988).
Foram distribuidas trés folhas de papel filtro em placas plasticas tipo
“gerbox” e umedecidas com agua destilada. As placas foram mantidas em
camara de incubacéo, a 22 + 2° C, com fotoperiodo de 12 h. Apés 24 horas
as placas foram transferidas para freezer a temperatura de -20°C, por 24
horas. Posteriormente, as mesmas foram mantidas novamente em camara
de incubacédo nas condi¢cdes anteriormente descritas por sete dias, sendo
que as avaliacbes foram realizadas, examinando-se as sementes,
individualmente, com auxilio de microscopio estereoscopico e Optico,

computando-se o percentual de sementes com P. grisea.
2.7 Anélises estatisticas

Foram realizadas andlises de regressao com auxilio do software
SAS® (Statystical Analysis System- SAS, Institute, 2003), através do PROC
NLIN, para o ajuste de modelos lineares e ndo lineares aos dados de
incidéncia de P. grisea nas plantas e severidade da brusone na espiga, e
com o auxilio do software SIGMA Plot® para a confec¢do dos graficos.

Com o auxilio do software Assistat Versao 7.6 beta (Silva, 1996), os
resultados de germinacéo, primeira contagem da germinacao e incidéncia de
P. grisea nas sementes foram transformados através da func@o arcsen
(x/100)"? e submetidos & andlise de variancia pelo teste F, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Foram realizadas andlises de correlacédo (r), com auxilio do software
SAS®, através do PROC CORR, para as seguintes caracteristicas:
incidéncia de P. grisea nas plantas, severidade da brusone na espiga,
incidéncia de P. grisea nas sementes, germinacdo, massa do hectolitro das

sementes e produtividade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Intensidade da brusone nos gendétipos de trigo

Foram observados valores altos de incidéncia de P. grisea nas
plantas em todos os gendtipos de trigo estudados (Figura 1). Entretanto, a
severidade da brusone na espiga tendeu a permanecer constante a partir de
5% de plantas inoculadas em alguns genétipos (Figura 2). Isto sugere que
pequenas ou grandes gquantidades de in6culo de P. grisea sejam
responsaveis pelos mesmos graus de severidade da brusone na espiga.
Maciel et al. (2008) também constataram que a maioria dos genoétipos de
trigo testados em sua pesquisa demonstraram alta suscetibilidade a doenca
na espiga.
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® BRS 264 y=3527+ 58,36 (1-e"*'®)); R?=0,99
O VI 98053 y=28,83+ 32,84 (1-e/**"): R*=0,96
v CD 116 y=9,89+ 35,03 (1-e/**®)); R?=0,82

A CD 104 y=24,35+ 42,32 (1-e7%?™); R?=0,87

Figura 1- Incidéncia de Pyricularia grisea em genétipos de trigo em funcdo da

intensidade de in6culo inicial nas plantas.
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Figura 2- Severidade da brusone na espiga em genotipos de trigo em funcdo da

intensidade de inéculo inicial no campo.

3.2 Efeito da brusone na produtividade de sementes de genétipos de
trigo

Na massa de 100 plantas e na massa de sementes das espigas
dessas 100 plantas ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabelas 1 e 2, Figuras 3 e 4), entretanto, em geral, os tratamentos controles
(0%) se sobressairam em relacdo aos tratamentos inoculados (5, 10, 20 e
30%), com reducdo nessas variaveis. Para a massa de sementes, esses
resultados devem estar relacionados ao fato dessa variavel ser dependente

do gendtipo.
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Figura 3 — Massa (g) de 100 plantas provenientes de gendtipos de trigo em funcdo

da intensidade de indculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Tabela 1 — Massa (g) de 100 plantas provenientes de gendétipos de trigo em

funcdo da intensidade de indculo inicial de Pyricularia grisea no

campo.
Plantas inoculadas Genatipos

(%) BRS 264 V1 98053 CD 116 CD 104

0 481,6 A 466,6 A 458,3 A 410,0 A

5 4450 A 455,0 A 4433 A 398,3 A

10 4450 A 430,0 A 418,3 A 340,0 A

20 420,0 A 388,3 A 386,6 A 363,3A

30 376,6 A 3716 A 358,3 A 320,0 A

CV(%) 25,85

Médias seguidas de mesma letra mailuscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 4 — Massa (g) de sementes de 100 espigas provenientes de genoétipos de

trigo em funcéo da intensidade de inoculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Tabela 2 — Massa (g) de sementes de 100 espigas provenientes de
genatipos de trigo em funcéo da intensidade de inéculo inicial

de Pyricularia grisea no campo.

Plantas inoculadas Genatipos

(%) BRS 264 VI 98053 CD 116 CD 104

0 247,0 A 202,0 A 178,0 A 182,0 A

5 163,6 A 166,3 A 194,6 A 1970 A
10 2440 A 193,6 A 200,3 A 1840 A
20 159,6 A 2496 A 238,6 A 2170 A
30 198,6 A 150,3 A 168,6 A 147,0 A

CV (%) 31,58

Médias seguidas de mesma letra mailuscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

A produtividade reduziu significativamente para as cultivares BRS
264 e CD 104, a partir dos 10% de plantas inoculadas; e para a cultivar CD
116, quando inoculado 20% das plantas (Figura 5, Tabela 3).
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Figura 5 — Produtividade (kg ha™) de sementes de genétipos de trigo em funcéo da

intensidade de indculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Tabela 3 — Produtividade (kg ha™) de sementes de genétipos de trigo em

funcado da intensidade de in6culo inicial de Pyricularia grisea no

campo.
Plantas Genatipos
inoculadas (%) BRS 264 VI 98053 CD 116 CD 104
0 3.733,3A 2.738,2B 3.952,1 A 3.371,0 AB
5 3.639,2 A 2.975,2 A 3.578,6 A 3.328,4 A
10 2.789,6 AB 2.785,6 B 3.464,8 A 2.164,6 B
20 2.1555A 2.212,7 A 2.6215A 2.178,6 A
30 2.184,0 B 2.373,9B 3.331,6 A 2.147,8 B
CV (%) 10,67

Médias seguidas de mesma letra mailscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Comparando-se os valores observados nos tratamentos controles

com os valores de produtividades encontrados nos tratamentos com 20%

das plantas inoculadas, sédo verificados danos de: 1.577,8 kg/ha (42,3%)
para a cultivar BRS 264; 525,5 kg/ha (19,2%) para a linhagem VI 98053;
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1.330,6 kg/ha (33,7%) para a cultivar CD 116; e de 1.192,4 kg/ha (35,4%)
para a cultivar CD 104. Esses valores refletem os danos que a brusone pode
causar para a regido de Minas Gerais, uma vez que perdas consideraveis na
produtividade foram verificadas, principalmente em condi¢cdes de auséncia
de um controle quimico eficaz e de maior resisténcia ao patdgeno.

Em estudos de Goulart et al. (2007), com infeccdo natural de P.
grisea, houve variacdo da produtividade de grados de trigo, conforme os
genotipos testados, com perda média de 11,75%. Urashima et al. (2009)
relataram que a incidéncia e severidade da brusone na cultivar CD 104 nao
resultaram em redugdo da produtividade. Entretanto, foi constatada
ineficiéncia do controle quimico sobre a doenca, pois foram verificados
danos quando foi feito tratamento com fungicida (tratamento controle).

A produtividade dos genotipos foi reduzida a medida que houve
aumento no nivel de inoculo de P. grisea. Entretanto, a produtividade na
cultivar CD 116, quando o indculo inicial foi de 30% de plantas inoculadas,
foi superior a dos demais gendtipos ((Tabela 3). Confome Goulart & Paiva
(2000), o bom entendimento dos mecanismos que determinam os danos
causados pela brusone na produtividade pode ajudar na caracterizacdo dos
atributos que conferem tolerancia e resisténcia para subsidiar os programas

de melhoramento da cultura.

3.3 Efeito da brusone na qualidade fisiolégica de sementes dos

genotipos de trigo

Nos gendtipos BRS 264, CD 116 e CD 104, a germinacdo das
sementes reduziu consideravelmente quando colhidas de tratamentos com
inoculacao de 20 ou 30% das plantas com P.grisea (Figura 6, Tabela 4).

Destaca-se que as cultivares BRS 264 e CD 104, com germinagao
de 90% (tratamento com 5% de plantas inoculadas) e 88% (tratamento
controle), respectivamente, apresentaram germinagédo abaixo de 20%, para
as sementes obtidas nos tratamentos com 30% de plantas inoculadas. A
linhagem VI 98053 também apresentou reducdo na germinacdo das
sementes colhidas, especialmente no tratamento que empregou a

inoculacao de 30% das plantas.
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No tratamento controle e nos tratamentos que empregaram 5 e 10%
plantas inoculadas, os genétipos apresentaram sementes com germinacao
dentro do padréo para a producdo de sementes de trigo no Brasil, o qual
estd em torno de 70% para a categoria de semente basica e de 80% para as
categorias C1, C2, S1 e S2 (Brasil, 2005).
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Plantas inoculadas (%)

BRS 264 y=89,77 - 2,58x R?=0,80
VI 98053 y=82,98 - 1,18x R%=0,91
CD 116 y= 79,98 + 5,78x - 0,66x* + 0,01x* R? =0,97
CD 104 y=90,51-3,13x R®=0,89

>4 00

Figura 6 — Germinacdo (%) de sementes de gendtipos de trigo em funcdo da

intensidade de in6culo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Tabela 4 — Germinacgdo (%) de sementes de gendtipos de trigo em funcao da
intensidade de in6culo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Plantas Gendtipos
inoculadas(%o) BRS 264 VI 98053 CD 116 CD 104

0 47,4%73,5%)B 54,1(81,0) AB 54,1 (81,0) AB 88,5 (62,4) A
5 64,8 (90,0) A 52,0 (78,5) B 66,2 (91,0) A 49,5 (76,0) B
10 53,4 (80,0) B 43,6 (69,0) C 64,4 (90,0) A 45,9 (71,5) BC
20 12,7 (22,0) B 41,8 (66,0) A 32,1 (53,0) A 3,5(6,25) B
30 8,9 (15,5) C 25,8 (43,5) B 48,3 (74,0) A 3,7(6,5) C

CV (%) 12,39

'Com base na transformacéo arc sen (x/100)"*; “Dados reais entre parénteses;

Médias seguidas de mesma letra mailscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

58



No estudo de Urashima et al. (2009) também foi verificada baixa
germinacao (38%) de sementes de trigo da cultivar CD 104, as quais
também estavam associadas com P. grisea. Estes autores levantam a
hip6tese do momento de infeccdo de P. grisea, pois a presenca do fungo
nos ultimos estagios de formacédo das sementes possui efeito significativo na
germinacao das mesmas, ou seja, a germinacdo pode ser afetada porque o
patdgeno atinge os tecidos do embrido.

No teste de primeira contagem da germinacao, foram observadas as
mesmas inferéncias para o teste de germinacdo, ou seja, houve reducao
consideravel do numero de plantulas normais para as sementes colhidas dos
tratamentos com inoculacdes de 20 e 30% de plantas com o patégeno
(Figura 7, Tabela 5). Isso reflete queda no vigor das sementes dos gendtipos
pelo teste de primeira contagem devido, provavelmente, a associacdo do
patégeno com as sementes.

O vigor, analisado pelo indice de velocidade de germinacao (IVG),
apresentou-se bastante reduzido, nas sementes das cultivares BRS 264 e
CD 104, colhidas nos tratamentos inoculados, uma vez que, no tratamento
controle (0% de inoculacdo+controle quimico), esses gendtipos
apresentaram niveis satisfatorios de IVG (Figura 8, Tabela 6). A linhagem VI
98053 e a cultivar CD 116, apesar de apresentarem reducdes no IVG, ndo
reduziram tdo acentuadamente quanto ao que foi observado nas cultivares
BRS 264 e CD 104. Tal fato demonstra o efeito deletério do patégeno no
vigor das sementes desses genotipos. Faiad et al. (1994) constataram na
cultura do arroz, que sementes portadoras de P. grisea apresentaram
reducado no indice de velocidade de emergéncia.

Os gendtipos apresentaram ligeira reducdo na massa seca de
plantulas nos tratamentos inoculados comparados aos tratamentos
controles, exceto a linhagem VI 98053 (Figura 9, Tabela 7). Entretanto, deve
se ressaltar que préximo a época de colheita, os tratamentos controle
perderam substancialmente o efeito residual do fungicida, implicando no
aumento da incidéncia do patégeno nas mesmas, e por isso, apresentando
resultados semelhantes aos dos tratamentos onde houve a inoculagdo do

patdgeno.
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Em outro patossistema, Rey et al. (2009) observaram que plantulas

infectadas

com Colletotrichum

lindemuthianum néo

diferencas em massa seca, em relacédo a testemunha.

Plantulas normais (%)

120 4

100 A
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40 -

20 A

10

Plantas inoculadas (%)

>4 OO

BRS 264 y=91,56 - 3,12x R?=0,81
VI 98053 y=85,43 - 2,51x R*=0,97
CD 116 y= 79,39 + 7,28x - 0,89x° + 0,021x°> R?=0,97
CD 104 y=90,71 - 3,33x R?=0,90

demonstraram

Figura 7 — Primeira contagem da germinacdo (% de plantulas normais) de

genotipos de trigo em funcdo da intensidade de inoculo inicial de

Pyricularia grisea no campo.

Tabela 5 - Primeira contagem da germinacao (% de plantulas normais) de

gendtipos de trigo em funcéo da intensidade de indculo inicial de

Pyricularia grisea no campo.

probabilidade pelo teste de Tukey.

Plantas Genotipos
inoculadas (%) BRS 264 V1 98053 CD 116 CD 104
0 47,0%(73,0°B 53,2 (80,0) B 54,1(81,0) AB 62,4(88,5) A
5 64,8 (90,0) A 48,9 (75,0) B 66,2 (91,0) A 49,0(75,5) B
10 53,4 (80,0) B 42,1 (67,0) C 63,0 (89,0) A 44,4(69,5) C
20 6,0 (10,5) B 19,0 (32,5) A 21,4 (36,5) A 1.4(2,5 B
30 1,5(0,8) B 51(9,00B 44,4 (69,5 A 0,2(0,5 B
CV (%) 12,67
'Com base na transformagcao arc sen (x/100)"*; “Dados reais entre parénteses;
Médias seguidas de mesma letra mailscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de
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VI 98053 y= 9,67 - 0,7 + 0,06x* -0,001x° R® =0,51
CD 116 y=9,96 - 0,35x + 0,01x* R*=0,87
CD 104 y=8,28 - 0,55x + 0,01x* R?=0,94

Figura 8 — indice de velocidade de germinacdo (IVG) de genodtipos de trigo em

fungéo da intensidade de in6culo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Tabela 6 - indice de velocidade de germinacdo (IVG) de gendtipos de trigo em

funcdo da intensidade de indculo inicial de Pyricularia grisea no

campo.
Plantas Genotipos
inoculadas (%) BRS 264 V1 98053 CD 116 CD 104
0 11,19 A 10,21 AB 9,66 B 8,82B
5 4,75 B 577B 8,64 A 5,24 B
10 3,26 B 8,93 A 7,88 A 3,05B
20 5,60 B 8,43 A 6,30 B 2,22 C
30 051C 6,69 B 8,73 A 0,43C
CV (%) 16,95

Médias seguidas de mesma letra mailuscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

61



12 -

=
o
1

Massa de plantulas (mg.plantula™)

2 T T T T
0 10 20 30

Plantas inoculadas (%)

BRS 264 y=9,56 + 0,46x - 0,05x* + 0,001x° R?*=0,76
V198053 y=8,62 +0,08x R?*=0,82

CD 116 y=11,16 - 0,72x + 0,02 R°=0,70

CD 104 y=9,51 +0,15x - 0,02x* + 0,0006x°> R*=0,82

>4 080

Figura 9 — Massa seca (mg plantula®) de plantulas de gendtipos de trigo em

funcédo da intensidade de inéculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Tabela 7 - Massa seca (mg plantula™) de plantulas de gendétipos de trigo em fungéo

da intensidade de in6culo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Genotipos
Plantas BRS 264 VI 98053 CD 116 CD 104
inoculadas (%)
0 9,84 A 9,00 A 991 A 9,34 A
5 9,88 A 8,65 A 9,41 A 10,26 A
10 11,16 A 9,69 AB 7,25B 8,69 AB
20 7,56 A 9,70 A 3,00B 7,81 A
30 9,00 A 11,55 A 9,03A 8,67 A
CV (%) 18,94

Médias seguidas de mesma letra mailscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Os genotipos BRS 264 e CD 104 apresentaram massas do hectolitro

relativamente reduzidas para as sementes obtidas dos tratamentos com
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inoculacdes de 20 e 30% das plantas com P. grisea (Figura 10, Tabela 8).
Goulart (2004a) também verificou reducdo na massa do hectolitro de
sementes em época de infec¢do das espigas por P. grisea.
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Massa do hectolitro de sementes (Kg.hL™)

66
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BRS 264 y=82,33-0,81x + 0,01x* R?>=0,91
V198053 y= 83,69 - 0,38x + 0,001x* R*=0,79
CD 116 y=73,7+ 4,0 (1-e"¥%™). R?=0 34
CD 104 y=80,81 - 0,92x + 0,017x* R?*=0,93

>4 00

Figura 10 — Massa do hectolitro (kg hL™) de sementes de gendtipos de trigo em

fungéo da intensidade de indculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

Tabela 8 — Massa do hectolitro (kg hL™) de sementes de genétipos de trigo

em funcéo da intensidade de inéculo inicial de Pyricularia grisea

no campo.
Plantas Genotipos
inoculadas (%) BRS 264 VI 98053 CD 116 CD 104
0 80,6 A 83,1A 77,7 A 80,1 A
5 81,0A 81,0A 70,9B 78,6 AB
10 75,6 B 83,1A 77,7AB 71,65 B
20 68,2 A 73,6 A 72,7 A 69,85 A
30 68,2 A 73,8 A 73,4 A 68,95 A
CV (%) 9,32

Médias seguidas de mesma letra mailscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Em geral, a germinacéo e o vigor obtido através do teste de primeira
contagem da germinacé@o e do indice de velocidade de germinagdo, foram
maiores na cultivar CD 116, quando houve a inoculacdo de 30% de plantas,
comparado aos demais genétipos (Tabelas 4, 5 e 6).

Urashima et al. (2009) relatam que P. grisea ndo € um patdgeno que
interfere de maneira significativa na germinacdo de sementes de trigo.
Entretanto, a reducdo na germinacdo e no vigor pode estar associada ao
fato de que o patdégeno, ao colonizar a planta, reduz consideravelmente o
transporte de fotossintatos para o enchimento das sementes. Isto causa
diminuicdo de reservas, tais como carboidratos, lipideos e proteinas,
necessarios para o metabolismo da semente e nutricdo das plantulas. A
brusone na espiga pode causar o “chochamento” das sementes, uma vez
que o patdgeno tem o potencial de bloquear todo a transporte de seiva na
fase de emborrachamento.

3.4 Incidéncia de P. grisea em sementes dos genoétipos de trigo

Para a incidéncia de P. grisea nas sementes colhidas, nas diferentes
intensidades de indculo inicial no campo, houve diferencas significativas
entre os gendtipos (Tabela 9). Porém, a partir de 5% de plantas inoculadas a
incidéncia do fungo tendeu a permanecer constante para os genétipos BRS
264, V1 98053 e CD 116 (Figura 11).

Urashima et al. (2009) observaram a alta incidéncia de P. grisea nas
sementes da cultivar CD 104, com 68,6% nas sementes colhidas no
tratamento controle (espigas sem sintomas) e 71,8% nas sementes colhidas
de espigas com sintomas, sem diferencas significativas entre esses
tratamentos, sugerindo que a incidéncia do fungo nas sementes colhidas
pode ser variavel e independente do nivel de inoculo inicial no campo. Esses
altimos também observaram que as sementes quando associadas com
patdogeno se apresentam com aspecto, tamanho, cor e peso diferentes das
sementes consideradas sadias, e demonstraram que sementes colhidas de
espigas aparentemente sadias também podem apresentar incidéncia do

patdogeno. Entretanto, outros pesquisadores afirmam que, mesmo com
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elevada incidéncia de P. grisea nas sementes, 0 aparecimento de sintomas

nas plantulas pode ser muito baixo (Faiad, 1994).
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Figura 11 — Incidéncia de Pyricularia grisea em sementes colhidas de

gendtipos de trigo em funcdo da intensidade de indculo

inicial no campo.

Tabela 9 — Incidéncia de Pyricularia grisea em sementes colhidas de gendtipos de

trigo em funcéo da intensidade de in6culo inicial no campo.

Plantas Genatipos
inoculadas (%) BRS 264 VI 98053 CD 116 CD 104

0 5,74%(10,0%) A 2,2 (4,00 A 0,0 (0,0) A 4,5 (8,0) A
5 4,59 (8,0) B 13,9 (24,0) A 6,3(11,00B  17,5(30,0) A
10 13,8 (24,0) A 15,6 (27,0) A 4,5(8,0)B 13,8 (24,0) A
20 7,4 (13,0) AB 13,8 (24,0) A 6,3(11,00B 10,3 (18,0) AB
30 12,1 (21,0) AB 8,6 (15,0) B 6,8 (12,00 B 17,4 (30,0) A

CV (%) 39,33

'Com base na transformagcéo arc sen (x/100)

172, 2

; “Dados reais entre parénteses;

Médias seguidas de mesma letra mailuscula na horizontal ndo diferenciam entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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3.5 Correlagdo entre caracteres da doenca avaliados em campo e
caracteristicas de qualidade e produtividade de sementes de gendétipos
de trigo

Houve correlacdes significativas para os genétipos BRS 264, VI
98053 e CD 104, sendo que foram observadas que a maioria das
correlacdes foi com a caracteristica incidéncia de P. grisea na planta (Tabela
10).

Somente na linhagem VI 98053 foi observada a correlacdo positiva e
significativa entre a incidéncia do patégeno na planta e a incidéncia do
patégeno na semente colhida.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho, quanto a
auséncia de correlacdo entre a incidéncia da doenca no campo e a
incidéncia na semente, foram relatados por: Cornélio et al. (2000) com
brusone em arroz; Pizzinato et al. (1994) com a ramulose-do-algodoeiro;
Vechiato et al. (1997) com a antracnose-do-feijoeiro. Conforme Cornélio et
al. (2000), os resultados encontrados entre os pesquisadores, objetivando
essa correlacdo, sdo muito contraditérios, provavelmente pela falta de
padronizacao entre as metodologias utilizadas.

Atencao especial deve ser dada as cultivares BRS 264 e CD 104, as
quais apresentaram correlacfes negativas significativas entre a incidéncia
do patdgeno nas plantas em campo e os parametros de germinacdo e de
produtividade. Isso demonstra que, em campos de producdo de sementes
desses genotipos, a presenca de P. grisea na planta pode implicar em baixa
produtividade e/ou em baixa qualidade fisiol6gica das sementes.

Sabe-se que entre as praticas mais importantes para a producao de
sementes com alta qualidade sanitaria estdo as inspecdes fitossanitarias
periodicas, as quais objetivam reduzir ou mesmo eliminar o inéculo nas
plantas. Por isso, sdo de grande utilidade os estudos que correlacionam a
presenca da doenca no campo e a incidéncia do patdogeno nas sementes.
Por exemplo, Goulart et al. (1995) observaram correlacdo direta entre
presenca de brusone em espigas de trigo no campo e a porcentagem de
sementes colhidas com presencga de P. grisea. Araujo et al. (2009) também
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verificaram que com o aumento do indculo inicial de Colletotrichum gossypii
South var. cephalosporioides houve maior presenca da ramulose no campo
e consequentemente desse patdégeno nas sementes colhidas.
N&o houve correlacdo entre a severidade da brusone observada na
espiga e a incidéncia do patdbgeno na semente, exceto na cultivar CD 104.
Para Cornélio et al. (2000), uma das causas da auséncia de
correlacdo entre a severidade da brusone no arroz e a presenca do
patdbgeno P. grisea na semente pode ser explicada pela eliminacdo das
sementes mal formadas na pré-limpeza apo6s a colheita. Em virtude disso,
esses autores defendem que condenagdo de campos de producdo de
sementes arroz s6 deve ser procedida ap6s a andlise de sanidade das
sementes que serdo utilizados no plantio, devido ao fato das espiguetas
vazias ou mesmo as sementes mal formadas serem eliminadas durante o
processo de beneficiamento, devido aos sintomas da brusone na semente.
Somente para a cultivar BRS 264 houve correlacdo entre incidéncia
do patégeno na semente e produtividade de sementes, sendo que nao
houve correlacbes entre incidéncia de P. grisea na semente com a
germinacao e massa do hectolitro das sementes. A incidéncia de P. grisea
na semente pode estar relacionada a baixa produtividade, devido ao fato do
fungo causar o “chochamento” das sementes. Contrariamente, em relacéo a
germinacdo, Malavolta et al. (2006) encontraram correlacdo negativa e
significativa entre o nivel de incidéncia de Bipolaris oryzae em sementes de

arroz e a germinacao (r= - 0,89**).
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Tabela 10

- Coeficientes de correlacdo de Pearson obtidos entre as
caracteristicas de reagdo a brusone avaliadas a campo e em

laboratorio em gendtipos de trigo.

Gendtipo

Incidéncia de Massa do
Germinacdo P. grisea na hectolitro de Produtividade
semente sementes

BRS 264

Incidéncia
de P. grisea -0,81* 0,51 -0,87* - 0,85*
na planta

Severidade
da brusone -0,35™ -0,15"™ -0,39™ -0,30™
na espiga

Incidéncia
de P. grisea 0,40"™ - -0,51™ -0,82*
na semente

VI 98053

Incidéncia
de P.grisea  -0,44™ 0,92* -0,45" -0,27"™
na planta

Severidade
da brusone -0,46" -0,08™ 0,15™ 0,34™
na espiga

Incidéncia
de P. grisea 0,29 - -0,13"™ 0,02™
na semente

CD 116

Incidéncia
de P.grisea -0,72"™ 0,75™ 0,16 " -0,72"™
na planta

Severidade
da brusone -0,16"™ 0,45" 0,12" -0,51"™
na espiga

Incidéncia
de P.grisea  -0,43™ - 0,09™ -0,45"
na semente

CD104

Incidéncia
de P. grisea -0,86* 0,68 - 0,86* -0,87*
planta

Severidade
da brusone -0,53™ 0,84* -0,66"™ -0,61™
na espiga

Incidéncia
de P.grisea -0,11"™ - -0,40" -0,32"
na semente

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™- N&o significativo pelo Teste t.
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4. CONCLUSOES

e Ha reducao da produtividade de sementes de trigo dos gendtipos BRS
264, CD 116, CD 104 e VI 98053 com o aumento da intensidade de

inoculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

e Pyricularia grisea reduz a qualidade fisiologica de sementes de trigo
dos genotipos estudados, nas intensidades de 5, 10, 20 e 30% de

plantas inoculadas no campo;

e Ocorre incidéncia variavel de P. grisea nas sementes de trigo colhidas
dos genotipos avaliados e esta independe da intensidade de in6culo

inicial no campo;

e Recomenda-se, para uma boa produtividade de sementes de trigo dos
gendtipos BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD 104, com qualidade
fisiol6égica e sanitaria satisfatorias, ndo utilizar campos de producao
de sementes com indculo inicial de P. grisea a partir de 5% nas

plantas.
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TRANSMISSAO de Pyricularia grisea EM GENOTIPOS DE TRIGO EM
FUNCAO DA QUANTIDADE DE INOCULO INICIAL NO CAMPO

RESUMO - A determinacéo das taxas de transmisséo de P. grisea da planta
para a semente e da semente para a planta serve como referéncia para
estabelecer padrdes de tolerancia do patdbgeno em campos de producéo e
na semente de trigo. No Brasil, sdo raros os estudos quantificando essas
taxas de transmisséo do patdgeno na cultura. Este trabalho foi realizado com
0 objetivo de determinar, em condicbes de campo, a transmissdo de P.
grisea da planta a semente, e em condi¢cbes controladas, da semente a
plantula, em funcdo da quantidade de indculo inicial no campo. Foram
utilizados quatro genotipos de trigo: BRS 264, CD 116, CD 104 e VI 98053,
inoculados com cinco intensidades de inoculo de P. grisea na unidade
experimental: 0, 5, 10, 20 e 30% de plantas inoculadas. O nivel 0 (sem
inoculacdo) correspondeu a aplicacdo de agua, em seguida, realizado o
controle quimico. Foram realizados dois experimentos. No experimento 1,
conduzido em campo, em delineamento experimental de blocos
casualizados com trés repeticdes, avaliou-se a transmissédo de P. grisea da
planta & semente em laboratério. No experimento 2, conduzido em camara
de crescimento vegetal, em delineamento experimental inteiramente
casualizado com dez repeticdes, foi avaliada a transmissédo de P. grisea da
semente a plantula. Ocorre a transmissao de P. grisea da planta a semente
e da semente a plantula com taxas variaveis, em funcdo da quantidade de

indculo inicial no campo e do genotipo de trigo estudado.

Termos para indexacdo: Triticum aestivum, Magnaporthe grisea,

transmissibilidade, sementes, condi¢cdes controladas
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TRANSMISSION of Pyricularia grisea IN WHEAT GENOTYPES AS A
FUNCTION OF INITIAL INOCULUM IN FIELD

ABSTRACT - The determination of the transmission rates of P. grisea from
plant to seed and from seed to plant serves as a reference for establishing
standards of tolerance of the pathogen in production fields and wheat seed.
In Brazil, few studies quantifying the rates of transmission of the pathogen in
wheat. This work was to study under field conditions the transmission of P.
grisea from plant to seed and under controlled conditions the transmission of
P. grisea from seed to seedling, depending on the amount initial inoculum in
the field. It was used four wheat genotypes (BRS 264, CD 116, CD 104 and
VI 98053) with five intensities of Pyricularia grisea inoculum (0, 5, 10, 20 and
30% of plants with inoculum). The level 0 (uninoculated) corresponded to the
application of water, and then performed chemical control. Two experiments
were conducted. In experiment 1, conducted in the field in randomized block
design it was evaluated the transmission of P. grisea from plant to seed in
the laboratory. In experiment 2, conducted in plant growth chamber in
completely randomized design it was evaluated the transmission of P. grisea
from seed to seedling. There is the transmission of P. grisea from plant to
seed and from seed to seedling with variable rates, depending on the amount

of initial inoculum in the field and wheat genotype studied.

Index terms: Triticum aestivum, Magnaporthe grisea, transmissibility, seeds,

under controlled conditions
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1. INTRODUCAO

Devido a diversidade genética e a utilizagdo desta variabilidade no
melhoramento, o trigo possui uma ampla adaptacdo edafoclimatica, sendo
cultivado da regido Sul ao Brasil-Central (Ribeiro et al.,, 2007). Entretanto,
em regides com temperaturas adequadas ao desenvolvimento da brusone,
incluindo a regido dos cerrados centro brasileiro, esta doenga tem causado
grandes perdas nas lavouras de trigo (Torres et al., 2009).

As sementes constiiuem 0 mais importante mecanismo de
sobrevivéncia, dispersdo e transmissdo de um patégeno, pois sdo as
unidades propagativas mais utilizadas pelo homem (Telles Neto, 2004). Do
ponto de vista epidemiologico, as sementes de trigo sdo consideradas a
principal fonte de indculo primério de Pyricularia grisea (Reis & Casa, 1998).
Nesse caso, a transmissdo ocorre através da passagem do inéculo da
semente infectada para as plantulas emergidas (Maude, 1996), podendo
manifestar danos na planta adulta.

Em seu relato, Menten (1986) afirma que existem mecanismos
préprios da semente que impedem ou diminuem a transmissédo do patégeno
da planta a semente, independentemente da suscetibilidade da planta-méae.
Entretanto, pode-se generalizar que quanto maior a resisténcia da planta-
mae menor sera a transmissao do patdégeno para a semente e menor sera a
transmissdo da semente portadora do patdgeno para a plantula. Nesse
sentido, Garcia Junior (2006) também presume que a variabilidade genética
existente quanto a resisténcia das plantas ao patdégeno deve-se estender ao
nivel de transmisséo para as sementes e destas para as plantulas.

Para Machado (2000), a transmissédo diz respeito a passagem de um
patbgeno de uma geracao a outra, seja a partir de uma ou mais sementes as
plantas emergentes, oriundas de um mesmo lote, ou a partir de plantas
doentes no campo de producdo as sementes em formacao. Esse processo é
importante porque garante a continuidade do ciclo vital dos patégenos e
assegura-lhes a fonte nutricional necessaria para seu crescimento e
esporulacdo (Reis & Casa, 1998). Quanto a quantificacdo da transmisséo,

esta pode ser realizada por meio da deteccdo dos sintomas nas plantas,
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partindo do principio de que o Unico meio de inoculagdo € resultante da
associagdo do patégeno com a semente (Garcia Junior et al., 2008).

Sendo uma associacao bioldgica, as taxas de transmissao da planta
a semente e da semente a plantula sdo bastante influenciadas pelo
ambiente e pelas caracteristicas inerentes ao patégeno e ao hospedeiro
(Machado, 1988; Garcia Junior, 2006). Devido a esses fatores, ndo existe
garantia de que os patdgenos associados as sementes infectardo as
plantulas (Machado, 1988; Reis & Casa, 1998; Garcia Junior, 2006). Assim,
€ importante diferenciar o transporte do patdégeno por meio da semente, da
sua transmissao a progénie do hospedeiro e a quantificagdo da transmisséo
do patégeno (Reis & Casa, 1998).

A presenca de P. grisea ja foi registrada em sementes de trigo
produzidas nos estados do Parana, S&o Paulo e Mato Grosso do Sul. A
transmissdo de P. grisea por meio das sementes ja foi constatada por
Menten & Moraes (1987), Igarashi (1988) e Goulart & Paiva (1990). Esses
altimos demonstraram o potencial de transmissédo desse patégeno, podendo
a semente constituir-se em importante fonte de in6culo em novas areas
(Arendt, 2006).

Em estudos de Goulart (1991) ndo foi detectada, em campo, a
transmissdo de P. grisea das sementes para a parte aérea do trigo, mesmo
com 6% de incidéncia de P. grisea na testemunha. Entretanto, este autor
constatou efeitos deletérios na emergéncia e no desenvolvimento das
plantulas.

E evidente a necessidade de realizacdo de experimentos em campo
e em condi¢cdes controladas, para garantir a fidelidade das informacdes
geradas, como subsidios no controle da qualidade sanitaria na producdo de
sementes de trigo. Um dos métodos a ser utilizado é a determinacao das
taxas de transmissédo de P. grisea da planta para a semente e da semente
para a planta, como referéncia para estabelecer padrées de tolerancia do
patégeno no campo e na semente.

Neste trabalho, objetivou-se estudar a transmisséo de P. grisea da
planta a semente e da semente a plantula, em genotipos de trigo, em funcéo
da intensidade de inéculo inicial no campo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Experimento 1 — Transmissédo de Pyricularia grisea da planta a

semente em genotipos de trigo

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental Prof. Diogo
Alves de Mello, pertencente a Universidade Federal de Vigcosa, em Vicosa-
MG, localizada a 20°45’ S, 42°51° W e altitude de 651 m. A classificacédo
climatica, segundo Koppen (1948) é do tipo “Cwa”, caracterizado pelo clima
tropical de altitude.

O solo foi preparado por meio de uma aracdo e duas gradagens. A
adubac&o de plantio foi realizada aplicando-se 250 kg ha™ da férmula 08-28-
16 (NPK) no sulco de semeadura, e em cobertura foram utilizados 250 kg
ha* de sulfato de aménio como fonte de N, no inicio do perfilhamento. Para o
controle das plantas invasoras, foi feita aplicacdo do herbicida Ally® aos 15
dias ap6s a semeadura, na dose de 5 g ha™* do produto comercial.

A semeadura foi realizada em maio de 2010 e o experimento foi
conduzido com irrigacao por aspersao convencional.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4x5, ou seja,
inoculacdes de quatro gendtipos de trigo (BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD
104) e cinco intensidades de in6culo de Pyricularia grisea no campo
(inoculacéo de 0, 5, 10, 20 e 30% de plantas da unidade experimental). A
intensidade 0 (sem inoculacdo) correspondeu a aplicacdo de agua e, em
seguida, realizado o controle quimico com fungicida a base de
piraclostrobina + epoxiconazol (Opera®).

Foi utilizado o delineamento experimental de blocos casualizados,
com trés repeticbes para cada tratamento, totalizando 60 parcelas. Cada
parcela foi composta por cinco linhas de 5,0 m de comprimento, sendo que
cada linha foi espacada por 0,20 m, totalizando 1,0 m de largura e 5,0 m? de
area. Foram consideradas, para fins de area util, as trés linhas centrais da

parcela.
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O in6culo foi proveniente de um isolado de P. grisea obtido de um
lote de sementes de trigo da cultivar MGS Brilhante, produzida no municipio
de Campos Altos - MG, no qual houve incidéncia de 10,5% do patégeno.

Apoés o isolamento a partir da semente, o fungo foi incubado em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose e &gar),
mantido sob fotoperiodo de 12 h de luz fluorescente a 25° C.

Quando formadas as coldnias, o fungo foi repicado para outras
placas até a obtencdo de colbnia sem contaminantes. Esta foi repicada em
meio de aveia (60 g de farinha de aveia, 12 g de 4gar em 1,0 L de &gua)
para proporcionar melhor esporulacdo do fungo. As placas foram mantidas a
temperatura e regime de luz ambiente durante 10 dias. O micélio superficial
foi retirado com alca de drigalski e agua destilada autoclavada, e
posteriomente, colocado em camara de crescimento, com luz fluorescente
constante, a 25° C, durante quatro dias para esporular, conforme adaptagoes
da metodologia de Urashima et al. (2004). O isolado obtido foi testado
guanto a sua patogenicidade em plantulas de trigo segundo os postulados
de Koch (Bergamin Filho et al., 1995).

O in6culo foi aplicado em forma de suspensdo de esporos, na
concentracdo de 1,2-1,5x10° esporos/mL, calibrada por meio de
hematocitdbmetro em microscépio optico, e acrescida de Tween 20 (0,01%)
como espalhante.

A inoculacdo ocorreu nos meses de julho e agosto de 2010 e
ocorreu no estadio 58-60 da escala de Zadoks et al. (1974), que
corresponde a fase de espigas completamente emergidas.

Devido as diferencas no ciclo dos genétipos utilizados, a inoculacéo
foi escalonada. Todas as baterias de inoculacdo foram realizadas as
dezessete horas.

A area experimental ndo tinha historico da presenca de brusone nos
cultivos de trigo anteriores e nas plantas daninhas la existentes.

Antes da inoculacdo, as plantas foram submetidas a molhamento
foliar e das espigas, utilizando-se irrigagcdo por aspersao convencional por

dez minutos.
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Para que se obtivesse 0, 5, 10, 20 e 30% de plantas inoculadas,
essas receberam 0; 0,20; 0,35; 0,70 e 1,0 L, respectivamente da suspenséo
fungica e no dia seguinte foram molhadas novamente. Foi utilizado um
pulverizador costal de 5,0 L para aplicacdo do inoculo.

Para a avaliagdo da intensidade da brusone em campo, em cada
tratamento, foram analisadas a incidéncia de P. grisea na planta e a
severidade da brusone na espiga aos 50 dias apés a inoculacéo (DAI).

A incidéncia de P. grisea representativa da parcela experimental foi
quantificada na linha central da &rea 0til e a severidade da brusone na
espiga analisada em 30 plantas da &rea (util, através de escala diagramatica
apropriada para a quantificacdo dos sintomas na espiga (Trindade et al.,
2006).

A colheita das plantas foi realizada manualmente. Foram colhidas
apenas as plantas da area util de cada parcela. Para a trilha das sementes,
foi utilizada uma trilhadeira experimental. As sementes obtidas foram
acondicionadas em sacos de papel tipo Kraft, sendo destinadas ao
laboratorio para a determinacédo das taxas de transmissdo de P. grisea da
planta a semente.

Para a determinacdo da taxa de transmissao de P. grisea da planta a
semente, foi utilizado o método do papel de filtro modificado, com
congelamento, conforme Machado (1988). Utilizou-se quatro repeticoes de
50 sementes. Foram distribuidas trés folhas de papel filtro em caixas
plasticas tipo “gerbox” e umedecidas com agua destilada e esterilizada. As
placas foram mantidas em camara de incubacédo, na temperatura de 22+2°C
e fotoperiodo de 12 horas, por 24 horas. Em seguida, as placas foram
transferidas para freezer a -20°C por 24 horas. Posteriormente, as mesmas
foram mantidas novamente em camara de incubacdo nas condicdes
anteriormente descritas por sete dias.

As avaliacbes foram realizadas, examinando-se as sementes,
individualmente, com auxilio de microscopio estereoscopico e Optico,

computando-se o percentual de sementes com P. grisea.
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2.2 Experimento 2 — Transmisséo de P. grisea da semente a plantula de

em genétipos de trigo

O experimento foi conduzido em camara de crescimento vegetal
pertencente ao Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa-MG. A temperatura na camara foi de 26°C, com umidade
relativa de 45 a 60%, por até 21 dias.

Foram utilizadas sementes de trigo colhidas no experimento 1. A
semeadura foi realizada em solo esterilizado, contido em vasos plastico de
1,1 L, inteiramente casualizados, com dez repeticbes. Foram semeadas 10
sementes em cada vaso. Por meio de irrigacdes frequentes, os solos dos
vasos foram mantidos na capacidade de campo (em torno de 60%) durante
todo ciclo das plantas, tendo como referéncia o peso médio dos vasos.

As avaliacdes foram realizadas aos 7, 14 e 21 dias apls a
semeadura, determinando-se o numero de plantulas emergidas, a incidéncia
de P. grisea nas plantulas (nUmero de plantulas com sintomas) e a taxa de
transmissdo de P. grisea da semente a plantula. Para a avaliacdo da
incidéncia de P. grisea nas plantulas, foram considerados os sintomas do
fungo na parte aérea: coledptilo, cauliculo ou folhas primarias.

A taxa de transmissdo de P. grisea da semente a plantula foi

determinada segundo a férmula proposta por Forcelini (1991):

% de plantulas com sintomas
% de infecgéo inicial de sementes

Taxa de transmissao (%)= x 100

Ao fim do experimento, plantulas sintomaticas foram retiradas dos
vasos, lavadas e desinfetadas com alcool e hipoclorito de sddio, visando o
isolamento do patégeno em meio BDA (batata-dextrose-agar) e meio de
aveia (60 g de farinha de aveia, 12 g de agar em 1 L de agua). Esse
processo teve como objetivo a confirmacdo da incidéncia do fungo nas

plantulas de cada tratamento. Plantulas com sintomas também foram
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analisadas com auxilio de microscopio estereoscopico para verificacdo da

presenca de sinais do patdgeno.

2.3 Andlises estatisticas

Foram realizadas analises de regressdo com auxilio do software
SAS® (Statystical Analysis System- SAS, Institute, 2003), através do PROC
NLIN, para o ajuste de modelos néo lineares aos dados de incidéncia de P.
grisea na planta e severidade da brusone na espiga, e com o0 auxilio do
software SIGMA Plot® (Sigma Plot, 2004) para a confec¢éo dos graficos.

Foram calculadas médias com desvio padrdo para as variaveis:
emergéncia, incidéncia de P. grisea nas plantulas e taxa de transmisséo de
P. grisea da semente a plantula aos 7, 14 e 21 dias ap0s a semeadura.

Foram realizadas analises de correlagéo (r), com auxilio do software
SAS®, através do PROC CORR, para as caracteristicas: incidéncia de P.
grisea na planta em campo, severidade da brusone na espiga, taxa de
transmissdo de P. grisea da planta a semente, emergéncia aos 7 e 21 dias,
incidéncia de P. grisea em plantulas aos 21 dias e taxa de transmisséo de P.

grisea da semente a plantula aos 21 dias.

84



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Intensidade da brusone

Foram observados valores altos de incidéncia de P. grisea nas
plantas em todos os gendtipos de trigo estudados (Figura 1). Entretanto, a
severidade da brusone na espiga tendeu a permanecer constante a partir de
5% de plantas inoculadas em alguns genétipos (Figura 2). Isto sugere que
pequenas ou grandes quantidades de in6culo sejam responsaveis pelos
mesmos graus de severidade da brusone na espiga. Maciel et al. (2008)
também constataram que a maioria dos gendétipos de trigo testados em sua

pesquisa demonstraram alta suscetibilidade a doenca na espiga.

100 -

80 A

60 -

40 A

Incidéncia (%)

20 A

0 T T T T
0 10 20 30

Plantas inoculadas (%)

® BRS 264 y=35,27+ 58,36 (1-e/*®)); R?=0,99
O VI 98053 y=28,83+ 32,84 (1-e/**¥): R*=0,96
v CD 116 y=9,89+ 35,03 (1-e/**®)); R*=0,82

A CD 104 y=24,35+ 42,32 (1-e'%?™); R?=0,87

Figura 1- Incidéncia de Pyricularia grisea em genétipos de trigo em funcdo da

intensidade de in6culo inicial no campo.
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Figura 2- Severidade da brusone na espiga em genotipos de trigo em funcdo da

intensidade de inéculo inicial no campo.

3.2 Taxas de transmissdao de P. grisea da planta a semente em

genotipos de trigo

Ocorreram taxas variaveis de transmissdo de P. grisea das plantas
para as sementes nos genétipos avaliados, tanto nos tratamentos controles
(sem inoculacdo), como nos tratamentos inoculados (5, 10, 20 e 30%),
exceto no tratamento controle da cultivar CD 116, no qual ndo houve
transmissao (Tabela 1). Quanto a essa cultivar, esse resultado aponta que a
combinacdo entre o fungicida e o nivel moderado de resisténcia da mesma
foi eficiente no controle do patdgeno, o qual ndo foi detectado nas sementes
e, portanto, ndo foi transmitido da planta para as sementes.

Numericamente, nas inoculagbes de 5, 10, 20 e 30% de plantas,
houve aumentos nas taxas de transmissdo de P. grisea da planta para a

semente, para a maioria dos genotipos, comparado aos tratamentos
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controles (0%). Entretanto, com o aumento na quantidade de in6culo de 5
para 30% das plantas, ndo ocorreram aumentos gradativos na taxa de
transmissdo do patégeno da planta para a semente (incidéncia de P. grisea
nasemente), pois houve variabilidade nas taxas encontradas, sugerindo que
a incidéncia de P. grisea nas sementes colhidas ndo depende da quantidade
de indculo inicial de P. grisea no campo. Diferentemente, em algodao, Araujo
et al. (2009) verificaram que, com o aumento do indculo inicial de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides houve aumento da presenca
de ramulose no campo e aumento da incidéncia do patbgeno nas sementes.
Estes autores afirmam que o risco € maior para uso de sementes
provenientes de campos de producdo de algoddo onde a incidéncia da

ramulose tenha sido acima de 5%.

Tabela 1 — Valores médios com desvio padréo da transmissao (%) de Pyricularia
grisea da planta a semente de gendtipos de trigo em funcdo da

intensidade de indculo inicial no campo.

Plantas inoculadas Genotipos
(%) BRS 264 VI 98053 CD 116 CD 104
0 10+4,0 5+2,0 0+0 8+4,6
5 8+4,6 24+9,8 11+9,4 30+12,0
10 24+3,3 27+6,0 8+4,6 24+9,8
20 13+48,2 24+4.9 9+6,0 1846,9
30 21+6,0 15+6,0 1146,2 30+6,9

3.3 Taxas de transmissdo de P. grisea da semente a plantula em
genotipos de trigo

O numero de plantulas emergidas aos 7, 14 e 21 dias apés a
semeadura (DAS) foi varidvel tanto nos tratamentos controles (sem
inoculacdo), como nos inoculados, com tendéncia de menores percentagens
de emergéncia das sementes colhidas em tratamentos com 20 ou 30% de
plantas inoculadas com P. grisea. Sendo assim, ndo se constatou relagéo
entre o aumento da quantidade de in6culo e a reducdo na porcentagem de

emergéncia (Tabela 2). Essa variabilidade na emergéncia pode estar
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relacionada, entre outros fatores, com a temperatura, pois, segundo Lasca et
al. (2001), P. grisea ndo afeta a emergéncia, sendo transmitido pelas
sementes de trigo de acordo com uma taxa variavel, influenciada pela
temperatura.

Em patologia de sementes, a emergéncia de plantulas € uma
caracteristica importante e comumente avaliada, uma vez que patégenos
associados a semente podem afetar ndo somente a germinacdo, mas
também o desenvolvimento e o estabelecimento da plantula. Ha de se
considerar que a emergéncia é um processo que depende da qualidade
sanitaria da semente, da qualidade fisiologica e de fatores intrinsecos ao
préprio gendtipo e ao ambiente de desenvolvimento das plantulas. Assim,
para que nao houvesse interferéncia significativa dos mesmos, neste
experimento, foi necessaria a utilizacdo de sementes assintomaticas e com
qualidade fisiol6gica satisfatéria, determinada em testes prévios em
laboratorio, mas sem que ocorresse a selecdo das sementes, e semeadura
em condi¢cdes de ambiente controlado. Porém, deve-se relembrar que essas
sementes foram provenientes dos diferentes tratamentos realizados
(intensidades de indculo inicial de P. grisea em campo) e passaram por trilha
mecanizada.

De forma semelhante, mas com indculo inicial em sementes e ndo em
plantas, Malavolta et al. (2006), no patossistema Bipolaris oryzae x arroz,
constataram, em condicbes de campo, que o tratamento com incidéncia
minima do inéculo nas sementes apresentou maior numero de plantulas
emergidas.

Devido a confirmada associacdo de P. grisea com as sementes de
trigo produzidas no experimento 1, foi constatada a incidéncia do patégeno
nas plantulas em condi¢gdes controladas (Tabela 3).

Na avaliagcdo aos sete dias, ndo foi verificada a incidéncia do
patdogeno nas plantulas na maioria dos tratamentos, provavelmente devido
ao curto espaco de tempo para o estabelecimento do patégeno, o que
influenciou a relagéo patogeno-hospedeiro (Tabela 3).

Nas avaliacbes aos 14 e 21 dias, as incidéncias do patdgeno nas
plantulas se apresentaram varidveis conforme o genétipo e a quantidade de
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in6culo de P. grisea. Entretanto, no tratamento controle (0%) dos gendtipos
VI 98053 e CD 116, ndo ocorreu incidéncia do fungo nas plantulas, bem
como para a inoculagédo de 5% das plantas da cultivar CD 116.

A incidéncia de P. grisea nas plantulas ndo permaneceu igual com o
decorrer das avaliagBes, ou seja, o numero de plantulas com a presenca do
patbgeno aumentou com o passar do tempo, pois 0 patégeno associado com
as sementes possivelmente encontrou condicbes favoraveis para se

estabelecer e infectar as plantulas.

Tabela 2 — Valores médios com desvio padrao da emergéncia (%)
aos 7, 14 e 21 DAS de plantulas provenientes de
genotipos de trigo em funcdo da intensidade de

indculo inicial de Pyricularia grisea no campo.

7 dias ap6s a semeadura

Plantas Gendtipos
inoculadas (%) BRS 264 VI 98053 CD 116 CD 104
0 77+10,6 79+12,0  84+10,7 71+7,4
5 85+5,3 87+10,6  76x11,7 67+22,1
10 92+10,3 67+12,5 1648,4 82+12,3
20 23+11,6 10+10,5 64£13,5 69+9,9
30 66+9,7 4+7,0 61+20,2 47+18,3
14 dias ap6s a semeadura
0 80+9,4 82+10,3 93+4,8 78+9,2
5 87+4,8 88+10,3 80+14,1 81+12,9
10 95+7,1 70+20,5 1748,2  78+25,7
20 25+12,7 11+9,9 69+14,5 74+13,5
30 71+12,9 8+10,3 68+14,0 594228
21 dias ap6s a semeadura
0 82+10,3 8418,4 95+5,3 80+8,2
5 89+5,7 90+10,5 83+10,6 83+14,2
10 97+4,8 73+18,3  28+11,3 90+8,2
20 30+11,5 28+11,3  72+12,3 7749,5
30 76+8,4 1148,7 71+12,0 64+19,5
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Tabela 3 — Valores médios com desvio padrédo da incidéncia (%)
de Pyricularia grisea aos 7, 14 e 21 DAS em
plantulas provenientes de gendtipos de trigo em

funcado da intensidade de indculo inicial no campo.

7 dias ap6s a semeadura

Plantas Genotipos
inoculadas (%) BRS 264 VI98053 CD 116 CD 104
0 0+0 0+0 0+0 0+0
5 0+0 0+0 0+0 0+0
10 0+0 0+0 0+0 0+0
20 0+0 0+0 0+0 0+0
30 1+3,16 0+0 0+0 1+3,16
14 dias ap6s a semeadura
0 0,2+0,42 0+0 0+0 0,2+0,42
5 0,6+0,84 0,6+0,51 0+0 0,5+0,70
10 0,4+0,70 0,2+0,42 0,2+0,63 0,1+0,32
20 0,2+0,42 0,8+0,63 0,8+0,79 0,1+0,32
30 1,1+0,73 0,1+0,32 0,4+0,51 1,3+0,48
21 dias ap6s a semeadura
0 0,6+0,84 0+0 0+0 0,4+0,70
5 0,8+0,63 0,7+0,67 0+0 0,6+0,84
10 0,5+0,52 0,4+0,84 0,2+0,42 0,4+0,69
20 0,3+0,48 0,8+0,78 0,8+0,79 0,2+0,42
30 1,2+0,78 0,1+0,32 0,4+0,70 1,5+0,52

Pelas avaliacbes das caracteristicas incidéncia de P. grisea nas
sementes e nas plantulas, foi constatada a transmissado de P. grisea da
semente a plantula nos gendtipos estudados (Tabela 4).

Na avaliagdo aos sete dias nao foi verificada a transmissao na
maioria dos tratamentos (Tabela 4), semelhantemente ao que foi verificado
na incidéncia de P. grisea em plantulas para o mesmo periodo (Tabela 3).

Nas avaliagbes aos 14 e 21 dias, a transmissdo também se
apresentou variavel conforme o genoétipo e a quantidade de in6culo de P.
grisea, tal como foi observado na incidéncia em plantulas. Devido a auséncia
da incidéncia de P. grisea em plantulas, ndo ocorreu a transmissdo da
semente a plantula no tratamento controle da linhagem VI 98053 e da
cultivar CD 116, bem como na inoculacdo de 5% das plantas da cultivar CD

116. Em experimento com arroz, Malavolta et al. (2006) também
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constataram taxas variaveis de transmissédo de Bipolaris oryzae da semente

a plantula, com valores de 9,4 a 26,1%.

Tabela 4 — Taxas de transmisséao (%) de Pyricularia grisea da semente
a plantula aos 7, 14 e 21 DAS de genotipos de trigo em

funcao da intensidade de indculo inicial no campo.

7 dias ap0s a semeadura
Plantas Genotipos
inoculadas (%)

BRS 264 V198053 CD 116 CD 104 Media geral

0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
30 4,2 0 0 3,3 1,8
Media geral 0,8 0 0 0,6 -
14 dias ap6s a semeadura
0 2,0 0,0 0,0 2,5 1,1
5 7,5 2,5 0 2,1 3,0
10 1,9 0,7 2,5 0,5 1.4
20 15 8,3 7,2 0,3 4,3
30 4,5 0,8 3,3 4,3 3,2
Media geral 3,5 2,4 2,6 1,9 -
21 dias ap6s a semeadura
0 6,0 0,0 0,0 50 2,7
5 10,0 2,9 0,0 2,5 3,8
10 2,3 1.4 2,5 2,2 2,1
20 2,3 8,3 7,2 0,6 4,6
30 50 0,8 3,3 5,0 3,5
Media geral 51 2,7 2,6 3,1 -

A transmissao de P. grisea das sementes para as plantulas também
nao permaneceu igual nos diferentes periodos, ou seja, ela aumentou no
decorrer das avaliagdes. Esse fato é explicado pela incidéncia variavel do
patégeno na semente (Tabela 1), o que culminou em incidéncias variaveis
do fungo em plantulas em condicbes controladas (Tabela 3), as quais
aumentaram no decorrer dos dias, devido ao estabelecimento gradativo do
patogeno associado a semente e na plantula. Esses dados corroboram com
Faiad et al. (1994), os quais afirmam que o fungo é facilmente transmitido

pela semente, sendo favorecido por temperatura na faixa de 25 a 29°C.
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Pesquisas sobre a taxa de transmissdo de patdégenos da semente
para a plantula séo escassas, podendo-se citar alguns exemplos como em
feijdo (Santos et al., 1996; Vechiato et al., 1997; Rey et al., 2009), milho
(Teixeira & Machado, 2003), algodao (Pizzinato et al., 1994), arroz (Cornélio
et al., 2000), trigo (Faiad et al., 1994; Goulart et al., 1995; Malavolta et al.,
2006) e triticale (Martins et al., 2004). Entretanto, ndo s&o conhecidas ou
publicadas informacfes de taxas de transmissao da semente a plantula em
relacdo a P. grisea na cultura do trigo.

Ao estudarem a transmissao de P. grisea via semente, na cultura do
triticale, Martins et al. (2004) verificaram que o patdgeno pode ser
transmitido das sementes para plantulas e que essa transmissao deu-se de
duas formas tal como foi observado no presente trabalho: resultando em
morte de plantulas ou ocorrendo na folha priméaria, sem ocasionar a morte da
plantula. Por estes resultados, h& indicios de que a transmissao do fungo
pode resultar na morte de plantulas ou apenas em sintomas nas folhas
primarias.

Ha de se considerar que também foram observadas plantulas sadias
resultantes do plantio de sementes reconhecidamente infectadas por P.
grisea. Isto esta4 de acordo com algumas pesquisas, em que a transmissao
do fungo da semente para plantulas, normalmente, € muito baixa (Goulart &
Paiva, 1991b; Manandhar et al., 1998). Conforme Martins et al. (2004), a
utiizacdo de sementes de triticale com P. grisea pode proporcionar
emergéncia de plantulas sadias, sem sintomas visiveis de brusone.

Como ja ressaltado, ainda ndo sdo conhecidos padrbes para a taxa
de transmisséo de P. grisea da planta a semente ou da semente a plantula
na cultura do trigo, os quais implicam em aplicacédo de medidas de controle,
cancelamento de campos de producédo de sementes e reprovacéo de lotes.
Entretanto, ao se verificar trabalhos como o de Faid et al. (1994), na cultura
do arroz, no qual foi obtida taxa média de transmissdo de P. grisea de
37,4%, pode-se inferir que as taxas de transmissao aqui encontradas foram
baixas, mesmo nos tratamentos que empregaram maiores intensidades do
inoculo inicial de P. grisea, dos quais foram colhidas as sementes. Os dados

obtidos no presente estudo corroboram com outros estudos, 0s quais
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também demonstraram a baixa transmissao do patégeno das sementes para
as plantulas (Goulart & Paiva, 1991a; 1993).

A despeito de serem relativamente baixas, as taxas de transmissao
da semente a plantula aqui encontradas, mesmo quando empregado o
controle quimico, ndo se pode desconsiderar 0 seu risco para a lavoura. A
transmisséo verificada nos tratamentos controles indica a perda significativa
da protecdo do fungicida, principalmente, no estagio préximo a colheita das
sementes, uma vez que houve a transmissdo do patdgeno das plantas para
as sementes e das sementes para as plantulas.

Ao avaliarem a transmissdo da semente a plantula, Faiad et al. (1994)
verificaram que o in6culo de P. grisea, a partir da semente de arroz, foi
capaz de causar lesfes, tal como visto no presente trabalho com sementes
de trigo. Verificaram que ndo foram observadas lesdes tipicas da brusone
nas folhas primarias das plantulas. Isto pode ser explicado pelo fato de que o
experimento foi avaliado somente até os 21 dias apés a semeadura, uma
vez que o0s sintomas tipicos da brusone sdo mais visualizados na planta
adulta. Nesses casos, tais pesquisadores sugerem que se fagcam mais
estudos dos fatores que influenciam essas taxas de transmissao, em
experimentos conduzidos até o estadio reprodutivo, para comprovar a real
taxa de transmissao do patégeno da semente para a planta.

Assim, para a obtencdo de resultados mais confiaveis, é
imprescindivel que a transmissdo da semente a plantula seja avaliada em
condicBes controladas, pois existem muitas varidveis, como aquelas
inerentes ao campo, e que podem afetar a transmissao do fungo (Martins et
al., 2004). Os experimentos em condicbes controladas fornecem
informacdes mais detalhadas sobre o impacto da doenca em termos de
danos quantitativos (Trindade et al. 2006).

3.4 Correlacdo entre caracteristicas da doenca avaliadas em campo e

em condicdes controladas

Houve correlacdes significativas somente para os genotipos BRS 264,
VI 98053 e CD 104 (Tabela 5), para os parametros obtidos em condi¢des

controladas e ndo controladas. Com esses resultados pode-se inferir que,
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em genotipos mais suscetiveis, existe a probabilidade do patégeno ser
transmitido desde o campo até a progénie da semente colhida.

N&o houve correlacao significativa entre a incidéncia do fungo nas
sementes e a emergéncia avaliada aos 7 e 21 dias. Contrariamente,
Malavolta et al. (2006) encontraram correlacdo significativa entre o nivel de
incidéncia de B. oryzae em sementes de arroz e emergéncia em solo
esterilizado (r = - 0,53%).

A correlagdo entre a taxa de transmissdo de P. grisea da planta para
a semente e a incidéncia do patégeno nas plantulas aos 21 dias nao foi
significativa para todos os genatipos.

Somente a linhagem VI 98053 apresentou correlacdo positiva e
significativa entre a incidéncia do patégeno em plantas no campo e a taxa de
transmissao de P. grisea da planta a semente. Nao houve correlagcéo entre a
severidade da brusone observada na espiga e a taxa de transmisséo de P.
grisea da planta & semente, exceto na cultivar CD 104.

A incidéncia do patdgeno na planta e em plantulas aos 21 dias e a
taxa de transmissdo da semente a plantula aos 21 dias correlacionaram-se
positiva e significativamente na cultivar BRS 264. Esses dados confirmam a
transmissdo do patégeno em duas geracdes: da planta para a semente e da
semente para a plantula nos materiais testados.

Sé&o de grande utilidade os estudos que correlacionam a presenca
da doenca no campo e a incidéncia do patbgeno nas sementes, ou seja, a
transmissdo da planta para a semente. Por exemplo, Goulart et al. (1995)
constataram correlacdo entre presenca de brusone em espigas de trigo no
campo e a porcentagem de sementes colhidas com presenca de P. grisea.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho, quanto a
auséncia de correlacdo entre a presenca da doenca no campo e a
transmissao para a semente, foram relatados por: Cornélio et al. (2000) com
brusone em arroz; Pizzinato et al. (1994) com a ramulose-do-algodoeiro;
Vechiato et al. (1997) com a antracnose-do-feijoeiro. Conforme Cornélio et
al. (2000), os resultados encontrados entre os pesquisadores, objetivando
essa correlagcdo, sao contraditorios, provavelmente pela falta de

padronizacao entre as metodologias utilizadas.
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Tabela 5 -

Coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre

caracteristicas de reacdo a brusone de gendtipos de trigo

avaliados em condicbes de campo e em condi¢cdes

controladas.

Genotipo

Transmissdo Emergén Emergén

Incidéncia

daplantaa ciaem7 ciaem?2l1 de P. grisea

semente!

dias dias na plantula

aos 21 dias

Transmissao
da semente a
plantula aos
21 dias

BRS 264 Incidéncia
de P. grisea

na planta

0,51™

0,86*

0,86*

Severidade
da brusone
na espiga

-0,15™

0,44

0,64™

Transmissao
de planta a
semente!

-0,46™ -0,74™ 0,59"™

0,11™

VI 98053 Incidéncia
P. grisea

na planta

0,92*

0,25™

0,19™

Severidade
da brusone
na espiga

- 0,08™

-0,37™

0,51™

Transmissao
de planta a
semente!

-0,22™ -0,0™ 0,75™

0,72™

CD 116 Incidéncia
P. grisea

na planta

0,75™

_02ns

-0,06™

Severidade
da brusone
na espiga

0,45™

0,25™

0,21™

Transmissao
de planta a
semente!

0,78"™ 0,76"™ 0,02"™

-0,40™

CD104 Incidéncia
P. grisea

na planta

0,68™

- 0,08™

-0,06™

Severidade
da brusone
na espiga

0,84*

-0,24™

-0,17™

Transmissao
de planta a
semente!

0,28™ 0,39™ 0,10™

- 0,24

* Significativo a 5 % de probabilidade; "- N&o significativo a 5 % de probabilidade pelo Test t;
o corresponde a incidéncia de P. grisea na semente.
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4. CONCLUSOES

e Ocorre a transmissdo de Pyricularia grisea da planta a semente de
trigo, em funcdo da quantidade de inoculo inicial no campo e do

genatipo de trigo estudado;

e A associacdo de P. grisea com sementes de trigo dos gendtipos BRS
264, VI 98053, CD 116 e CD 104 ndo mantém relacdo direta com

emergéncia de plantulas;

e A presenca de P. grisea nas sementes de trigo nao confere,
necessariamente, incidéncia do patégeno nas plantulas para os
gendtipos BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD 104.

e Ocorre transmissdo de P. grisea da semente a plantula de trigo nos
genodtipos BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD 104, podendo resultar
em morte de plantulas, sintomas nas folhas primarias ou auséncia de

sintomas.
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SUBSTRATOS PARA DETECCAO DE Pyricularia grisea E RESTRICAO
DA GERMINACAO DE SEMENTES DE TRIGO in vitro

RESUMO - Apesar de ser o método mais empregado para a analise
sanitaria de sementes de trigo, o método do papel de filtro com
congelamento pode permitir a germinacao, o que dificulta a deteccao de
patdgenos importantes para a cultura. Nesse contexto, € importante o estudo
de outros métodos para deteccdo de patégenos em sementes de trigo, entre
eles Pyricularia grisea, agente causal da brusone, mas de forma que néo
ocorra a germinacdo. Nesta pesquisa, 0 objetivo foi avaliar e comparar a
efetividade de 11 substratos na deteccao de P. grisea e de outros fungos,
bem como na germinacdo de sementes de trigo. Foi utilizado um lote de
sementes com incidéncia de P. grisea e outros fungos previamente
conhecidos. Foram avaliados o0s substratos: papel de filtro com
congelamento (testemunha); meio de cultura de aveia; meio de cultura a
base de farinha integral de trigo; meio BDA (batata-dextrose-agar), esses
trés ultimos com e sem restricdo hidrica (manitol a -1,0 MPa); papel de filtro
embebido em quatro restritores hidricos (polietileno glicol (PEG), manitol,
NaCl e sacarose) a -1,5 MPa, totalizando 11 tratamentos. Utilizaram-se dez
repeticbes com 20 sementes cada, em delineamento inteiramente
casualizado. Apesar de ter reduzido a germinacdo, fato esse que facilita
bastante a andlise, o tratamento que empregou o papel filtro embebido em
PEG a -1,5 MPa proporcionou a deteccao de menor incidéncia de P. grisea e
de outros fungos. Mesmo sem ter diferido de outros substratos e da
testemunha, o meio de farinha integral de trigo, com e sem restri¢cdo hidrica,
permitiu detectar a maior incidéncia de P. grisea e de outros fungos, sendo
que este, quando modificado com o restritor hidrico, resultou em apenas 4%
de germinagcdo. O meio de cultura a base de farinha integral de trigo, com
restricdo hidrica, € uma alternativa ao método do congelamento, como

substrato para testes de sanidade de sementes de trigo.

Termos paraindexacgéo: Triticum aestivum, Magnaporthe grisea, sanidade

de sementes, brusone, restricdo hidrica
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SUBSTRATE FOR THE DETECTION OF Pyricularia grisea AND
RESTRICTION OF GERMINATION OF WHEAT SEEDS in vitro

ABSTRACT - Although the most commonly employed method for the
analysis sanity of wheat seeds the method of filter paper with freezing can
allow germination, which makes the detection of pathogens important for the
culture. In this context, it is important to study other methods for detecting
pathogens in wheat seeds, including Pyricularia grisea, the causal agent of
blast, but so that germination will not occur. In this research, the objective
was to evaluate and compare the effectiveness of 11 substrates in the
detection of P. grisea and other fungi as well as the germination of wheat
seeds. It was used a seed lot with an incidence of P. grisea and other fungi
previously known. Substrates were evaluated: filter paper with freezing
(control), oat culture medium, wheat flour culture medium, PDA culture
medium (potato-dextrose-agar), these last three with and without water
restriction (mannitol -1,0 MPa); filter paper substrate soaked in water four
restrictors (polyethylene glycol (PEG), mannitol, NaCl and sucrose) to -1.5
MPa, a total of 11 treatments. It was used 10 replicates of 20 seeds each in a
completely randomized design. Despite having reduced germination, fact
which greatly simplifies the analysis the treatment that makes use of filter
paper soaked in PEG -1.5 MPa provided the detection of a lower incidence of
P. grisea and other fungi. Even without having deferred to other substrates
and control treatment, the wheat flour culture medium with and without water
restriction detected a higher incidence of P. grisea and other fungi and this
when modified with the restrictor water resulted in only 4% germination. The
wheat flour culture medium with water restriction is a alternative to the
method of filter paper with freezing as substrate for seed health testing of

wheat seeds.

Index terms: Triticum aestivum, Magnaporthe grisea, seed health, wheat

blast, water restriction
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1. INTRODUCAO

O teste de sanidade de sementes tem como objetivo determinar a
condicado sanitaria de um lote de sementes, fornecendo informacdes para
programas de certificagdo, servicos de vigilancia vegetal, tratamento de
sementes, melhoramento de plantas, etc. (Henning, 1994; Machado, 2000;
Machado et al., 2003).

Na literatura séo registrados diferentes métodos que podem ser
empregados com a finalidade de avaliar as condi¢bes de sanidade de uma
amostra de sementes (Garcia Junior et al., 2008). Entre eles, 0 método do
papel de filtro € bastante utilizado, por apresentar baixo custo e possui
eficiéncia na deteccao da maioria dos fungos presentes nas sementes. Este
método é muito utilizado para poaceas, com o congelamento das sementes.
Ambos suprimem a germinacéo das sementes, facilitando a identificacdo dos
fungos presentes nas mesmas. Por outro lado, 0 método de congelamento
das sementes favorece o desenvolvimento de bactérias e fungos saprofiticos
presentes nas superficies das mesmas e apresenta a necessidade de
movimentacado das placas, na ocasido do congelamento, durante o periodo
de incubacdo. Também existe a limitacdo imposta pela necessidade de
ampliacdo e eficiéncia do espaco fisico para freezers ou congeladores
suficientes, bem como do nimero destes, para a incubagcédo de uma razoavel
guantidade de caixas plasticas ou placas que contenham as sementes para
o0 teste de sanidade.

A germinacédo rapida de certas espécies, principalmente da familia
Poaceae, durante o periodo de incubacdo em substrato de papel filtro
(blotter test), prejudica a avaliacdo dos fungos presentes nas sementes e
pode comprometer a validade dos resultados devido as possiveis
contaminagcdes secundarias entre as sementes e 0 exterior do recipiente
(Machado et al., 2003). Assim, para inibir a germinacao de espécies como o
trigo, por exemplo, é utilizado o método do papel de filtro com congelamento.
Entretanto, esse método, em testes de sanidade de sementes de trigo, pode
ainda permitir a germinagédo das sementes, dificultando a deteccéo de

patogenos.
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A técnica da restricdo hidrica, utilizando-se solutos i6nicos e néo
idnicos, tem sido utilizada, com sucesso, em substituicdo ao 2,4-D (sal de
diclorofenoxiacetato de sédio) e ao método padréo de congelamento, para
inibir a germinacdo de sementes em testes de sanidade realizados em
substrato de papel, tais como o feijoeiro, algodoeiro, arroz, milho e trigo
(Coutinho et al., 2001; Farias et al., 2003; Machado et al., 2003; 2004; 2007,
2008; Teixeira et al., 2005); girassol (Falleiro, 2010); cenoura (Carvalho et
al., 2009); soja (Machado et al., 2001), trigo (Farias et al., 2003; 2010), etc.
Além disso, pesquisadores afirmam que concentracdes adequadas dos
solutos ndo afetam o desenvolvimento de fungos associados as sementes
(Carvalho, 1999; Coutinho, 2000; Machado & Langerak, 2002).

Nesse contexto, é importante o estudo de outros métodos com a
finalidade de detectar patbgenos na cultura do trigo, dentre eles, o fungo
Pyricularia grisea, agente causal da brusone, uma das principais doencas da
cultura e que vem causando sérias perdas de produtividade (Urashima et al.,
2009). Por outro lado, deseja-se também que tais métodos ndo propiciem a
germinacao das sementes durante a incubagéo do teste, como, por exemplo,
pelo uso da restricdo hidrica.

Com base nessas informacdes, objetivou-se com esta pesquisa
avaliar e comparar o comportamento de 11 substratos na deteccdo de P.

grisea e de outros fungos, bem como na germinacao de sementes de trigo.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Patologia de
Sementes, pertencente ao Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vicosa — MG, em Vicosa-MG. Foi utilizado um lote de sementes
de trigo cv. BRS 264 com elevada incidéncia de P. grisea (28%), e incidéncia
de outros fungos e germinagéo previamente conhecidos. Antes da instalagéo
dos testes, as sementes foram desinfetadas com hipoclorito de sodio a 1%
por trés minutos.

Foram avaliados os seguintes substratos como métodos de deteccao
de P. grisea e de outros fungos nas sementes: papel de filtro com
congelamento (testemunha) (conforme Machado, 1988); meio de aveia-agar
(aveia, 60 g L™; agar, 12 g L), meio a base de farinha integral de trigo
(conforme Cruz et al., 2009), meio BDA (batata-dextrose-agar), com e sem
restricdo hidrica (acrescidos de manitol a -1,0 MPa); e o substrato papel de
filtro embebido em quatro restritores hidricos (polietileno glicol (PEG),
manitol, NaCl e sacarose) a -1,5 MPa, perfazendo um total 11 tratamentos.
As quantidades de PEG, manitol, NaCl e sacarose para a preparacdo das
solugdes, nesses potenciais osmaéticos, foram obtidas através da férmula
proposta por Van't Hoff (Salisbury & Ross, 1991).

Para a preparacdo dos meios a base de aveia e de farinha integral de
trigo e BDA osmoticamente modificados, foram adicionada uma solucdo de
manitol a -1,0 MPa, sendo vertidos em placas de Petri de 9 cm de diametro.
Foi adicionado aos meios o antibiotico rifamicina para a inibicao de bactérias
saprofiticas. Em seguida, foram distribuidas dez sementes de trigo por placa,
utilizando-se duas placas por repeticao.

Nos tratamentos que utilizaram como substrato o papel filtro, foram
utilizadas trés folhas de papel previamente esterilizadas e umedecidas com
cada soluto/substancia no potencial osmético de -1,5 MPa e distribuidas em
caixas plasticas tipo “gerbox”. Para cada tratamento (soluto), vinte sementes
foram distribuidas, uniformemente, sobre o substrato de papel umedecido

com as solugcbes osmoticas.
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No tratamento testemunha (papel filtro com congelamento) foi
utilizada a metodologia proposta por Machado (1988).

Com excec¢dao do tratamento que foi submetido ao congelamento, os
demais foram colocados em camara BOD a 25°C e mantidos por sete dias,
sob fotoperiodo de 12 horas de luz fluorescente.

Apébs o periodo de incubacao, foram feitas as seguintes avaliacdes:
incidéncia de Pyricularia grisea (porcentagem de sementes com presenca de
P. grisea), porcentagem de sementes contaminadas (incidéncia geral de
fungos) e germinacao (porcentagem de plantulas normais).

A identificacdo de P. grisea e de outros fungos nas sementes foi feita
baseando-se nas estruturas vegetativas e reprodutivas desses organismos
visualizadas com o auxilio de microscépio estereoscopico e, quando
necessario, com a preparacdo de laminas para visualizacdo em microscopio
optico.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, com dez tratamentos (substratos) e uma testemunha (método
padrao do papel de filtro com congelamento), com dez repeticbes por

tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia. Para a

comparacao de médias, foi aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detectados, nos tratamentos (substratos), além de P. grisea,
0s seguintes fungos: Fusarium graminearum, Fusarium sp., Bipolaris sp.,
Alternaria spp., Cladosporium sp., Penicilium sp., Aspergillus spp.,
Epicoccum sp., Stemphillium sp., Trichoderma sp. e Fusarium semitectum,
com incidéncias variaveis entre os tratamentos (Tabela 1).

Foi observado que o papel filtro embebido em PEG a -1,5 MPa
proporcionou deteccao de menor incidéncia de Pyricularia grisea e de outros
fungos, mas reduziu a germinacéo (Tabela 2, Figura 1). Apesar de nao diferir
de outros substratos e da testemunha, o meio a base de farinha integral de
trigo com e sem restricdo hidrica, permitiu detectar a maior incidéncia de P.
grisea e de outros fungos, sendo que este, quando modificado com o
restritor hidrico (manitol a -1,0 MPa), resultou em apenas 4% de germinacéao,
resultado esse que proporcionou a melhor deteccdo do patdégeno.

Cruz et al. (2009) afirmam que a composicdo do meio de cultura
influéncia a esporulacdo de P. grisea do arroz, e que o meio de aveia — agar
situa-se entre os meios mais utilizados para a producdo de esporos desse
fungo. Entretanto, esse meio de cultura ndo foi o mais eficiente para a
deteccdo de P. grisea nas sementes de trigo aqui avaliadas. Este fato deve
estar relacionado a composicdo quimica dos meios de cultura desenvolvidos
para esporulacao de P. grisea, uma vez que foi constatado que no meio BDA
houve apenas o crescimento micelial, e, que no meio de aveia a esporulacéo
do fungo ndo foi tdo satisfatoria quanto a esporulacao verificada no meio a
base de farinha integral de trigo, para o isolado de P. grisea utilizado na
pesquisa. Em relacdo a esses Ultimos, 0 meio de aveia apresenta uma
desvantagem em relacdo a sua manipulacdo: o mesmo costuma “empedrar”
ap0s a autoclavagem e esfriamento. O meio de aveia, em geral, também
contém menor quantidade de fibras em relacdo ao meio a base de farinha
integral de trigo.

A composicdo quimica do meio de cultura (carboidratos, proteinas e
fibras) € extremamente relevante e deve ser levada em consideragdo em

pesquisas com fitopatdogenos, pois 0 crescimento micelial, e principalmente,
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a esporulacdo estdo relacionados a nutricdo desses microrganismos,
condicionados, portanto, a composi¢cdo quimica do meio de cultura. Dentre
essas substancias, a fibra se mostra um componente muito importante, uma
vez que algumas fibras tém na sua composicdo a celulose das plantas,
substancia essa necesséaria para a formagdo da parede celular de muitos
fungos. Outro fator relacionado € o tipo de hospedeiro, pois o isolado de P.
grisea utilizado na pesquisa foi proveniente de sementes de trigo, o que
pode sugerir que a o meio de cultura a base de farinha integral de trigo foi
melhor que o meio de aveia em virtude da relacdo especifica entre o
patégeno e o hospedeiro em questao.

Cruz et al. (2009) constataram que, independentemente do regime de
luz, a maior esporulacéo ocorreu no meio de farinha de trigo, e a menor nos
meios de aveia, arroz e BSA (batata-sacarose-agar). Em fotoperiodo de 12h,
a maior esporulagdo ocorreu em meio de farinha integral de trigo. Esses
resultados corroboram com os resultados do presente trabalho, no que se
refere & superioridade do meio a base de farinha integral de trigo como
substrato para deteccdo de P. grisea em sementes, também em condicao
semelhante de fotoperiodo de 12 h.

Garcia Junior et al. (2008), para avaliarem métodos na deteccédo de
Fusarium graminearum em sementes de trigo, testaram 22 tratamentos.
Dentre esses, o papel de filtro com congelamento e o papel de filtro
embebido em KCI, NaCl, manitol e sacarose em diferentes potenciais
osmoéticos (0,4, -0,6, -0,8 e -1,0 MPa). Semelhantemente aos resultados
obtidos neste trabalho, foi verificado que o método do papel de filtro
embebido nos restritores hidricos proporcionaram resultados semelhantes
aos obtidos com o método do papel de filtro com congelamento, o qual
também foi utilizado como padrédo em tal experimento. Corroboram também,
os resultados obtidos por Del Ponte et al. (2001), os quais n&o verificaram
influéncia dos niveis de restricdo hidrica obtidos desses mesmos solutos na
deteccdo de fungos em sementes de trigo, para 0 mesmo metodo de
incubacédo das sementes.

Em relacdo a eficiéncia dos métodos na inibicdo da germinacéo,
Garcia Junior et al. (2008) observaram que o método do papel de filtro com
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congelamento diferiu dos demais métodos analisados, apresentando a
menor porcentagem de sementes germinadas (1,5%), sendo que os demais
meétodos apresentaram porcentagens expressivas de sementes germinadas,
variando de 45,0% a 75,5%. Ja Del Ponte et al. (2001) verificaram que a
reducdo da germinacdo em sementes de trigo foi observada quando se
utilizaram diferentes solutos como NaCl, KCI, manitol e sacarose no
potencial osmaético de - 1,0 MPa. Por outro lado, Celano (2003), ao utilizar
solugcbes de NaCl e manitol com diferentes potenciais osmoéticos na
incubacéo de sementes de trigo, observaram, no potencial de -1,2 MPa, que
ambos proporcionaram porcentagens de germinacao superiores a 90%. Isto
contradiz os resultados obtidos aqui e com os de Del Ponte et al. (2001), os
guais demonstram que o uso desses restritores hidricos resultam na reducéo
da germinacao das sementes de trigo.

No presente trabalho, os tratamentos que envolveram a restricao
hidrica proporcionaram menor germinagdo, comparado aos tratamentos sem
restricdo. Sobretudo, aqueles que envolveram meios de cultura, devido ao
fato dos potenciais hidricos das solu¢des diminuirem a quantidade de agua
absorvida pelas sementes durante a embebicdo, culminando no atraso da
protusdo da radicula, e, portanto, reduzindo os valores de germinacéo
observados ao final de sete dias de incubacao dos tratamentos.

Varios autores relatam que a técnica da restricdo hidrica inibe a
germinacdo sem afetar o desenvolvimento dos fungos. Por exemplo, em
estudos visando o controle da germinacdo de sementes de arroz e feijoeiro
em testes de sanidade, Coutinho et al. (2001) constataram que a restricao
hidrica induzida por manitol, NaCl e KCI, nos potenciais osmoéticos entre -0,4
a -0,9 MPa, nao interferiram na deteccao dos principais fungos transmitidos
pelas sementes dessas espécies em testes realizados pelo método de
incubacédo em papel de filtro. J& em testes de sanidade de sementes de trigo
e milho, Farias et al. (2003) também observaram que a restricdo hidrica
induzida por NaCl, KCI, manitol e sacarose, no potencial de -1,0 MPa, foi
eficiente para inibir ou retardar a germinacdo, nao interferindo na deteccao

de fungos associados as sementes dessas culturas.
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Tabela 1 - Incidéncia (%) de fungos em sementes de trigo cv. BRS 264 incubadas em
diferentes substratos para teste de sanidade de sementes.

Tratamentos PG FG F B AL CL PE AS E S T FS NI
Testemunha 30 4 1 35 55 55 11 45 2 0 05 2 1
Meio BDA 10 45 125 11 6 7 3 45 0 05 0 O O
Meio BDA + Manitol 17 25 7 175 05 35 25 65 0 O O O 2
Meio de Aveia 25 15 115 22 2 25 3 6 O 0 O O O
Meio de Aveia + Manitol 13 4 12 145 35 25 25 45 0 0O O O O
Meio de Farinha de Trigo 33 3 55 36 45 35 45 15 0 0O O 1 15
Meio de Farinha de Trigo + Manitol 32 0 25 185 75 25 35 9 O O O O oO
Papel filtro embebido em PEG 3 05 0 6 0 0 6 55 0 O O 0 O
Papel filtro embebido em Manitol 24 9 1 225 145 0 75 115 05 0O O 05 3
Papel filtro embebido em NaCl 17 25 75 75 0O 05 6 12 0 O 0O 0 o©
Papel filtro embebido em Sacarose 16 2 55 95 25 0 14 7 O O O 05 O

PG — Pyricularia grisea; FG- Fusarium graminearum; F- Fusarium sp.; B- Bipolaris sp.; AL- Alternaria
sp.; CL- Cladosporium sp.; PE- Penicillium spp.; AS- Aspergillus spp.; E- Epicoccum sp.;
S- Stemphillium sp.; T- Trichoderma sp.; FS- Fusarium semitectum; NI- N&o ident.
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Tabela 2 - Comparacdo de substratos na incidéncia de Pyricularia grisea,
porcentagem de sementes contaminadas (incidéncia geral) e

germinacao de sementes de trigo cv. BRS 264.

Incidéncia Sementes

Substratos de P grisea contaminadas Germinagao
(%)

Testemunha 30 a 98 ab 100 a
Meio BDA 10 cd 100 a 100 a
Meio BDA + Manitol 17 abc 100 a 51b
Meio de Aveia 25ab 100 a 100 a
Meio de Aveia + Manitol 13 be 100 a 6c

Meio de Farinha de Trigo 33 a 100 a 100 a
Meio de Farinha de Trigo + Manitol 32 a 100 a 4 cd
Papel filtro embebido em PEG 3d 77 ¢ 1d

Papel filtro embebido em Manitol 24 abc 93 ab 36Db
Papel filtro embebido em NaCl 17 abc 89b 32b
Papel filtro embebido em Sacarose 16 abc 96 ab 55D

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 1 - Incidéncia de P. grisea (g) e de outros fungos em sementes de trigo
cv. BRS 264 incubadas em diferentes substratos: a- meio a base de
farinha de trigo; b - meio a base de farinha de trigo + manitol (-1,0
MPa); ¢ - Meio BDA; d - Meio BDA + manitol (-1,0 MPa); e - Meio
aveia — agar; f - meio aveia — agar + manitol (-1,0 MPa); h - método
do papel filtro com congelamento; i - método do papel filtro embebido
em PEG a -1,5 MPa; j - Método do papel filtro embebido em manitol
a -1,5 MPa; k - método do papel filtro embebido em NaCl a -1,5
MPa; | - método do papel filtro embebido em sacarose a -1,5 MPa.
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4. CONCLUSAO

O meio a base de farinha integral de trigo, com restricdo hidrica, é
uma alternativa ao método do congelamento, como substrato para testes

de sanidade de sementes de trigo.
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CONCLUSOES GERAIS

A incidéncia de Pyricularia grisea, a severidade da brusone na espiga
e a severidade da brusone na folha bandeira progrediram no tempo para
cada intensidade de inoculo inicial no campo (0, 5, 10, 20 e 30% de plantas
inoculadas).

Os genotipos BRS 264, CD 104 e VI 98053 mostram-se suscetiveis a
brusone. O gendtipo CD 116 se confirma como moderadamente resistente a
brusone para as condi¢cdes experimentais da pesquisa.

Ha reducdo da produtividade e da qualidade fisiol6gica e sanitéria de
sementes de trigo dos gendétipos BRS 264, VI 98053, CD 116 e CD 104 em
funcado da intensidade de indculo inicial no campo.

Recomenda-se, para uma boa produtividade de sementes de trigo dos
gendtipos avaliados, com qualidade fisiologica e sanitéria satisfatérias, ndo
utilizar de campos de producéo de sementes com indculo inicial de P. grisea
a partir de 5% nas plantas.

Ocorre a transmissédo de P. grisea da planta para a semente e da
semente para a plantula em funcdo da quantidade de inoculo inicial no
campo e do gendtipo de trigo estudado.

O meio de cultura a base de farinha integral de trigo, com restricao
hidrica, € uma alternativa ao método do congelamento, como substrato para

testes de sanidade de sementes de trigo.
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