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RESUMO

VIRULENCIA DE ISOLADOS DE Pyricularia oryzae cav.
DO ARROZ EM POACEAS

AUTOR: Céssio A. Vielmo Ben
ORIENTADOR: lvan Francisco Dressler Costa

O arroz é um dos mais importantes cereais cultivados no Rio Grande do Sul e, por ser
0 maior produtor brasileiro, possui importancia econémica e social para o Estado. A
brusone, causada pelo fungo Pyricularia oryzae, esta entre os principais fatores
limitantes a produtividade dessa cultura, podendo causar perda total da lavoura. Essa
doenca incide sobre varias culturas, mas pouco se sabe sobre as fontes de indculo
virulento dessa doenca ao arroz. Assim, visando conhecer mais sobre o patossistema
arroz-brusone, este trabalho teve como objetivo estudar essa interacdo de
patogenicidade entre isolados e espécies, e da infec¢do dos isolados obtidos dessas
espécies apoOs sua inoculacdo. Para isso dois experimentos foram realizados. No
primeiro, em casa de vegetacdo,15 hospedeiros foram inoculados com dois isolados
desse patdgenos, sendo um proveniente do Tocantins (Isolado 1) e outro do Rio
Grande do Sul (Isolado 2). Aos 2, 5, 7, 14, 18, 21 e 28 dias avaliou-se a severidade
da doenca e classificou-se como suscetivel ou resistente conforme escala IRRI
(2013). Também foram avaliados o niumero e comprimento de lesdes. Utilizou-se
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes, em esquema fatorial
15 x 2, sendo o fator A= hospedeiros e fator B= isolados. Amostras de tecido foliar
lesionado foram coletados e utilizados para o experimento 2, onde procedeu-se o
reisolamento do patdgeno e identificacdo dele conforme o hospedeiro e isolado de
origem, e apds foram novamente reinoculados sobre novos hospedeiros e avaliada a
incidéncia da doenca, comprovando os hospedeiros viaveis. Como resultados do
primeiro experimento, cinco hospedeiros foram suscetiveis ao Isolado 1, sendo elas
as cultivares de arroz ‘IRGA 424’, ‘IRGA 424 RI’, IRGA 425’, azevém e trigo, e seis
para o Isolado 2 sendo ‘IRGA 424’, ‘IRGA 425’, ‘Guri INTA CL’, ‘Puita INTA CL”,
azevém e trigo. Ainda, o maior numero de lesdes foi obtido para a cultivar ‘IRGA 424
RI’ para o isolado 1 e cultivar ‘Guri INTA CL’ para o isolado 2. Ja a variavel tamanho
de lesdo, os maiores valores foram encontrados no azevém inoculado com o Isolado
1 e na cultivar ‘Guri INTA CI' com o Isolado 2. No segundo experimento, com excegéo
do isolado obtidos de plantas de trigo, todos os demais foram virulentos para a espécie
Oryza sativa. Esses resultados demonstraram que a cultura do trigo parece néo ser
um hospedeiro de P. oryzae virulenta ao arroz. Por outro lado, preocupam devido aos
isolados obtidos de plantas de azevém e de aveia preta terem sido altamente
virulentos para as cultivares de arroz, pois no RS, ambas espécies sdo amplamente
cultivadas em periodos de entre safra, na forma de pastagens e formacéo de palhada
e demonstraram ser 6timos hospedeiros para o patégeno.

Palavras-chave: Oryza sativa. Brusone. Hospedeiros.



ABSTRACT

VIRULENCE OF ISOLATES OF Pyricularia oryzae cav.
OF RICE IN POACEAS

AUTHOR: Céssio A. Vielmo Ben
ADVISER: Ivan Francisco Dressler Costa

Rice is one of the most important cereals grown in Rio Grande do Sul and, being the
largest Brazilian producer, has economic and social importance for the State. The
blast, caused by the fungus Pyricularia oryzae, is among the main factors limiting the
productivity of this crop, which can cause total loss of the crop. This disease affects
several crops, but little is known about the sources of virulent inoculum of this disease
to rice. Thus, in order to know more about the rice-blast method, the objective of this
work was to study the interaction of pathogenicity between isolates and species and
the infection of the isolates obtained from these species after inoculation. For this, two
experiments were performed. In the first, in a greenhouse, 15 hosts were inoculated
with two isolates of this pathogen, one from Tocantins (Isolated 1) and another from
Rio Grande do Sul (Isolated 2). At 2, 5, 7, 14, 18, 21 and 28 days disease severity was
assessed and classified as susceptible or resistant according to IRRI scale (2013). The
number and length of lesions were also evaluated. A completely randomized design
was used, with five replications, in factorial scheme 15 x 2, with factor A = hosts and
factor B = isolates. Samples of injured leaf tissue were collected and used for
experiment 2, where the pathogen was reisolated and identified according to the host
and isolated from the source, and after reinoculation on new hosts and the incidence
of the disease was evaluated, proving the viable hosts. As a result of the first
experiment, five hosts were susceptible to Isolate 1, being the rice cultivars 'IRGA 424',
'IRGA 424 IR', 'IRGA 425', ryegrass and wheat, and six for Isolate 2 being IRGA 424
""IRGA 425", Guri INTA CL ', Puita INTA CL ', ryegrass and wheat. Also, the highest
number of lesions was obtained for the cultivar 'IRGA 424 RI' for isolate 1 and 'Guri
INTA CL' cultivar for isolate 2. Regarding the lesion size variable, the highest values
were found in ryegrass inoculated with Isolate 1 and in the 'Guri INTA CI' cultivar with
Isolate 2. In the second experiment, except for the isolate obtained from wheat plants,
all the others were virulent for the Oryza sativa species. These results demonstrated
that the wheat crop does not appear to be a host of virulent P. oryzae to rice. On the
other hand, they are worried because the isolates obtained from ryegrass and black
oat plants have been highly virulent for rice cultivars, because in RS, both species are
widely cultivated in inter-harvest periods, in the form of pastures and straw formation
and demonstrated to be great hosts for the pathogen.

Keywords: Oryza sativa. Blast. Hosts.
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1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.), € essencial para a seguranca alimentar e nutricional,
sendo um dos principais alimentos consumidos pela populacéo brasileira, assim como
para mais da metade da populacdo mundial (CONAB, 2019). Também, por ser
cultivado em todos os continentes, demonstra ter grande importancia econémica e
social (BORTOLOTTO et al., 2008).

No Brasil, a rea estimada dessa cultura na safra 2018/19 foi de 1,76 milhdes
de hectares e a expectativa de producdo € de aproximadamente 10,7 milhdes de
toneladas do gréo, sendo o estado do Rio Grande do Sul (RS) responsavel por 70%
dessa producéo (CONAB, 2019).

Mesmo apresentando bons indices de produtividade, alguns pontos ainda
surgem como barreiras que impedem que o arroz atinja seu potencial produtivo. Em
destaque, a brusone, doenca causada pelo fungo Pyricularia oryzae Cavara
(teleomorfo Magnaporthe oryzae ((Hebert) Barr, 1977) € a que causa maiores danos,
além de ser considerada uma ameaca a seguranca alimentar no mundo, pois ocorre
em quase todos os continentes (SCHEUERMANN; EBERHARDT, 2011).

Diante disso, medidas de controle devem ser tomadas para controlar essa
doenca antes mesmo da implantacdo da cultura, como a eliminacdo de plantas
hospedeiras, principais responsaveis por manter o patégeno viavel na auséncia da
cultura do arroz (CHAVEZ; KOHLI, 2015).

Na literatura ndo sédo encontrados muitos dados sobre as fontes do patdégeno
virulento ao arroz e a intervencdo de hospedeiros potenciais sobre o in6culo de
brusone, tdo pouco as alteracdes que eles podem causar ao patégeno. Exemplo disso
€ que uma das poucas informacdes é que a brusone incidente sobre o arroz € virulenta
ao trigo, porém o contrario ndo ocorre e isso ndo € conhecido para as demais culturas
hospedeiras. Esse dado foi relatado por Maciel em 2011, porém, por ser um patégeno
com alta capacidade de adaptacdo e mutacédo, cabe realizar novas pesquisas e
verificar se isso ainda acontece com o trigo, e com outras culturas da familia Poaceae.

Além disso, o estado atual da arte ndo relata estudos sobre as interagfes
existentes entre a P. oryzae presente em outras espécies e quais sdo hospedeiros
viaveis para os patotipos que causam doenga no arroz.

Mediante ao exposto acima, buscou-se encontrar os possiveis hospedeiros que

contribuem como fonte de inéculo virulento a cultura do arroz, tendo como critério a



15

selecéo das principais plantas daninhas, comumente encontradas em areas de cultivo
de arroz, assim como as culturas utilizadas em periodos de entre safra, totalizando 15

hospedeiros pertencentes a seis espécies.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A CULTURA DO ARROZ

Esse cereal pertence a divisdo Magnoliophyta, tribo Oryzeae, familia Poaceae,
subfamilia Oryzoideae e ao género Oryza (VAUGHAN et al., 2003).

O arroz é o segundo cereal mais produzido no mundo, perdendo apenas para
o milho (FAO, 2014), e é a principal fonte energética e proteica para mais da metade
da populacdo mundial (CONAB, 2019), além de desempenhar importante papel
econdmico e social (SOSBAI, 2016), pois além de atuar como fonte alimentar, ainda
€ relevante quanto a geracdo de emprego e renda para a populacdo (MONACO; SALI,
2018).

Mundialmente, o Brasil € o 9° maior produtor de arroz, superando 10 milhdes
de toneladas (CONAB, 2019). Aproximadamente 69% da producéo € realizada em
sistema irrigado, em areas de varzea. O RS possui cerca de 1,1 milhdes de hectares
utilizados para a orizicultura e responde por mais de 70% da producao brasileira
(CONAB, 2019).

Esses resultados se devem a alta producéo dessa cultura, que esta relacionada
com diversos fatores como semeadura na época recomendada, uso de sementes
certificadas, disponibilidade de agua, adubacédo e manejo de insetos e doencas. Além
disso, temperaturas nas faixas entre 20 a 35 °C também sdo essenciais, pois
contribuem para a sua germinacao, floracdo e maturacdo (SOSBAI, 2016).

Porém, fatores bioticos também interferem na produtividade, principalmente o
ataque de pragas, que segundo Martins et al. (2009), sdo capazes de causar perdas
de 15 a 30% de produtividade e doencas que incidem sobre a cultura, que
comprometem diretamente a produtividade e a qualidade dos gréaos, pois podem
ocorrer durante todo o seu ciclo de desenvolvimento e, dependendo do patégeno e
das condi¢cdes ambientais, pode causar até 100% de perdas (PRABHU et al., 2006).

Assim, a cultura do arroz necessita de especial atencao quanto a esses fatores,
principalmente os biéticos, que atuam na sanidade e influenciam negativamente sobre

0 seu potencial produtivo.
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2.2 BRUSONE DO ARROZ

A brusone, doenga causada pelo fungo Pyricularia oryzae Cavara (1891), é
responsavel por danos diretos e indiretos na producao de arroz (SKAMNIOTI; GURR,
2009) e podem comprometer até 100% da producdo em anos com condicOes
ambientais favoraveis ao patdégeno e em cultivares suscetiveis (LOBO et al., 2006;
PRABHU et al., 2009), principalmente quando a incidéncia ocorre no periodo mais
critico que decorre desde o emborrachamento até a floracdo do arroz (SOSBAI, 2014).

Segundo Wang e Valent (2009), é uma das doencas do arroz mais frequentes
e onerosas em regides de cultivo em todo o mundo, e alguns aspectos podem ajudar
a detectar previamente a sua presenca e proceder métodos de controle, como a
sintomatologia. Inicialmente, nas folhas, os sintomas surgem na forma de pequenas
lesBes necroticas alongadas de coloracdo marrom, que evoluem tornando-se maiores
e na forma eliptica, com margens de coloracdo marrom e centro cinza ou
esbranquicado causando perdas indiretas, pois afetam a fotossintese e a respiracao
(LOBO et al., 2006). Ja nas paniculas os danos séo diretos, devido as lesées nos
diferentes componentes de producdo (PRAHBU et al., 2009; NUNES, 2013), que
ocorrem durante todo o periodo da producao do arroz.

Devido a danos como os descritos anteriormente, responsaveis por influenciar
diretamente no declinio da produtividade, tanto na cultura do arroz assim como em
outros cultivos pertencentes a familia Poaceae, P. oryzae esta catalogada como um
Sério patdgeno quarentendrio que ameaca a agricultura (KOHLI et al., 2011).

Outros aspectos contribuem para isso, como a sua enorme variabilidade
patogénica, sendo esse um dos fatores que possibilitam que o ciclo de vida de P.
oryzae continue apos a colheita ou até o proximo estabelecimento da cultura (DIAS
NETO et al., 2008). Devido a isso, esse patdgeno pode sobreviver na forma de micélio
ou conidios em restos culturais ou em plantas hospedeiras alternativas, como trigo
(Triticum aestivum), aveia branca (Avena sativa), aveia preta (Avena strigosa),
azevém (Lolium multiflorum), arroz vermelho (Oryza sativa), milha (Digitaria sp.), etc,
permitindo que os conidios sejam disseminados pelo vento durante todo o ano e,
guando encontra outro hospedeiro, iniciem os processos de infeccao (BEDENDO;
PRABHU, 2005).

Na literatura sao listadas mais de 50 espécies como hospedeiros alternativos

deste patégeno, embora plantas de arroz seja considerado o hospedeiro mais
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importante (PRABHU et al., 2009). Além disso, segundo Chavez e Kohli (2015), P.
oryzae tem incidido sobre uma ampla variedade de hospedeiros nos cereais de
inverno. Para Stukenbrock e McDonald (2008), essa troca de hospedeiros pode estar
relacionada com a proximidade entre as plantas cultivadas e os hospedeiros
alternativos deste patdégeno; e até o momento, ndo foram encontradas informacgdes

disponiveis na literatura consultada.

2.3 O CICLO DE VIDA DE P. oryzae

O ciclo de infeccao pelo patégeno fuangico envolve varios passos importantes,
incluindo a producédo e fixacdo de conidios a superficie da planta, formacdo de
apressorio que emerge das pontas do tubo germinativo do conidio, penetracdo e
crescimento invasivo de hifas de infeccdo (WILSON; TALBOT, 2009).

A principal forma de disseminacéo do fungo durante uma epidemia ocorre por
dispersédo aérea de conidios. Segundo Barksdale e Asai (1961), cada lesdo de um
hospedeiro suscetivel pode dar origem a mais de 20 mil conidios durante varios dias,
servindo como fonte de dispersdo secundaria. A liberacdo de conidios é
desencadeada por uma exposi¢cado de uma a duas horas a escuriddo e diminui com a
escuriddo continua (LEE et al., 2006).

Assim, segundo Ingold (1964), a liberacdo de esporos € um processo ativo, e
tem sido sugerido que a pequena célula do caule formada na base do conidio (Figura

1) constréi a pressao do turgor até que se rompa, langando o conidio.

Figura 1. Micrografia eletrbnica de varredura de conidios de P. oryzae, que iniciam a
infeccéo. Fonte: Wilson; Talbot, 2009.
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A infeccéo foliar € iniciada pela fixacdo de um conidio tricelular de P. oryzae a
cuticula das folhas de arroz. O conidio em formato piriforme adere firmemente a
superficie da folha por meio de um adesivo, que € liberado de um compartimento
apical do conidio durante a hidratagcdo (HAMER, et al. 1988).

Este adesivo fornece ao esporo uma maneira de se ancorar firmemente a
superficie de arroz, que € hidrofobica, e permite que a germinacéo ocorra (TALBOT;
EBBOLE; HAMER, 1993).

Na figura 2, pode ser visualizado o ciclo de vida de P. oryzae.

c Germinacao com matriz extracelular

Apressorio
v/ melanizado

Conl'dio
Mucilagem da
ponta do

b Q:D esporo

Autofagia

a
] e
Conidios
simpodiais P —— N
/ penetracao
i Membrana na ponta
das hifas invasivas
Plant cell y

Figura 2. Ciclo de vida de Pyricularia oryzae. (a) os conidios simpodiais sao
observados nos conidioforos. (b) conidios aderem na superficie do
hospedeiro com auxilio da mucilagem da ponta do esporo. (c) conidios
germinam e produzem hifas. (d) O apressoério melanizado é formado e, (e)
um pino de penetracdo d4 origem a hifas de infec¢do que tem aparéncia
bulbosa. Fonte: Adaptado de Ebbole, D.J., 2007.
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O tubo germinativo emerge do esporo, normalmente de sua extremidade afilada
(mais fina), e cresce através da superficie da folha, antes de se diferenciar no
apressorio em forma de cupula (TALBOT, 2003)

A formacao do apressorio requer uma superficie dura e hidrofébica. Uma vez
formado, 0 apressorio amadurece e gera turgor, acumulando altas concentracfes de
solutos compativeis, como o glicerol (de JONG et al., 1997). O apressorio possui uma
parede celular diferenciada, rica em quitina e contém uma camada distinta de
melanina entre a parede e a membrana celular (EBBOLE, 2007), que é essencial para
a geracao de turgescéncia e atua como uma barreira ao fluxo de soluto do apressorio
gue ocorre com a pressao gerada (CHUMLEY; VALENT, 1990).

A melanina desempenha um papel estrutural no fortalecimento do apressorio e
forma uma camada impermeével para evitar o vazamento de osmdlitos, que geram o
substancial turgor interno necessario para a penetracdo da cuticula (de JONG et al.,
2007).

O turgor celular é traduzido em for¢ca mecanica, que é exercida pela cavidade
de penetracdo, forcando-a através da cuticula da folha. Hifas fungicas ramificam
através do tecido da planta, resultando nas lesdes da doenca causando sintomas da
brusone do arroz. O fungo esporula a partir de lesées em condi¢cdes de alta umidade,
permitindo que o patdégeno se espalhe rapidamente para plantas de arroz adjacentes
pelo vento ou gotas de orvalho (TALBOT, 2003).

O crescimento invasivo de P. oryzae envolve um estagio biotrofico prolongado
no qual o fungo cresce dentro das células da planta hospedeira, circundado pela
membrana plasmatica da planta (EBBOLE, 2007). As células bulbosas ramificadas
formadas por P. oryzae durante a invasao inicial dos tecidos sao estruturas
especializadas de alimentacdo fungica adaptadas para derivar a nutricdo de células
vegetais vivas e podem ser anélogas aos haustorios produzidas por fungos biotroéficos
obrigatoérios, como oidio e ferrugem (TALBOT, 2003).

A natureza biotrofica das infec¢des por brusone do arroz também é sugerida
por evidéncias recentes de que o movimento do fungo de uma célula para outra pode
ocorrer por meio de plasmodesmos, pois as hifas invasivas se movem para as células
epidérmicas adjacentes. Além disso, o fungo parece nao ter capacidade de penetrar
em estdmatos que ndo possuem plasmodesmos compativeis com esse modo de
disseminagédo célula-célula (KANKANALA; CZYMMEK; VALENT, 2007). Somente

mais tarde, & medida que as lesdes se tornam aparentes, o fungo torna-se mais
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necrotrofico e, por essa razao, P. oryzae foi classificado como hemi-biotrofico, ou seja,
ataca células vivas, porém pode se desenvolver e reproduzir apos a morte dos tecidos
atacados (EBBOLE, 2007).

2.4 BIOLOGIA DO PATOGENO

O fungo que causa a brusone no arroz € chamado Magnaporthe oryzae
(anteriormente conhecido como Magnaporthe grisea). Produz esporos sexuais
(ascésporos) em estruturas denominadas de ascos, localizados em estruturas
especializadas chamadas de peritécio, classificando-o como um ascomiceto.

O resultado da germinacdo € chamado de micélio, que é septado e possui
nacleos haploides no seu interior.

A fase sexual, ou teleomorfica, do patégeno da brusone do arroz pode ser
produzida em laboratério. Porém, a fase sexual ndo tem sido encontrada em
condi¢cdes de campo. Sendo um ascomiceto, este fungo produz ascésporos hialinos,
de formato fusiforme (cilindricos com pontas afinadas) com trés septos. Com base em
recentes dados filogenéticos, moleculares e morfolégicos, isolados obtidos do arroz e
isolados obtidos de outras espécies proximas de gramineas como Eragrostris curvula,
Eleusine coracana, Lolium perenne, e Setaria spp. sdo taxonomicamente descritos
como Magnaporthe oryzae (COUCH et al., 2002), enquanto que isolados de Digitaria
sanguinalis (capim-colch&o) séo distintos e devem ser descritos como Magnaporthe
grisea (TOSA; CHUMA, 2014 ).

A fase assexual, ou anamoérfica, de Magnaporthe oryzae é descrita pelo nome
Pyricularia oryzae Cavara (anteriormente chamada P. grisea) e é caracterizada pela
presenca de esporos (COUCH; KOHN, 2002). Estes esporos, chamados conidios, sdo
geralmente compostos por trés células e sdo produzidos abundantemente sobre
lesGes e em meio de cultura em hifas especializadas, chamadas de conidiéforos. Os
conidios sao simples, secos, hialinos, septados, lisos, solitarios e podem ser terminais
ou laterais ao conidiéforo. Os conidi6foros sdo longos, delgados, livres e eretos,
presentes em lesdes caracteristicas da doenca (REIS; CASA, 2005) e podem conter
até 20 conidios (PRABHU; FILIPPI, 2006).

O género Pyricularia sp. possui esse home em referéncia a forma piriforme de

seus conidios (MURATA et al., 2014), sendo ainda que Pyricularia oryzae foi usado
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para se referir aos estagios assexuais do fungo da brusone como foi encontrado no
campo. Coldnias esporulantes em placas com meio de agar podem ter uma aparéncia

acinzentada.

2.5 CONTROLE DA DOENCA

O manejo da brusone em lavouras de arroz tem o objetivo de diminuir a
populacdo do patdgeno a niveis toleraveis, de maneira que ndo ocorram danos
econdbmicos e, para isso, devem ser executadas medidas preventivas como uso de
cultivares resistentes ou tolerantes a doenca, praticas culturais e controle quimico,
que ainda é considerado o mais eficiente (PRABHU; FILIPPI, 2006).

Entretanto, o controle quimico vem apresentando alguns problemas quanto a
sua eficiéncia e isto pode estar ligado aos aspectos biologicos do patdbgeno ou suas
variagfes genéticas, a fonte de indculo que pode ser de restos culturais, sementes ou
plantas hospedeiras e quanto a protecao de folhas e paniculas (MACIEL, 2011).

Ainda, outros fatores estdo ligados a esses resultados como a pressao de
selecdo, que esta fortemente relacionada ao numero de aplicacdes de fungicidas na
cultura, alternancia e uso de misturas de fungicidas em relacdo ao uso frequente de
um dnico principio ativo, tecnologia de aplicacdo, tempo de degradacéo das moléculas
fungicidas, etc (MA; UDDIN; OLAYA, 2009).

O uso de fungicidas para a protecdo de plantas € a pratica que apresenta a
melhor resposta no controle de doencas, no entanto, casos de resisténcia de P. oryzae
vem ocorrendo com alguns grupos quimicos, como por exemplo com os fungicidas do
grupo das estrobilurinas, que sdo amplamente utilizados no controle de doencas na
cultura do arroz (PARREIRA; NEVES; ZAMBOLIM, 2009).

Os ingredientes ativos fungicidas mais comuns sao pertencentes aos seguintes
grupos quimicos: azoxistrobina, picoxistrobina, fluoxastrobina, orizastrobina,
dimoxiystrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina e sdo conhecidos como fungicidas
inibidores da quinona oxidase, ou fungicidas Qol, pois apresentam apenas um modo
bioguimico de acdo que € a inibicdo da respiracdo mitocondrial, atuando no sitio Qol
(PARREIRA; NEVES; ZAMBOLIM, 2009).
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De forma mais especifica, casos de resisténcia de P. oryzae ao principio ativo
azoxistrobina foram relatados no Japao (FRAC, 2012). No Brasil, em trigo, ha relatos
de casos de resisténcia do patdgeno as estrobirulinas, mas nao de P. oryzae em arroz.

Contudo, o emprego continuo desse grupo quimico pode acelerar esse
processo, principalmente por P. oryzae ser um patdégeno com alta capacidade de
mutacdo e também pelos fungicidas desse grupo quimico atuarem em um Unico sitio
de acdo nas células fungicas, e isso pode representar alto risco de aquisicdo de
resisténcia para popula¢des fungicas (RODRIGUES et al., 2007).

Outro fungicida muito utilizado no controle de P. oryzae em todos 0s paises
produtores de arroz pertence ao grupo quimico benzotiazol, e tem como principio ativo
o triciclazol. Segundo Di Tullio e Baldi (2011), em 2009 aproximadamente 94% das
lavouras da Italia foram tratadas com triciclazol.

Essa ampla utilizacdo € devido, principalmente, pela alta eficacia no controle
sobre a doenca, como foi relatada por Titone, Mongione e Tamborini (2015), que apos
avaliarem a resisténcia de isolados de P. oryzae sobre cultivares italianas de arroz e
o efeito de triciclazol sobre a brusone, obtiveram mais de 80% de controle,
demonstrando que, apesar do longo periodo em que é utilizado, o fungicida é uma
fonte de protecéo indispensavel para manter a sanidade das lavouras.

Porém o mesmo nao foi observado em trabalho realizado por Kunova et al.
(2014), onde avaliaram a sensibilidade e a ECso de triciclazol em isolados que nunca
tinham sido expostos ao fungicida, e verificaram que a concentracdo efetiva, que inibiu
o crescimento micelial, foi menor quando comparado a dose para inibir o crescimento
de isolados coletados de lavouras onde ja haviam sido expostos ao produto,
concluindo assim que had uma diminuicdo da sensibilidade de P.oryzae quando
exposto ao triciclazol por um longo periodo. Na China casos de resisténcia de P.
oryzae a triciclazol foram relatados por ZHANG et al. (2009). Ja no Japéao Zhou et al.
(2013), afirmam que além do triciclazol ndo ser mais efetivo no controle da brusone,
ainda deixam residuos no ambiente.

No Brasil ainda ndo foram relatados casos de resisténcia de P. oryzae a
triciclazol, porém vem sendo utilizado amplamente em lavouras de arroz na tentativa
de controle da brusone, e isso pode induzir resisténcia devido a presséo de selecao.

Como alternativa na rotacao de principios ativos fungicidas e uso de produtos
menos nocivos ao meio ambiente, a casugamicina, que pertence ao grupo dos

antibiéticos/fungicidas, tornou-se uma opc¢ao aos orizicultores, porém apresenta
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limitacbes e carece de cuidados no seu uso. Esse produto possui modo de acéo
sistémica, protetora e curativa, e atua na inibicdo do crescimento de hifas de P. oryzae
em arroz, prevenindo o desenvolvimento de lesdes (COPPING; DUKE, 2007).

Comparativamente aos fungicidas tradicionais, apresenta fraca acéo inibitoria
para germinacdo de esporos, formacdo de apressorio na superficie da planta ou
penetracdo na epiderme da célula. Ainda, a casugamicina é considerada um produto
de médio risco de resisténcia por parte dos fungos em que é utilizado (COPPING;
DUKE, 2007).

Em estudos realizado por Miura (1976), foram encontrados falhas no controle
de brusone em arroz, pois naquela época ja havia ocorréncia natural de isolados de
P. oryzae resistentes a casugamicina no Japao. Mais recentemente, em pesquisa
realizada por Zhang et al. (2013), ao avaliarem a ECso de casugamicina em isolados
de P. oryzae coletados na provincia de Jiangxi, constataram grande variacdo das
doses testadas até obter controle, que chegou a 333 mg/L e foi determinada como
baixa eficiéncia do fungicidas e alto risco de resisténcia do patdégeno.

Em seus experimentos, McGhee e Sundin (2011), determinaram que a
exposicao de Erwinia amylovora a baixas concentracdes de casugamicina aumentou
o risco de desenvolvimento de resisténcia espontanea e que existe forte probabilidade
de resisténcia mdltipla, por haver multigenes envolvidos na resisténcia a
casugamicina. No Brasil ndo foram encontrados dados de estudos cientificos
relacionados a ECso de casugamicina para isolados de P. oryzae do arroz. Mesmo
assim, em trabalhos realizados com trigo e experimentos de arroz a campo,
demonstraram que quando a casugamicina foi aplicada de forma isolada nao foi obtido
total controle do patégeno, porém, quando utilizada em mistura a outros fungicidas,

houve maior controle e incremento nos indices de produtividade.

2.6 SISTEMA DE CULTIVO DO ARROZ X SOBREVIVENCIA DO PATOGENO

Os sistemas de cultivo de arroz mais utilizados no Rio Grande do Sul séo
convencionais, cultivo minimo e plantio direto e ambos estédo diretamente ligados as
condic¢Oes disponibilizadas para o desenvolvimento da cultura do arroz.

O sistema convencional de cultivo baseia-se no intenso revolvimento do solo,

pela ocasido do preparo primario (aracdo), seguido de preparo secundario mais
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superficial (grades e plainas niveladoras). Nesse sistema ha o revolvimento total do
solo e incorporacdo dos restos culturais, acelerando a decomposicédo da palhada.
Dessa forma ocorre maior acumulo de matéria organica (MO) e permite que o
nitrogénio (N) figue mais disponivel e em menor tempo (CUCU et al., 2014). Assim,
guando a cultura do arroz € estabelecida, a absorcéo desse nutriente € mais rapida e
isso pode influenciar diretamente sobre a ocorréncia de brusone, pois a severidade
da doenca é gradativamente influenciada pelo N, e isso se deve a rapida expansao e
menor espessura da parede celular, facilitando a penetragdo da hifa de infegcdo do
patogeno (WU et al., 2014). Esse aumento da pré-disposicado a doenca também pode
ser influenciado pela quantidade e modo de aplicagéo, forma disponivel e época de
aplicagdo do N durante o desenvolvimento da cultura do arroz (FREITAS et al., 2010).

Além disso, esse sistema de cultivo ocasiona a desestruturacao do solo e,
consequentemente, contribui para o maior acimulo de agua durante periodos mais
longos quando comparado aos sistemas de cultivos onde existe melhor drenagem
(ASSIS; LANCAS, 2010). Assim, pela ocasido do estabelecimento da cultura e no
decorrer do periodo de cultivo do arroz, o acumulo de 4gua permitira a formacéo de
microclima e, dessa forma, ira contribuir para o desenvolvimento de doencas, uma vez
gue excesso de umidade e periodos de calor excessivo fornecem as condicdes 6timas
para o desenvolvimento da brusone.

Outro método utilizado é o cultivo minimo, que apresenta menor mobilizacédo
do solo e pode ser realizado no verao ou final do inverno, sendo neste segundo caso
com uma antecedéncia que permita a formacéo de uma cobertura vegetal antes do
plantio do arroz. Neste sistema a incidéncia de plantas daninha é bastante reduzida
(SOSBAI, 2016), porém ainda assim permite a permanéncia de in6culo no solo, que
inicialmente pode incidir e se propagar nas plantas daninhas presentes na lavoura
(GLADIEUX et al., 2014; FISHER et al., 2012).

Ja em locais onde é adotado o sistema de semeadura direta, 0 solo ndo é
revolvido e tanto a aeracdo quanto a drenagem sédo melhores, evitando acumulo de
agua nos estadios iniciais da cultura, assim como, ha maior perda de nitrato por
lixiviagdo, menor decomposi¢cao dos restos culturais pela maior volatilizacdo da
amonia e imobilizacdo microbiana, sendo ainda que a introducdo de MO com alta
relacdo C/N incrementa a atividade microbiana, aumentando a mobilizagdo do N e,
consequentemente, sua menor disponibilidade inicial as plantas (SANTOS et al.,
1998).
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Nesse sistema, a semeadura do arroz ocorre diretamente sobre os residuos da
cultura anterior, sem que haja preparo do solo, proporcionando a permanéncia da
cobertura vegetal durante todo o ano e mantendo um aporte continuo de residuos que
contribuem para a reducéo da degradacao do solo (GOMES et al., 2004). Outro fato
decorrente € o favorecimento a sobrevivéncia do indculo de brusone uma vez que os
residuos, estando na superficie do solo, requerem mais tempo para a mineralizacao
e assim, facilita o surgimento da doenca devido a proximidade que estd em relacao
ao arroz (REIS; CASA; BIANCHIN, 2011). Ainda, como no RS essas areas sao
cultivadas geralmente com pastagens de inverno (aveia, azevém, ...), a permanéncia
de in6culo oriunda de culturas anteriores € maior, pois por ser um patégeno saprofito
e que incide sobre diversas culturas, sobrevive na forma de micélio dormente no
interior de tecidos de restos culturais, na forma de conidios ou hifas vegetativas (KIM
et al., 2009), permanecendo inativos até que as condicbes ambientais estiverem
favoraveis para a sua disseminacédo (REIS; CASA, 2007).

Além disso, como o manejo de irrigacao é realizado apos a emergéncia do
arroz, emergem também outras plantas daninhas, entre elas, o arroz vermelho (RAO
et al., 2007). Embora o arroz vermelho seja fisiologicamente e fenotipicamente
semelhante ao arroz cultivado, ele difere em varios tracos importantes, incluindo o
habito de debulha precoce de sementes, dorméncia, emergéncia prolongada etc. A
debulha precoce promove a propagacao de sementes na lavoura antes que 0 arroz
cultivado seja colhido (OTTIS et al., 2017). Essa permanéncia no solo interfere
negativamente, pois ao germinar, servird de hospedeiro para a brusone, permitindo
gue o indculo persista na lavoura por mais tempo (GIANINETTI; VERNIERI, 2007).
Dessa forma, quando isso ocorrer, o controle deve ser realizado preferencialmente
antes da semeadura do arroz.

Outro fator que contribui na permanéncia do inéculo de P. oryzae nessas areas
€ pela capacidade de parasitar hospedeiros secundarios ou plantas voluntarias de
diferentes familias que permanecem na lavoura durante a entressafra (WOOLHOUSE;
HAYDON; ANTIA, 2005; GLADIEUX et al.,, 2014; FISHER et al., 2012). Essa
possibilidade ocorre por meio de mecanismos evolutivos comuns entre patdbgenos que
vao se adaptando apés cada troca de hospedeiro, pois 0 genoma sofre alteragdes e
permite maior adaptacdo com o novo hospedeiro (RAFFAELE et al.,, 2010;
STUKENBROCK; BATAILLON, 2012). Porém no caso da P. Oryzae, a adaptacao ao

hospedeiro séo caracteristicas evolutivas adquiridas por espécies de Pyricularia sp.
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sob fortes pressdes de selecdo predeterminadas pelas plantas hospedeiras (ZHONG
et al., 2016).

Esses hospedeiros geralmente estdo localizados nas bordaduras ou em taipas
da lavoura e, em muitos casos, dificilmente sdo removidas e estéo sujeitos a infecgbes
causados por P. oryzae durante a auséncia do arroz (PARKER; GILBERT, 2004).
Dessa forma, procedimentos que contribuem na reducéo de indculo de P. oryzae em
lavouras de arroz devem ser adotados, principalmente a eliminagcdo das plantas
aquéaticas hospedeiras que estejam nas lavouras ou nos canais de irrigagao, taipas e
estradas internas (VIENE et al.,, 2013), além de restos de cultura apds a colheita
(“soca”). Exemplo da importancia da realizacao desse manejo foi relatado em trabalho
realizado na India com o propdsito de estudar o tempo de sobrevivéncia de P. oryzae
em plantas de azevém, onde foi observado que, mesmo apOs cinco anos, a
guantidade de conidios viaveis ainda era grande, e apds serem inoculados em plantas
de arroz, houve a manifestacéo dos sintomas da doenca (HARMON; LATIN, 2005).

Esses casos citados acima, podem demonstrar como P. oryzae € um fungo
agressivo, com habilidade de adaptacdo e sobrevivéncia, e sua vasta diversidade
genética. Assim, representa um desafio para desenvolver estratégias duradouras para
o seu controle (MCDONALD; LINDE, 2002), e devido a sua exposicdo a efeitos
ambientais exercendo pressdo evolutiva, ocasionaram taxas de mutacdo mais
rapidas, adaptacdo e sobrevivéncia nos hospedeiros secundarios (HOFFMANN;
SGRO, 2011; BADYAEV, 2005). Ainda, os impactos das mudancas adaptativas sado
evidentes pelo aumento da populacéo desse patogeno (FISHER et al., 2012), onde as
mutacBes indutiveis ao estresse, aceleraram a evolucdo adaptativa nas
populacdes (GALHARDO; HASTINGS; ROSENBERG, 2007). Desta forma, a alta
instabilidade gendmica e a diversidade genética de P. oryzae levam a quebra precoce
da resisténcia a doenca em variedades de arroz, o que constitui um desafio para os

produtores de arroz.

2.7 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PATOGENOS

Os patdégenos fangicos, especialmente hemibiotréficos, inicialmente

estabelecem uma relacdo biotréfica com o hospedeiro e supostamente produzem
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metabalitos secundarios téxicos principalmente durante a infeccao tardia (HORBACK
et al. 2011)

Nesse momento, os fungos produzem uma ampla variedade de metabdlitos
secundérios de baixo peso molecular que ndo sdo diretamente necessarias para o
crescimento basico ou processos celulares. Porém, de acordo com Spatafora e
Bushley (2015), sdo considerados essenciais em funcbes ecolégicas como
sensoriamento ambiental, interacdo microbiana ou patogénese.

Ainda, no caso de patogénese, a metabolizacdo de fitotoxinas fungicas
seletivas ao hospedeiro se fazem necessarias e cruciais para tal processo (TSUGE et
al., 2013)

Entre os metabdlitos secundarios sintetizados por vias complexas, podem ser
encontrados policetideos, terpenos, peptideos e alcaldides. No caso da P. oryzae,
muitos compostos fitotoxicos ja possuem estruturas conhecidas, incluindo muitos
derivados de policetideos aparentes semelhantes a piramiolol e piriculariol. Segundo
Dean et al. (2005), estima-se que 23 policetideos sintases estejam presentes na
sequéncia do genoma de P. oryzae, juntamente com seis sintetases peptidicas ndo
ribossémicas e oito genes hibridos nao ribossémicos.

Para Liu et al. (2011), outro fato importante é que esses metabdlitos podem ser
produzidos em diferentes fazes de desenvolvimento da P. oryzae, como por exemplo,
na identificacdo da cerosidade da superficie foliar do arroz, na degradacéo da parede
celular do hospedeiro ou até na ativacao de metabdlitos de defesa.

2.8 METABOLITOS SECUNDARIOS EM ESPECIES VEGETAIS

No decorrer do tempo, as plantas desenvolveram mecanismos complexos para
resistir a agentes patogénicos incluindo as respostas programadas a morte celular e
a libertacdo de proteinas relacionadas com a patogenicidade e explosdes
oxidativas. Outro mecanismo deste tipo é a sintese e liberagdo de metabolitos
secundarios toxicos para potenciais agentes patogénicos. Este reconhecimento ativa
vérias respostas de defesa vegetal, incluindo a producéo de fitoalexinas, sinalizacao
de metabdlitos primarios, producdo de espécies reativas de oxigénio, producado de

protease e quitinase, reticulacdo de polimeros de parede celular, producdo de
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proteinas relacionadas a patogénese e resposta hipersensivel, morte celular
localizada (SUDHA et al., 2002).

Estes metabolitos secundarios oferecem uma vantagem de sobrevivéncia a
planta durante o ataque de patdgenos, e possuem varias fungdes, tais como meios de
dissuasdo de alimentacdo, compostos alelopaticos e agentes antimicrobianos que
podem ser adquiridos ou induzidos (fitoalexinas) (IRITI et al., 2009).

As fitoalexinas sdo metabolitos secundarios induziveis que possuem atividade
antimicrobiana em relacdo aos fitopatdgenos. Abaixo estdo citados os principais
metabdlitos secundarios existentes em poaceas e suas vias metabdlicas.

Benzoxazindides sdo uma classe de metabolitos secundarios amplamente
distribuidos em cereais, exercendo uma série de papéis bioldgicos, incluindo
alelopatia, resisténcia a insetos e defesa contra patdégenos. S&o sintetizados a partir
do aminoécido triptofano na via chiquimato. Estdo presentes no trigo, no entanto, ndo
foram encontrados em variedades cultivadas de aveia, arroz e milha.

Os terpenos e terpendides sdo a maior e mais diversificada classe de
metabolitos secundarios com mais de 40.000 compostos descritos (MORRONE et al.,
2012). Os terpenos sao sintetizados a partir da unidade de base de isopreno cinco
atomos de carbono (Cs Hs) pela mevalonato ou via ndo-mevalonato. A presenga de
um grande numero de compostos terpendides no arroz tem sido positivamente
correlacionada com a reducéo da infec¢éo por patdégenos (PETERS, 2006). Foram
identificados quatro diterpenoides, produzidos em folhas de arroz sobre
a infeccdo por Pyricularia oryzae, sendo momilactonas A e B, e oryzalexinas A e D,
as quais apresentaram atividade antifUngica contra o patégeno. Mais tarde,
oryzalexina S e orzyalexina E e F foram descobertos como diterpenoides adicionais
com potente atividade antifingica (KATO et al., 1994). Esse metabdlito também é
encontrado em aveia e trigo.

Os flavondides sdo uma grande classe de metabdlitos fendlicos de fitoanticipina
e fitoalexina sintetizados a partir de fenilalanina na via xikimato e inclui os flavonais,
flavonas, flavanonas, antocianidinas, proantocianidinas e chalconas. Desempenham
um papel extenso em muitos processos de plantas tais como resisténcia da planta,
defesa, sinalizacdo e simbiose (TREUTTER, 2006). Um numero de flavonéides pré-
formados (fitoanticipans) pertencentes a classe de anti-anidanidina inibem o

crescimento e a germinacao de esporos de P. oryzae em arroz e trigo.
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Glicosideos cianogénicos estdo presentes em mais de 2.600 espécies de
plantas e uma série de cereais, incluindo o trigo, cevada, aveia, centeio, sorgo, painco,
cana-de-acucar, milho e arroz (JONES, 1998). Estes compostos sédo derivados dos
aminoécidos valina, leucina, isoleucina, fenilalanina ou tirosina e do aminoacido néo-
proteina ciclopentenil-glicina biossintetizados via xikimato (NIELSEN et al., 2002).
Ocorre na presenca se sinais liberados pelo ataque de herbivoros ou patégenos.

As saponinas sdo uma classe de triterpenos glicosilados; esteroides e
alcaldides esteroides sintetizados a partir da via mevalonato ou ndo mevalonato em
plantas, e estdo ausentes na maioria das plantas monocotiledéneas e todos os cereais
com excecao da aveia. Possuem uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo
antimicrobiana, inseticida, acdo alelopatica. A aveia contém dois tipos de saponinas,
quatro avenacinas triterpenoides e dois avenacosideos esteroides presentes nas
raizes e folhas, respectivamente (PRICE et al, 1987). As avenacinas sao ativas na
sua forma glicosilada natural na planta, em contraste com o0s avenacosideos,
benzoxazanoides e muitos outros compostos antifingicos que sdo ativos apenas nas
suas formas aglicona (CROMBIE et al., 1984; INGHAM,1973).

Também existem outras fitoalexinas terpendides em diversas espécies, como
tabaco (Nicotiana tabacum), algodédo (Gossypium hirsutum), batata-doce (Ipomoea
batatas), etc. Apesar de existir uma grande diversidade de monocotiledéneas, o maior
grupo de fitoalexinas terpenoidais de Poaceas ocorre nos géneros Oryza e Zea
(HARBONE, 1999).

Em plantas, os precursores de isoprendide de difosfato de isopentenilo e
pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) podem ser derivados do fosfato de mevalonato ou
metileritritol. A via do fosfato de metileritritol (MEP) conduz a biossintese do geranil
geranil difosfato e da via de biossintese diterpenoide (OKADA, 2007). Ja a producéo
de geranil geranil difosfato no arroz provavelmente ocorre nos plastidios pela via do
fosfato de metileritritol, enquanto os sesquiterpenos e triterpenos sdo normalmente

sintetizados no citoplasma através da via do mevalonato (VRANOVA et al., 2013).

2.9 CONDICOES AMBIENTAIS X METABOLITOS

Espécimes das mesmas espécies de plantas que crescem sob diferentes

condicbes ambientais apresentam diferencas significativas na producdo e
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acumulacédo de metabdlitos primarios e secundarios (PAVARINI et al., 2012), e isso
pode ser encontrado em plantas de uma mesma espécie cultivadas em diferentes
condi¢bes ambientais.

Influenciados por fatores ambientais, os metabdlitos secundarios atuam como
uma interface quimica entre a planta e seu ambiente (RAMAKRISHNA et al., 2011).

Essa interacdo quimica é mediada principalmente pela biossintese de
metabdlitos secundarios, que exercem seus papeéis biolégicos, como uma resposta
plastica adaptativa ao seu ambiente. Tal interacdo quimica inclui frequentemente
variacfes na producéo de metabolitos de plantas (GUTBRODT et al., 2012; SZAKIEL
et al., 2010).

Alguns processos podem ser as principais fontes de variacdo nos niveis de
metabolitos para espécies de plantas individuais. Esses processos envolvem
aclimatacdo a longo prazo ou adaptacao local, diferencas sazonais relacionadas a
fenologia ou mudancas ambientais nos fatores bidticos e abidticos, diferencas
geograficas envolvendo diferentes populacdes (diferencas genéticas dentro de uma
espécie vegetal) ou diferentes condicdes ambientais do local de crescimento da
espécie, e até mesmo pela diferenca de espécies de seus potenciais predadores ou
patdgenos presentes no ambiente em que séo cultivadas (TELASCREA et al., 2007).

A ocorréncia de metabdlitos tais como acUcares, sesquiterpenos lactonas e
fendlicos nas partes de folhas e caule, podem estar correlacionados com a quantidade
de chuvas e mudancas de temperatura. A distribuicdo dos metabdlitos na
inflorescéncia e nas partes radiculares pode ser afetada principalmente pela variacéao
de alguns nutrientes do solo como Ca, Mg, P, K e Cu, e podem estar relacionadas a
varios papéis fisioloégicos que tais nutrientes desempenham em plantas superiores,
uma vez que esses nutrientes sdo essenciais para o crescimento e funcionamento
normal do metabolismo.

O acumulo de ésteres de derivados do 4cido trans-cindmico nas raizes de solos
com niveis mais baixos de macronutrientes pode ser uma resposta a menor
disponibilidade de nutrientes, uma vez que os polifendis ligados aos sesquidxidos tém
a capacidade de prevenir a adsorcéo do fosfato. Além disso, os acidos fendlicos tém
também a capacidade de sorver o fosfato ligado, aumentando assim a disponibilidade
de P inorganico no solo, além do facto de que os compostos fendlicos também podem

reter cations inorganicos permutaveis (Ca, Mg e K) (JONES et al., 2013)
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A abordagem sobre os efeitos dos fatores ambientais sobre o metabolismo de
plantas € denominada metabolomia. Para a realizacdo desses estudo podem ser
comparados diferentes espécies da mesma familia, ou individuos de populacdes da
mesma espécie que crescem sob diferentes condi¢des ambientais, ou mudancas na
producdo de metabdlitos de individuos dentro da mesma populacdo em diferentes
estacdes (JONES et al., 2013; ARBONA et al., 2013; KIM et al., 2010).

Varios fatores climaticos, como a disponibilidade de 4gua, a temperatura e a
radiacdo solar, sdo bem descritos como capazes de influenciar a producéo de
metabodlitos (RAMAKRISHNA et al.,, 2011). Assim, as plantas sob condi¢cdes de
estresse induzidas por fatores climaticos (seca, altas temperaturas, congelamento,
ampla amplitude térmica, altos niveis de radiacao solar) podem mostrar mudancas na
producédo de diferentes classes de metabdlitos.

Geralmente amostras de folhas e de caule coletadas durante os periodos mais
secos sao mais ricas em metabdlitos secundarios, como as lactonas sesquiterpénicas,
particularmente nos meses frios, enquanto ocorre aumento na producao de derivados
éster de acido trans-cinamico durante os meses quentes. J4 em amostras coletadas
de folhas e caules durante o periodo de transi¢cao entre as estacfes seca e chuvosa
produziram niveis intermediarios de metabdlitos primarios e secundarios.

Para inflorescéncias, a temperatura e a radiacdo solar também podem
influenciar a producéo de metabalitos.

O mecanismo envolvido na influéncia de fatores climaticos no metabolismo
pode estar relacionado a inducéo sazonal de fatores de estresse na planta, tais como:

() estresse de seca, que pode causar uma reducao da taxa fotossintética

com o consequente aumento de producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), resultando em um aumento na produg&o de compostos
fendlicos (antioxidantes naturais) durante a estacdo seca como
mecanismo de defesa (ARBONA et al., 2013; RAMAKRISHNA et al.,
2011; REDDY et al., 2004);

(I estresse térmico causado por grande variacdo de temperatura durante
0 ano, especialmente durante periodos mais secos, que podem afetar a
regulacdo metabdlica, a permeabilidade & 4gua e CO:2 e a taxa de
reacoes intracelulares (RAMAKRISHNA et al., 2011; MORISON et al.,
1999) bem como melhorar as propriedades antioxidantes com um
aumento da disponibilidade de carboidratos (MORISON et al., 1999) ; e
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(Il)  estresse por radiacdo solar, particularmente radiacdo UV-B (280-320
nm), que afeta principalmente a producdo de compostos fendlicos
(taninos, antocianinas, flavondides e outros derivados de acidos trans -
cin@micos) que, além de contribuir para a absor¢éo e / ou dissipacao da
energia solar, proporcionam protecdo contra os efeitos deletérios da
radiacdo UV, tais como lesdes teciduais induzidas diretamente por UV-
B ou formacao de radicais livres e outras espécies oxidativas (GRACE
et al., 2000; ROZEMA et al., 1997) .

Assim, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar a viruléncia de isolados de
Pyricularia oryzae sobre espécies pertencentes a familia poaceae, e a inoculagédo
bidirecional de isolados obtidos de lesdes dessas espécies sobre Oryza sativa, para

obter respostas sobre os hospedeiros do patégeno virulento para a cultura do arroz.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Fitossanidade — Fitopatologia,
no Departamento de Defesa Fitossanitaria, em casa de vegetacdo e em laboratorio,
na Clinica Fitossanitaria, localizada na Universidade Federal de Santa Maria, Lat.
29°43’05.59”S e Long. 53°43°'00.71”0, em Santa Maria, RS.

3.1 EXPERIMENTO 1: Viruléncia de isolados de P. oryzae sobre espécies da familia

Poaceae

Esse experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com 5 repeti¢cdes, em esquema fatorial 15 x 2, sendo o fator A= hospedeiros e

fator B= isolados.

3.1.1 Isolados

Para este trabalho, foram utilizados dois isolados de P. oryzae. O primeiro
isolado (Isolado 1) foi fornecido pela Embrapa Arroz e Feijdo, e teve como origem
folhas de arroz, cultivar IRGA 424 RI, com lesdes de brusone, coletadas em lavouras
do Estado de Tocantins, isolado em laboratério e identificado como PY 11.208.

O segundo isolado (Isolado 2), foi obtido de folhas de plantas de arroz, cultivar
Guri INTA CL, contendo lesbes caracteristicas de brusone, coletadas em uma lavoura
localizada na cidade de Dona Francisca-RS.

No laboratério, em camara de fluxo laminar, foram coletados fragmentos de
tecido foliar a partir de folhas contendo lesbes caracteristicas da doenca. Esses
fragmentos foram individualmente desinfetados durante 30 segundos por imersdo em
alcool 70% e em hipoclorito de sédio (NaClO) diluido a 0,5% por 1 minuto, seguido de
trés lavagens com agua destilada estéril. Posteriormente, os fragmentos foram
distribuidos em caixas de acrilico do tipo gerbox, contendo no fundo uma folha de
papel filtro estéril, saturadas com &gua destilada e esterilizada (Figura 3A), e

incubados em B.O.D., a 28°C e fotoperiodo de 12 horas, até ocorrer esporulacao.
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Apo6s 18 horas, foi possivel verificar a presenca de conidios sobre as lesbes
foliares (Figura 3B, C e D), que foram coletados e inoculados em placas de Petri com
20 ml de meio de cultura BDA (batata 200 g, dextrose 15 g, &gar 16 g por litro de agua)
+ estreptomicina (0,2 g L) para fins de crescimento micelial.

Figura 3. Camara tmida montada com folhas de arroz cultivar Guri INTA CL contendo
les@es tipicas de brusone (A); Lesdo esporulativa tipica de brusone em folha
de arroz (B); Lesdes de brusone em folhas de arroz com a presenca de
conidioforos de P. oryzae originados apdés 48h em camara Umida
observadas em microscépio estereoscopico marca Olympus SZ-40 (C e D).
Fonte: do autor. Santa Maria, RS, 2019.

Apbs o crescimento e esporulacao da P. oryzae, realizou-se o isolamento para

cultivo monospérico conforme metodologia descrita por TAKASI (1970). Para isso, 10
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mL de agua destilada e esterilizada misturada com solucéo de Tween 80 (0,1%), foi
adicionada no interior de uma placa com crescimento e esporulacdo de P. oryzae,
realizando nesse momento uma raspagem superficial com o auxilio de uma alga em
L, fixada em um Cabo De Kolle, para desprendimento dos conidios dos conidiéforos.
Em seguida, realizou-se a filtragem dessa suspensao com auxilio de gaze estéril e a
contagem dos conidios em camara de Neubauer.

Para auxiliar no momento da inoculacdo da suspensao de conidios nas placas
e posterior remogdo dos conidios germinados, linhas longitudinais de cor amarela
foram marcadas na parte externa do fundo das placas de Petri. A solucéo foi aspirada
com o auxilio de uma micropipeta esterilizada marca Kacil, equipada com ponteira de
1 mL de capacidade (Figura 4A). Em seguida, com as placas a 45° de inclinacéo,
realizou-se a deposicao da solugéo, em placas de Petri contendo 20 mL de meio de

cultura Agar-agua, sendo que o Agar utilizado na proporcéo de 1,5%.

Figura 4. Placa de Petri com linhas amarelas para auxiliar na inoculacdo da
suspensao de conidios sobre meio de cultura agar-agua, com auxilio de
micropipeta marca Kacil (A); Conidios iniciando a emissdao do tubo
germinativo apos 6 horas de incubacgéo (B); Conidio ap6s 12 horas de
incubacédo (C). Fonte: do autor. Santa Maria, RS, 2019.
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3.1.2 Preparo da suspensdao de conidios

Discos de micélio com 5mm de didmetro foram cortados e colocados em
frascos Erlenmeyer, contendo 100 gramas de trigo esterilizado trés vezes para
propagacédo e esporulacdo do fungo (Figura 5A e B). Os frascos foram fechados e
incubados em camera tipo B.O.D., com temperatura ajustada para 28°C e fotoperiodo
de 12 horas. ApOs crescimento e esporulacdo do fungo (+ou-15 dias), adicionou-se
agua estéril no interior do frasco suficiente para cobrir 2 cm acima das sementes e
procedeu-se a agitacdo manual por 2 minutos para liberacdo dos conidios. Apés a
solucéo foi coada para remocéao dos graos de trigo e filtrada em gaze para retirada de
suspencdes indesejadas. Por fim, amostras da solucdo foram obtidas para a
contagem de conidios com auxilio da cAmaras de Neubauer. A concentracdo foi
ajustada para uma 3x10° conidios.mL!, conforme metodologia e recomendagéo
descrita por Dias Neto et al. (2010). Antes da inoculacdo, o equivalente a 1 mL por
litro de Tween 80 (0,5%) foi adicionado no interior do frasco com o objetivo de diminuir
a tensao superficial da agua e possibilitar melhor cobertura foliar da suspenséo.

Figura 5. Micélio de P. oryzae crescido em gréos de trigo em frasco Erlenmeyer ap6s
10 dias de incubacéo em B.O.D (A e B). Fonte: do autor. Santa Maria, RS,
20109.
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3.1.3 Cultivo de plantas hospedeiras

Para a realizagdo desse experimento, foram utilizadas 15 hospedeiros
pertencentes a seis espécies da familia Poaceae, sendo eles as cultivares de arroz
IRGA 424’, 'IRGA 424 RI’, IRGA 425’, ‘BRS A701 CL’, ‘Guri INTA CL’, ‘Puita INTA
CL’, ‘EPAGRI 108 e ‘SCS 121 CL’, Arroz vermelho, Arroz preto, Capim arroz
(Echinocloa spp.), Azevém (Lolium multiflorum) cultivar ‘BRS Ponteio’, trigo (Triticum
aestivum) cultivar ‘Toruk’, Aveia preta (Avena strigosa) cultivar ‘lapar 61’ e Aveia
branca (Avena sativa) cultivar ‘URS 21’.

Cada hospedeiro foi cultivado em cinco copos plasticos previamente
perfurados, com capacidade de 300 mL, contendo substrato comercial marca
Mecplant®. Em cada copo foram semeadas 10 sementes (Figura 6). Cada copo foi

identificado com 0 nome do hospedeiro e isolado inoculado.

Figura 6. Demonstracdo do método de semeadura realizada no experimento. Fonte:

Esses copos foram mantidos em bandejas de polipropileno para fins de
irrigacéo por capilaridade (Figura 7A, B e C), em estufa climatizada, com temperatura
controlada de 25+2°C. Aos 20 DAE, para aumentar a predisposicdo a brusone,
realizou-se adubacé&o nitrogenada com quantidade equivalente a 5 g de nitrogénio por
m? (RIBEIRO; TERRES, 1987) e posterior irrigacédo por aspersao.
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Figura 7. (A) Semeadura dos copos e alocacdo em bandejas de polipropileno; (B)
Registro realizado seis dias apés a emergéncia; (C) registro realizado aos
20 dias apds a emergéncia. Fonte: do autor. Santa Maria, RS, 2019.

3.1.4 Inoculacéao dos isolados

Dois dias apds receberem a adubacao nitrogenada, as plantas foram levadas
ao laboratério e acondicionadas em camera de crescimento, equipada com um
umidificador portétil e iluminagéo artificial com lampadas LED, com fotoperiodo de 12
horas e temperatura de 28°C (Figura 8A, B e C).

Apos 24 horas sob condicdo de alta umidade, procedeu-se a inoculacdo da
suspensao de esporos por meio de aspersao sobre as plantas, com aspersor manual
(Figura 8D), até o total molhamento da superficie foliar, adaxial e abaxial, e
reincubadas por mais dois dias, porém sem a presenca de luz.

Esse procedimento foi adotado com o objetivo de realizar a inoculacdo em um
local com menor chance de contaminacédo e para fornecer as condi¢des 6timas para

a ocorréncia da doenca.
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Figura 8. Verificacdo da temperatura interna da camera com auxilio de termémetro
digital (A); Vista externa da camera de crescimento montada no laboratorio
de fitopatologia (B); Condicdo de alta umidade no interior da camara de
crescimento (C); e Momento da inoculagdo da suspenséo de conidios sobre
as plantas hospedeiras (D); Fonte: do autor. Santa Maria, RS, 2019.

Apés dois dias, as plantas foram levadas para a casa de vegetac¢ao climatizada.
A irrigagdo passou a ser realizada por microaspersores suspensos, acionados
automaticamente a cada 1 hora, no periodo das 8 as 19 hs, por 20 segundos cada
irrigacdo. Assim, foi possivel manter maior umidade e molhamento foliar constante,
pois segundo Cardoso et al. (2008), a doenca ocorre com maior intensidade sob altas

temperaturas (25 a 30 °C) e humidade acima de dez horas de molhamento foliar.
3.1.5 Avaliacbes
Aos 2, 5,7, 14,18, 21 e 28 DAI (dias ap6és inoculacao) a severidade da doenca

foi avaliada a partir do surgimento das les@es foliares, conforme a escala de notas de
nove graus proposta pelo IRRI (IRRI, 2013) (Tabela 1), de modo que o conjunto do
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tipo, tamanho de lesGes e porcentagem de area foliar afetada foram classificadas

como resistentes para notas de 0 a 3 e suscetiveis para notas de 4 a 9.

Tabela 1. Escala de notas proposta pelo IRRI (2013) para avaliagao da severidade de

brusone. Santa Maria, 2019.

ESCALA IRRI (para experimentos de brusone)

Nota Observacéao

O Nenhuma lesdo observada;

1 Pequenas manchas marrons de tamanho de ponta de alfinete ou
manchas marrons maiores sem centro de esporulacdo.

2 Pequenas manchas cinzentas necroticas, arredondadas a ligeiramente
alongadas, com cerca de 1-2 mm de diametro, com uma margem castanha
distinta. As lesdes sdo encontradas principalmente nas folhas inferiores.

3 O tipo de lesédo é o mesmo da escala 2, mas ha um numero significativo
de lesdes nas folhas superiores.

4 Lesbes tipicas de brusone com 3 mm ou mais, infectando menos de 4%
da area foliar.

S Lesdes infectando 4-10% da area foliar.

6 Infecc@o por lesbes 11-25% da area foliar.

7 LesBes em 26-50% da area foliar.

8 LesBes em 51-75% da éarea foliar e muitas folhas estdo mortas.

9 Mais de 75% da area foliar afetada.

Aos 30 DAI, foi realizada a avaliagdo para quantificar e comparar a

patogenicidade dos isolados sobre os hospedeiros. Para isso, foram contados o

nimero de lesbes em 10 folhas escolhidas aleatoriamente em cada unidade

experimental. Nessas mesmas folhas, realizou-se também a medicédo do comprimento

das lesBes de brusone com auxilio de paquimetro. Os resultados do nimero de lesdes

e tamanho de lesdes foram submetidos ao teste de comparacdo de médias Skott-

Knott a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do programa estatistico SISVAR®
(SILVA; AZEVEDO, 2006).
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3.1.6 Resultados e discussoes

ApGs inoculacdo dos Isolados 1 e 2 sobre os 15 hospedeiros pertencentes a
familia Poaceae, sintomas caracteristicos da doenca foram identificados em alguns
deles. As avaliagcbes da incidéncia da doenca e o grau de suscetibilidade
apresentaram grande variacao.

Abaixo, nas Tabela 2 e 3, estdo relacionados os hospedeiros e as notas
estipuladas conforme a escala de notas proposta pelo IRRI para cada um dos

isolados.

Tabela 2. Resultados da avaliagdo de suscetibilidade dos hospedeiros inoculados
com o Isolado 1 conforme a escala de notas proposta pelo IRRI. Santa
Maria-RS, 2019.

ISOLADO 1
Dias Apo6s Inoculagéo (DAI)
2 DAl 5DAI 7DAI  14DAI 18DAI 21DAI 28DAI

HOSPEDEIROS

IRGA 424 0 1,28* 2,52 4,08 4,42 5,9 6,04**
IRGA 424 Rl 0 1,72 3,64 4,12 4,52 5,48 6,22
IRGA 425 0 1,48 2,56 2,94 3,24 4,26 5,50
BRS A701 0 0 0 1,06 1,40 1,74 2,02
Guri INTA CL 0 0 0 0 0 0 0
Puita INTA CL 0 0 0 0 0 0 0
Epagri 108 0 0 0 0 0 0 0
SCS 121 CL 0 0 0 0 0 0 0
Arroz vermelho 0 0 0,78 1,12 1,42 1,66 2,08
Arroz preto 0 0 0,86 1,24 1,98 1,72 2,1
Capim arroz 0 0 0 0 0 0 0
Azevém 0 1,16 2,54 3,92 5,74 7,22 8,8
Trigo 0 1,06 1,42 2,26 3,02 3,56 4,08
Aveia Preta 0 1,18 1,44 2,60 2,96 3,48 3,92

Aveia branca 0 0 1,10 1,34 1,60 1,86 2,3
*Médias das notas atribuidas em cada avaliacdo sobre lesdes tipicas de brusone em 50 folhas (10
folhas de 5 repeticbes) de cada hospedeiro inoculado. *NUmeros em negrito com média acima de
guatro classificam o hospedeiro como suscetivel ao Isolado 1 conforme escala de classificacdo IRRI

Aos 2 DAI nao foram observadas lesdes visiveis em nenhum hospedeiro
inoculado com o Isolado 1. Na segunda avaliacdo, realizada aos 5 DAI foram
identificados os primeiros sinais de lesdes foliares em seis hospedeiros. Aos 7 DAI,
esse numero subiu para nove, porém continuavam classificados como resistentes,

com base na escala de notas do IRRI. As médias obtidas aos 14 DAI, classificou as
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cultivares ‘IRGA 424’ e ‘IRGA 424 RI’ como suscetiveis ao Isolado 1. Aos 18 DAI o
azevém atingiu média que também o classificava nessa categoria. Aos 21 DAI a
cultivar ‘IRGA 425’ obteve média de 4,26. As médias obtidas na avaliacao realizada
aos 28 DAI demonstrou que a cultivar de trigo ‘Toruk’ também foi suscetivel ao Isolado
1.

Tabela 3. Resultados da avaliagdo de suscetibilidade dos hospedeiros inoculados
com o Isolado 2 conforme escala de notas proposta pelo IRRI. Santa Maria-
RS, 2019.

ISOLADO 2
Dias Apo6s Inoculagéo (DAI)

HOSPEDEIROS

2 DAl  5DAI 7DAlI  14DAl 18DAI 21DAl 28DAI
IRGA 424 o* 1,16 1,96 2,74 3,32 3,86  4,32*
IRGA 424 RI 0 0 0 0 0 0 0
IRGA 425 0 1,32 1,52 2,28 2,86 3,54 4,38
BRS A701 0 0 0,82 1,16 1,46 1,84 2,26
Guri INTA CL 0 1,40 2,24 2,88 4,12 5,82 7,04
Puita INTA CL 0 0 1,46 3,34 4,26 4,92 6,18
Epagri 108 0 0 0,86 1,28 1,36 1,80 2,06
SCS 121 CL 0 0 1,02 1,40 1,62 1,84 2,12
Arroz vermelho 0 0 0,92 1,36 1,54 1,72 2,08
Arroz preto 0 0 0,86 1,10 1,28 1,58 2,04
Capim arroz 0 0 0 0 0 0 0
Azevém 0 1,26 1,92 3,04 5,08 5,90 7,10
Trigo 0 1,10 1,62 2,44 3,10 3,74 4,42
Aveia Preta 0 0 1,28 2,36 2,92 3,44 3,90
Aveia branca 0 0,68 1,12 1,46 1,62 1,84 2,02

*Médias das notas atribuidas em cada avaliacdo sobre lesdes tipicas de brusone em 50 folhas (10
folhas de 5 repeticbes) de cada hospedeiro inoculado. *NUmeros em negrito com média acima de
guatro classificam o hospedeiro como suscetivel ao Isolado 2 conforme escala de classificagao IRRI.

Para a avaliagdo de suscetibilidade ao Isolado 2, seis hospedeiros
apresentaram os primeiros sinais de lesdes foliares aos 5 DAI. Aos 7 DAI os sintomas
foram observados em 13 hospedeiros. Aos 14 DAI esse numero permaneceu igual,
porém em todas elas, os valores das médias encontradas aumentaram
consideravelmente. Aos 18 DAI as cultivares de arroz ‘Guri Inta CL’, ‘Puita INTA CL”
e azevem foram classificadas como suscetiveis ao Isolado 2. Aos 21 DAI o niumero
de hospedeiros suscetiveis permaneceu igual. Por fim, aos 28 DAI, as cultivares de
arroz “IRGA 424’ IRGA 425’ e trigo também atingiram médias acima de quatro,
totalizando 6 hospedeiros suscetiveis ao Isolado 2.
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Conforme mencionado por Arruda et al. (2005), a utilizacdo de escalas de
resisténcia, como a utilizada nesse trabalho, € uma importante ferramenta, pois
fornece parametro mais precisos quando comparado a indica¢cdes da incidéncia ou
nao da doenca.

Na avaliacdo do numero de lesGes (Tabela 4), as médias apresentaram
diferenca estatistica significativa entre hospedeiros e entre isolados. Segundo
Bergamin Filho e Amorim (1996), a avaliacdo do niumero de lesdes € uma variavel
importante e que pode explicar a progressao da doenca tanto pelo aumento do nimero
de novas lesdes, assim como pelo crescimento das ja existentes. Além disso, para

Araujo e Prabhu (2004), essa avaliacao caracteriza-se como muito precisa.

Tabela 4. Médias das notas da avaliagdo do niumero de lesdes causadas por isolados
de Pyricularia oryzae inoculados sobre 15 hospedeiros pertencentes a
familia Poaceae. Santa Maria, RS, 2019.

N° de Lesdes

HOSPEDEIROS

Isolado 1 Isolado 2
IRGA 424 6,8 Ag W 3,24 Bd
IRGA 424 RI 8,12 Ah 0,00 Ba
IRGA 425 6,44 Ag 3,24 Bd
BRS A701 2,8 Ab 2,2 Bc
Guri INTA CL 0,00 Ba 9,2 Al
Puita INTA CL 0,00 Ba 7,36 Ah
Epagri 108 0,00 Ba 2,16 Ac
SCS 121 CL 0,00 Ba 1,6 Ab
Arroz vermelho 3,96 Ad 3,84 Ae
Arroz preto 3,48 Ac 3,96 Ae
Capim arroz 0,00 Aa 0,00 Aa
Azevém 6,68 Ag 5,60 Bf
Trigo 4,60 Be 5,84 Af
Aveia Preta 5,28 Bf 6,72 Ag
Aveia branca 4,20 Ad 3,44 Bd
Média 3,49 3,89

(' Médias seguidas pela mesma letra na linha (maitsculas) e na coluna (mindsculas) ndo diferem entre
si pelo teste de Skott-Knott, a 5% de probabilidade de erro; Letras mailsculas comparam as médias na
linha (comparacgéo da viruléncia dos diferentes isolados a um mesmo hospedeiro). Letras minUsculas
comparam as médias na coluna (comparacdo da suscetibilidade entre os hospedeiros a um
determinado isolado). CV numero de lesbes (%) = 12,21.

Com base nos resultados, a cultivar de arroz ‘IRGA 424 RI’ apresentou o maior
namero de lesbes para o Isolado 1, porém foi resistente ao Isolado 2 demonstrado

pela auséncia de lesdes.



45

As cultivares ‘IRGA 424’, ‘IRGA 425’ e azevém nao diferiram estatisticamente
entre si, mas apresentaram maior numero de lesdes para o Isolado 1 quando
comparadas a plantas inoculadas com o Isolado 2.

As cultivares de arroz ‘Guri INTA CL’, ‘Puita INTA CI’, ‘Epagri 108’, ‘'SCS 121
CI' e capim arroz, ndo apresentaram lesdes para isolado 1. Dessa forma, para fins de
confirmacdo dos resultados previamente obtidos, a inoculacdo do Isolado 1 foi
novamente realizada, tanto em hospedeiros resistentes, quanto em hospedeiros
suscetiveis. Nessa ocasi@o, sementes foram obtidas de duas fontes distintas, para
descartar a possibilidade de erro na identificacéo das cultivares.

Os resultados encontrados anteriormente se repetiram, demonstrando a
viruléncia do Isolado 1 sobre a cultivar IRGA 424 RI’ e a aviruléncia sobre as cultivares
‘Guri INTA CL’, ‘Puita INTA CL’, ‘Epagri 108 e ‘SCS 121 CL’. As sementes das
cultivares ‘Guri INTA CL’ e ‘Puita INTA CL’, ambas classificadas como suscetiveis ao
patdgeno, foram produzidas no RS. Ja as sementes das cultivares ‘Epagri 108’,
classificada como suscetivel, e ‘SCS 121 CI’, classificada como médio/resistente,
foram produzidas em SC.

De acordo com Chen et al. (1995), isso pode ser explicado devido a
diferenciacdo genética da populacdo de P. oryzae, que podem ocorrer de duas
formas, sendo geografica, no local onde foi obtido o isolado, influenciado pelo clima e
plantas hospedeiras, e temporal, pelo tempo em que esteve presente e sobre quais
plantas teve contato, e ter essa diferenciacdo atribuida, na maioria das vezes, a
selecédo feita no hospedeiro.

Assim, isso pode ajudar a justificar os resultados apresentados pelo Isolado 1,
que foi obtido de plantas de arroz cultivar “IRGA 424 RI’, em lavoura do Estado de
Tocantins. Pressupfe-se que esse seria o principal motivo de ter sido virulento para a
mesma cultivar utilizada nesse experimento. Ainda, segundo Santos et al. (2012),
existe grande variabilidade na patogenicidade de P. oryzae nesse Estado,
demonstrado pela identificagdo de 21 ragas fisiologicas entre 119 isolados obtidos de
lavouras de arroz de terras altas.

J& a auséncia de lesGes em cultivares suscetiveis, pode ter sido pela auséncia
de gens de aviruléncia do Isolado 1, com capacidade de causar lesdes nas cultivares
sem ser reconhecido pelo hospedeiro, 0 que ainda corrobora com a teoria de Chen et
al. (1995), onde pressupomos que esse Isolado nunca teve contato com tais

hospedeiros em que nao fora virulento. Segundo Urashima et al. (1999), a obtencgéao
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de resultados como esses, podem ser justificados, principalmente, pela existéncia de
alta variabilidade entre os isolados que compdem a populacao de P. oryzae.
Resultados semelhante foram obtidos para a varidvel tamanho de lesédo (Tabela
5), onde o Isolado 1, mesmo causando lesbes em menos hospedeiros, foi o
responsavel pelo maior tamanho de les6es em folhas de azevém, sendo esse 0 mais
suscetivel. Em trabalho realizado por Nunes et al. (2014), ao avaliarem a
patogenicidade de isolados de P. oryzae sobre cultivares de arroz, os resultados de
maior suscetibilidade a doencga foram apresentados pelas cultivares com maior grau

de resisténcia para isolados obtidos também de cultivares com maior resisténcia.

Tabela 5. Médias das notas da avaliacao do tamanho de les6es causadas por isolados
de Pyricularia oryzae inoculados sobre 15 hospedeiros pertencente a familia
Poaceae. Santa Maria, RS, 2019.

Tamanho de Lesdo (mm)

HOSPEDEIROS

Isolado 1 Isolado 2
IRGA 424 8,9 Ae 4,12 Bd
IRGA 424 RI 10,11 Af 0,00 Ba
IRGA 425 7,00 Ad 4,20 Bd
BRS A701 4,1 Ac 1,73 Bd
Guri INTACL 0,00 Ba 14,57 Ag
Puita INTA CL 0,00 Ba 11,9 Ae
Epagri 108 0,00 Ba 1,96 Ab
SCS 121 CL 0,00 Ba 1,72 Ab
Arroz vermelho 1,34 Bb 2,07 Ab
Arroz preto 1,47 Bb 2,30 Ab
Capim arroz 0,00 Aa 0,00 Aa
Azevém 16,47 Ag 13,67 Bf
Trigo 1,55 Bb 2,85 Ac
Aveia-preta 1,56 Bb 2,69 Ac
Aveia-branca 1,37 Bb 1,6 Ab
Média 3,59 4,36

M Médias seguidas pela mesma letra na linha (maitsculas) e na coluna (minudsculas) ndo diferem entre
si pelo teste de Skott-Knott, a 5% de probabilidade de erro; Letras mailsculas comparam as médias na
linha (comparagéo da viruléncia dos diferentes isolados a um mesmo hospedeiro). Letras mindsculas
comparam as médias na coluna (comparacéo da suscetibilidade entre hospedeiros a um determinado
isolado). CV tamanho de les6es (%) = 10,59.

Em ordem decrescente no tamanho das lesdes, o Isolado 1 causou as maiores
lesdes nas cultivares de arroz ‘IRGA 424 RI’, ‘IRGA 424’, IRGA 425, ‘BRS A701’,
aveia preta, trigo, arroz preto, aveia branca e arroz vermelho.

O isolado 2 foi responsavel pelo maior tamanho de lesdes na cultivar “Guri INTA

CL’, que demonstrou alta suscetibilidade. Quando comparado ao Isolado 1, o Isolado
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2 também foi mais virulento para a cultivar “Puita INTA CL’, trigo, aveia preta, arroz
preto, arroz vermelho, e cultivares de arroz ‘Epagri 108’ e ‘SCS 121 CL.

No geral, o Isolado 2 foi virulento para um niamero maior de hospedeiros quando
comparado ao Isolado 1. Esse resultado demonstra a adaptacdo do Isolado 2 as
espécies e cultivares do RS, uma vez que quase todas as sementes foram obtidas de
plantas cultivadas no estado.

Porém, essa auséncia de lesdes sobre a cultivar ‘IRGA 424 RI' pode estar
relacionada a capacidade de viruléncia especifica desse isolado, pois alguns casos ja
foram relatados sobre a ocorréncia de lesées de brusone encontradas em plantas da
cultivar IRGA 424 RI’, tanto por produtores do estado, como por érgdos de pesquisa
(Informacao pessoal), e isso pode ser interpretado como um inicio de quebra de
resisténcia e presenca de racas de P. oryzae adaptados a essa cultivar.

Segundo Cruz et al. (2010), isso pode ocorrer porgue P. oryzae, por ser um
fungo filamentoso, apresenta mecanismos de variabilidade genética que I|hes
conferem facil adaptacdo a diferentes ambientes e hospedeiros, e isso pode dar
origem a novas espécies, como relatado por Castroagudin et al. (2016), sobre a
Pyricularia graminis-tritici, que foi altamente agressiva para a aveia-branca (Avena
sativa L.), cevada (Hordeum vulgare L.), braquiaria (Urochloa brizantha) e trigo
(Triticum aestivum L.)

Ainda, segundo Nunes et al. (2014), por possui essa alta variabilidade genética,
racas podem ter suas frequéncias modificadas de forma gradativa dentro da
populacdo que, ao longo do tempo, tornarem-se mais agressivas aos genétipos de
arroz irrigado, e pode ser relacionado ao aumento da presséo de selecdo sobre P.
oryzae exercida pelo aumento no tamanho da &rea plantada com uma cultivar
especifica.

De acordo com Valent e Chumley (1994), a resisténcia completa a alguns
genotipos de P. oryzae € conferida pelos principais genes de resisténcia do arroz,
denominados genes R, que agem reconhecendo patdgenos portadores de um gene
de avirulencia (AVR) correspondente. Dessa forma, conforme Bohnert et al. (2004),
quando ocorre a mutacdo ou delecdo nos genes AVR, permite que o patdgeno evite
sua deteccao pela planta, e cause a infec¢do, como o ocorrido com o Isolado 1 sobre
a cultivar IRGA 424 RI'.

Ainda, a interacao entre a resisténcia do hospedeiro e a viruléncia do fungo no

patossistema da brusone pode ser explicada pela teoria gene-gene: para cada gene
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de resisténcia no hospedeiro, existe um gene de aviruléncia correspondente no
patogeno (FLOR, 1956; SILUE et al., 1992).

Para os demais hospedeiros, algumas observacdes podem ser feitas e
levantam algumas hip6teses, como por exemplo a auséncia de viruléncia de ambos
isolados sobre plantas de capim arroz (Echinochloa spp.), que segundo Nunes et al.
(2014), € uma espécie hospedeira para Pyricularia oryzae. O resultado desse trabalho
gerou a duvida se isolados de brusone obtidos de plantas de capim arroz seriam
virulentos para plantas de arroz. Em consulta na literatura sobre o assunto, encontrou-
se o trabalho realizado por Ribeiro (1981), que, ao inoculador isolados de P. oryzae
obtidos de plantas de capim arroz, obteve resposta positiva quanto a viruléncia do
fungo sobre plantas de arroz. Porém, o contrario ndo foi encontrado na literatura
pesquisada, ou seja, a fonte de indculo que causa a doenca em capim arroz.

Outro fato recorrente encontrado é a informacéo de que Pyricularia grisea é a
responsavel pela brusone em azevém (L. multiflorum). Em estudos realizados por
Couch e Kohn (2002), consideraram P. oryzae como responsavel pela causa da
brusone do arroz e em algumas outras espécies de gramineas e Pyricularia grisea
como uma espécie de espectro mais amplo, que ataca outras gramineas e plantas em
outras familias. Essa duvida foi sanada quando Kusaba et al. (2006), ao realizar
diagnéstico para a identificacdo de espécies pela amplificacdo da regido do gene da
beta-tubulina, identificou que P. oryzae ocasiona brusone no azevém.

Como concluséo parcial ao experimento 1, foram observadas variagées quanto
a patogenicidade de ambos isolados apds serem inoculados em espécies
pertencentes a familia poaceae. Isso deve-se principalmente a grande variabilidade
genética ja comprovada em varios estudos sobre o0 patégeno e também a aclimatacao
do isolado quanto a sua origem, pois o isolado 2, obtido do Estado do RS, foi virulento
a um numero maior de espécies quando comparado ao Isolado 2.

Ainda, foi confirmada a quebra de resisténcia da cultivar ‘IRGA 424 RI’ quando
inoculada com um isolado obtido da mesma cultivar do Estado de Tocantins,
demonstrando que ja existem patoétipos virulentos a essa cultivar, como vem
ocorrendo em lavouras brasileiras.

Também podemos identificar que P. oryzae é responsavel por doencas em uma
ampla variedade de hospedeiros, causando preocupacao devido a sua agressividade

e contribuindo para a permanéncia do inodculo durante a auséncia do cultivo do arroz.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4065326/#b3-64_183
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4065326/#b32-64_183
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3.2 EXPERIMENTO 2: Avaliacao de potenciais hospedeiros de Pyricularia oryzae

virulentos para a cultura do arroz.

3.2.1 Etapa 1: Origem dos isolados

Ao concluir o experimentol, foram coletadas folhas dos hospedeiros que
apresentaram sintomas caracteristicos de brusone apds serem inoculadas com os
isolados de P. oryzae. Essas amostras foram armazenadas em envelopes de papel
pardo, identificados com o0 nome do hospedeiro e o isolado utilizado, e levadas para o
laboratorio de fitopatologia.

Ap6bs isso, individualmente para cada um dos hospedeiros, foram realizados os
procedimentos de assepsia das amostras de tecido foliar com presenca de lesdes e
posteriormente, acondicionadas no interior de caixas do tipo gerbox, sobre folhas de
papel germiteste, umedecidas com agua destilada. As caixas foram incubadas em
camera do tipo B.O.D., com temperatura ajustada para 28°C e fotoperiodo de 12
horas. Esse procedimento foi realizado novamente para todas as amostras que nao
apresentaram esporulacdes, sendo que, além da metodologia de assepsia, também
foi adotado um procedimento utilizando apenas agua destilada e esterilizada, com o
objetivo de eliminar possiveis interferéncias ocasionadas pelos produtos quimicos.

Seis horas apos, foram realizadas inspec¢es visuais para verificar a presenca
de esporos com auxilio de microscépio estereoscopico marca Olympus, modelo SZ-
40, equipado com lente de aumento de 40X. Esse procedimento foi realizado
diariamente, pelo periodo de 10 dias.

Procedeu-se a coleta dos conidios de todas amostras que apresentaram
esporulacbes, com o auxilio de agulha coletora. Ap6s a coleta, conidios foram
depositados em placas de Petri contendo BDA como meio de cultura. Cada placa foi
identificada com o nome do hospedeiro de origem e o isolado utilizado na inoculagéo
(Figura 9). Na sequéncia, as placas foram incubadas em camera do tipo B.O.D. com
temperatura e fotoperiodo controlados, a fim de promover a germinagao dos esporos
e crescimento micelial.

Em seguida, apés a obtenc¢éo de culturas puras de cada um dos novos isolados,
realizou-se o cultivo em gréos de trigo estéreis, conforme a metodologia ja citada no

item 3.1.2 do experimento 1.
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Figura 9. Placas com isolados obtidos de hospedeiros suscetiveis aos Isolados 1 e 2.
Fonte: do Autor. Santa Maria, RS. 2019.

3.2.2 Etapa 2: Cultivo das plantas hospedeiras

Foram cultivados os 15 hospedeiros utilizados no experimento 1, seguindo
também os mesmos métodos de cultivo. Para cada novo isolado obtido durante a
etapa 1 desse experimento, foram cultivados 10 copos de cada hospedeiro, sendo

que cinco copos foram utilizados como testemunhas, sem inoculacgéo.
3.2.3 Etapa 3: Inoculacgao dos isolados

Primeiramente, salienta-se que a conducdo dessa etapa ocorreu sob as
mesmas condicbfes ambientais (temperatura e umidade controlada) para todos 0s
isolados, porém em locais e épocas distintas, visando, principalmente, evitar
contaminacgdes e interferéncia dos resultados.

Para cada novo isolado obtido na Etapa 1, foi realizado a inoculagdo com
suspensao de conidios sobre plantas da mesma espécie da qual o isolado havia sido
obtido com o objetivo de testar a viabilidade e viruléncia dele, e nas demais plantas

pertencentes ao género Oryza.
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3.2.4 Etapa 4: Avaliacdes

Aos 10 DAl de cada isolado, foram avaliadas a incidéncia de lesbes
caracteristicas de brusone nas folhas das cultivares de arroz e, a partir dessa
informacéo, os hospedeiros de origem do isolado foram classificados quanto a sua
viabilidade em hospedar P. oryzae virulento para o arroz.

Para melhor entendimento das etapas realizadas no Experimento 2, a figura 10

ilustra as fases que foram executadas.

B
<@ '-‘ a@>
“‘-...... A l.lllll.......
* ) \ ‘, o ,) ?
\
Isolados de plantas de arroz Plantas hospedeiras Plantas de arroz

Figura 10. Isolamento de P. oryzae obtidos de plantas de arroz (A); Inoculacdo dos
isolados sobre hospedeiros para avaliagdo quanto a doenca e diferenca de
viruléncia entre isolados (B) e; Isolamento de P. oryzae obtida das lesGes
manifestadas em hospedeiros e posterior reinoculacdo em cultivares de
arroz, com o objetivo de avaliar a potencialidade do hospedeiro em manter
a viabilidade do patégeno (C). Santa Maria, RS, 2019.
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3.2.5 Resultados e discussoes

Conforme resultados do experimento 1, dez hospedeiros apresentaram lesdes
foliares para o Isolado 1 e 13 para o Isolado 2.

Como resultados preliminares dessas amostras de tecido com lesdes da
doenca, apds serem submetidas ao processo de camara umida, houve esporulacéo
em seis das 10 amostras anteriormente inoculadas com o Isolado 1, sendo as
cultivares de arroz ‘IRGA 424’, IRGA 424 RI' e’ IRGA 425’, e as culturas do azevém,
trigo e aveia preta.

Os primeiros esporos foram observados apos 12 hs nas amostras da cultivar
de arroz ‘IRGA 424 RI’, azevém e trigo. Apos 24 horas, todas as amostras do Isolado
1 ja continham muitos esporos germinados.

Ja para as 13 amostras de tecido foliar com lesdes cuja origem foi o Isolado 2,
apos o procedimento de camara umida, ocorreu esporulacdo em sete delas, sendo
nas amostras da cultivar de arroz ‘IRGA 424’, ‘IRGA 425, ‘Guri INTA CL’ e ‘Puita INTA
CL’, além do azevém, trigo e aveia preta.

As primeiras constatacdes foram observadas apos 24 horas nas amostras da
cultivar ‘Guri INTA CL’, ‘Puita INTA CL’ e azevém. Apés 36 horas para trigo e 48 horas
para as cultivares ‘IRGA 424’, ‘IRGA 425’ e aveia preta.

Para as demais amostras, mesmo possuindo lesdes no tecido foliar, n&o
ocorreram esporulacdes apés 10 dias incubadas em camera Umida. Para garantir que
a assepsia realizada nas amostras ndo fora o fator responsavel pelo resultado
negativo, o processo de camera umida foi repetido para esses hospedeiros. Para isso,
adotou-se dois métodos de assepsia para as novas amostras. O primeiro método
consistiu em utilizar o mesmo procedimento realizado anteriormente, utilizando, para
isso, alcool 70% e hipoclorito de sédio, e o segundo método foi utilizado apenas agua
destilada e estéril. Porém, mesmo assim, depois de cinco dias apés incubacédo, nédo
houve esporulagdo em nenhuma das amostras.

A diferenca de tempo até ocorrer a esporulacao entre os isolados e entre
0os hospedeiros, ou a auséncia de esporulagdo nado foi influenciado pela
umidade ou temperatura, uma vez que ambas amostras estavam nas mesmas
condicbes durante o processo de camara umida. Assim, a hipotese dessa
causa pode estar relacionada com os isolados e com os hospedeiros. Quanto

aos isolados, demonstraram ter diferenca na patogenicidade entre eles,
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principalmente pelo Isolado 2 causar lesbes em um numero maior de
hospedeiros quando comparado ao Isolado 1. O outro fator pode ter ocorrido
pelas diferencas de composicdo dos compostos celulares dos diferentes
hospedeiros, dos quais o patdégeno se nutre para poder se desenvolver, e que
podem ter influenciado nesse tempo até a esporulacéo.

Ja para as amostras que continham lesbes, porém ndo apresentaram
esporulacéo, podem ter sido influenciadas reacdes de defesas das plantas que,
qguando atacadas por patégenos, induzem o aumento na producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO), destacando-se o peroxido de hidrogénio (H202)
(MAGBANUA et al., 2007). De acordo com Mehdy et al. (1996), essas ERO
agem na morte direta do patégeno e de células do hospedeiro, além de ligacdes
oxidativas cruzadas de proteinas da parede celular, deixando-a mais resistente
a degradacdo por enzimas produzidas pelo patégeno. Assim, permanece o
sintoma que tende a se estabilizar ao longo do ciclo da cultura, porém com o
patdgeno inativo.

Assim, ap0s a conclusdo dessa etapa, foram obtidos um total de 13 novos
isolados monospdéricos.

Para melhor entendimento e identificacdo, cada novo isolado recebeu
nomenclatura conforme o hospedeiro e isolado de origem, sendo ainda que, essa

dltima informacao, esté na forma abreviada, conforme tabela 6 abaixo relacionada.

Tabela 6. Nomenclatura dos novos isolados obtidos de diferentes hospedeiros,
conforme isolado de origem. Santa Maria, RS, 2019.

Isolado de origem

Isolado 1 Isolado 2
424 -1sol1 ! 424 -1s02 3

424 RI - Isol 425 - 1so2
425 - 1sol GURI - Is02
AZEVEM - Isol PUITA - Iso2

TRIGO - Isol AZEVEM - |s02

AV. P2 -lIsol TRIGO - Is02
- AV. P. - Iso2

!lsol: abreviacdo do Isolado 1;2 AV.P.: Aveia Preta; ®Iso2: abreviacdo do Isolado 2.

A partir dos novos isolados, procederam-se as inoculagdes sobre plantas do
género Oryzae e de plantas do mesmo hospedeiro do qual se originou o isolado para

os casos de isolados obtidos de azevém, trigo e aveia preta. Por exemplo, para o
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isolado obtido do azevém (‘BRS Ponteio’), realizou-se a sua inoculacdo em todas as
cultivares de arroz e sobre plantas de azevém dessa cultivar.

Assim, além de verificar se um isolado obtido de um hospedeiro poderia ser
virulento a outro, seria possivel também verificar se ele continuaria virulento no
hospedeiro de origem.

Na tabela 7, estdo relacionados os isolados obtidos de seis hospedeiros
anteriormente inoculadas com o Isolado 1 e a resposta quanto a incidéncia de brusone

sobre os demais hospedeiros.

Tabela 7. Resultados da incidéncia de brusone causada por novos isolados originarios
do Isolado 1, sobre hospedeiros pertencentes a familia Poaceae. Santa
Maria, RS, 2019.

Isolados obtidos de hospedeiros inoculadas com o Isolado 1
424- 424 RI-  425- AZEVEM- TRIGO- AV. P. -

HOSPEDEIROS

Isol Isol Isol Isol Isol Isol
IRGA 424 S S S S N S
IRGA 424 RI CL S S S S N S
IRGA 425 S S S S N S
BRS A701 S S S S N S
Guri INTA CL N N N N N N
Puita INTA CL N N N N N N
Epagri 108 N N N N N N
SCS 121 CL N N N N N N
Arroz vermelho S S S S N S
Arroz preto S S S S N S
Azevém - - - S - -
Trigo - - - - S -
Aveia Preta - - - - - S

* S = Presenca de lesdes; N = Auséncia de les@es; - = Nao foram inoculadas.

ApOs a analise dos resultados, foi possivel observar que cada isolado
permaneceu patogénico para o mesmo hospedeiro do qual foi obtido, demonstrando
estar ativo quanto a acédo patogénica.

Entretanto, o isolado obtido de lesdes em folhas de trigo ndo foram virulentas
para outros hospedeiros em que foi inoculado, diferenciando-se dos demais isolados.

Outro fato observado € que o Isolado 1 permaneceu avirulento as cultivares
‘Guri INTA CL’, ‘Puita INTA CL’, ‘Epagri 108’ e ‘SCS 121 CL’, significando que nao

sofreu interferéncia do hospedeiro quanto a sua patogenicidade.
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Na tabela 8, estdo relacionados os isolados obtidos de sete hospedeiros
anteriormente inoculadas com o Isolado 2 e a resposta quanto a incidéncia de brusone

sobre diferentes hospedeiros pertencentes a familia Poaceae.

Tabela 8. Resultados da incidéncia de brusone causada por novos isolados originarios
do Isolado 2, sobre hospedeiros pertencentes a familia Poaceae. Santa
Maria, RS, 2019.
Isolados originados de hospedeiros inoculadas com o Isolado 2

424- 425- GURI- PUITA- AZEVEM- TRIGO- AV.P. -
Iso2 Iso2 Iso2 Iso2 Iso2 Iso2 Iso2

HOSPEDEIROS

(0)]

*
(0)]
(0)]
(0)]
(0)]
(0)]

IRGA 424
IRGA 424 RI CL
IRGA 425
BRS A701
Guri INTA CL
Puita INTA CL
Epagri 108
SCS 121 CL
Arroz vermelho
Arroz preto
Azevém
Trigo

Aveia Preta - - : - -
*S = Presenca de lesdes; N = Auséncia de lesbes; - = Ndo foram inoculadas.

nuunmunmnununuonz
nuununmunmnununuonz
nuumunmuunmnmunuonz
nuunmunmnumunuonz
uunumuunnununmununz
2 Z22Z2Z2Z22Z22Z22Z22Z2Z2
nuunmuunmnuunuonz

)]
wn

Ao observar os resultados apresentados na tabela 8, é possivel ver que todos
os isolados continuaram patogénicos para plantas semelhantes das quais foram
obtidos.

Outro fato observado foi que, isolados obtidos de plantas de arroz (Isolado 1 e
2), mesmo apds serem inoculados e reisolados de outras hospedeiros, continuaram
virulentos para o arroz, com excec¢ao dos isolados obtidos de plantas de trigo, que
foram patogénicos apenas para o trigo.

Umas das hipéteses levantadas é que quando genes AVR estdo associados a
patogenos vindos de outros hospedeiros, podem ser reconhecidos pelos genes R de
plantas de arroz, impedindo o estabelecimento da doenca (FARMAN et al., 2002).

Para sanar essa duvida e descobrir o que influenciou na perda de viruléncia de
ambos isolados sobre o arroz, sera necessario o sequenciamento genético da regido
ITS e amplificagdo dos genes rDNA (KLAUBAUF et al., 2014) dos isolados 1 e 2, e

dos isolados Trigo-Isol e Trigo-Iso 2 e comparar se houveram modificagdes. Com o
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objetivo de se obter essa resposta, discos de micélio desses isolados encontram-se
armazenado em microtubos tipo Eppendorf contendo agua destilada conforme método
de Castellani (1939), que seréo utilizados em estudos futuros.

Em contrapartida, o isolado obtido da aveia preta e do azevém foram virulentos
para todas as cultivares de arroz, demonstrando serem potencias hospedeiro para P.
oryzae.

Em trabalho realizado por Danelli et al. (2017), a severidade de brusone foi
acima de 40% sobre as plantulas de aveia preta apos serem inoculadas com um
isolado de P. oryzae. Ainda, nesse mesmo estudo, as cultivares ‘lapar 61’ (aveia preta)
e ‘URS 21’ (aveia branca) foram as mais suscetiveis.

Resultados obtidos por Urashima e Silva (2011), demonstraram que isolados
de P. oryzae, obtidos de aveia preta, foram virulentos para as culturas do arroz, trigo,
triticale, sorgo e cevada.

Sobre os resultados apresentados por ambos isolados do azevém, também nos
trazem preocupacdes, pois além de ser um hospedeiro da doenca, mesmo sendo uma
planta albgama e, por isso, possuir maior resisténcia horizontal, demonstrou alta
suscetibilidade a doenca e uma 6tima fonte de inéculo virulento para a cultura do arroz.

Corroborando com os resultados aqui encontrados, em trabalho realizado por
Nunes et al. (2017), ao testarem a resisténcia de sete isolados de P. oryzae sobre
sete cultivares de azevém, encontraram diferenca na variabilidade quanto a reacéo
de resisténcia com os diferentes isolados de Pyricularia, mesmo sendo todas
suscetiveis, apresentaram variabilidade em patogenicidade sobre os gendétipos de
azevem.

De acordo com a literatura, relatos de ocorréncia de brusone em azevém datam
0 ano de 1972 nos Estados Unidos (KUSABA et al., 2006), 2001 no Brasil, mais
precisamente no Estado do Rio Grande do Sul (Nunes et al., 2001), em 2015 na China
(LIU et al., 2018) e em 2017 na Franca (MILAZZO et al., 2017). Baseado nessas
informacdes, € observada uma expanséao da brusone sobre essa espécie, 0 que torna
preocupante para a agricultura mundial, pois além de ser um hospedeiro, podera ser
fonte de in6culo para as demais espécies suscetiveis, como relatado por Farman et
al. (2017), sobre a suspeita de um patotipo de P. oryzae que evoluiu de plantas de
azevém possa ser o causador da brusone do trigo nos Estados Unidos.

Ao realizar esse estudo, foi possivel detectar a maior agressividade dos

isolados obtidos de plantas de azevém quando comparado aos demais. Isso foi
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possivel porque a verificagcdo dos sintomas foi realizada diariamente e foram
constatadas diferencas entre isolados, sendo que todos originados do Isolados 1,
apresentaram sintomas em menor periodo apds serem inoculados.

Abaixo, nas tabelas 9 e 10, estao relacionados os isolados quanto a sua origem

e 0 periodo latente até serem observados sintomas sobre os hospedeiros

Tabela 9. Periodo latente até serem observados sintomas causados por isolados
originados do Isolado 1 sobre poaceas. Santa Maria, RS, 2019.
Isolados obtidos de hospedeiros inoculadas com o Isolado 1
424- 424 RI- 425- AZEVEM- TRIGO- AV.P.-

HOSPEDEIROS

Isol Isol Isol Isol Isol Isol

IRGA 424 5 4 4 4 - 4
IRGA 424 RI CL 4 4 4 3 - 3
IRGA 425 5 4 4 4 - 4
BRS A701 5 5 4 5 - 5
Arroz vermelho 5 5 5 4 - 4
Arroz preto 6 5 5 4 - 4
Azevém - - - 3 - -
Trigo - - - - 5 -
Aveia Preta - - - - - 3
Médias de dias 5,0 4,5 4,3 3,8 5,0 3,9

Tabela 10. Periodo latente até serem observados sintomas causados por isolados
originados do Isolado 2 sobre poaceas. Santa Maria, RS, 2019.
Isolados originados de hospedeiros inoc;uladas com o Isolado 2
HOSPEDEIROS 424-1502 425- GURI- PUITA- AZEVEM- TRIGO- AV.P.-

Iso?2 Iso?2 Iso?2 Iso?2 Iso?2 Iso?2
IRGA 424 7 7 6 6 5 - 7
IRGA 425 7 7 6 6 5 - 6
BRS A701 9 8 7 7 6 - 7
Guri INTA CL 8 7 5 6 5 - 6
Puita INTA CL 8 7 6 6 5 - 6
Epagri 108 8 8 7 7 6 - 6
SCS 121 CL 8 8 7 7 6 - 6
Arroz vermelho 9 8 7 8 6 - 7
Arroz preto 9 8 7 8 6 - 7
Azevém - - - - 5 - -
Trigo - - - - - 6 -
Aveia Preta - - - - - - 6

Médias de dias 8,1 7,6 6,4 6,8 5,5 6,0 6,4

Para os isolados AV. P-Isol e AV. P-1s02, o periodo de laténcia até surgirem
0s primeiros sintomas, foram de 3,9 e 6,4 dias, respectivamente.

Ja para os isolados obtido da cultura do azevém, esse periodo foi, em média,
de 3,8 dias para o isolado AZEVEM-Iso1 e 5,5 dias para 0 AZEVEM-Iso2.
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Os resultados encontrados nesse trabalho também permitem realizar
observacdes e levantar alguns guestionamentos, como por exemplo a origem ou fonte
de inéculo que causa a doenca em capim arroz (Echinochloa spp.), pois demonstrou
ser resistente para ambos isolados testados, e que, segundo Nunes et al. (2014), é
uma planta hospedeira de P. oryzae e ainda, segundo Ribeiro (1981), ao inocular
isolados de P. oryzae obtidos de plantas de capim arroz, obteve resposta positiva
qguanto a viruléncia do fungo sobre plantas de arroz.

Porém, ndo foram encontrados estudos onde isolados de P. oryzae foram
inoculados sobre capim arroz e, posteriormente, apos manifestacdo da doenca e
reisolamento e reinoculacdo sobre o arroz, analisado os resultados sobre essa
inoculacéo cruzada, como realizado no presente estudo.

Ainda, segundo Marangoni et al. (2013), a rotacao de culturas de inverno se
torna mais limitada devido a suscetibilidade das cultivares de Avena spp. a brusone,
pois por ser um hospedeiro da doenca, contribui no incremento de inéculo na
atmosfera. Segundo Santos et al. (2018), existe uma grande preocupacdo quanto a
iSS0, pois é a espécie mais usada como cobertura do solo e producao de palhada na
Regido Sul do Brasil é a aveia preta.

Em concluséo ao experimento 2, conforme os resultados obtidos, foi observado
gue a maioria dos hospedeiros inoculados com os Isolados 1 e 2, mantiveram a
viabilidade do patégeno demonstrado pelos resultados obtidos apo6s reinoculacéo
sobre hospedeiros pertencentes a familia das poaceas, com excec¢éo do trigo. A partir
disso, pode-se afirmar também que o trigo ndo é uma planta hospedeira para P.
oryzae virulenta ao arroz.

Também, podemos identificar que as culturas da aveia preta e do azevém sao
potenciais hospedeiros e fontes de indculo virulento ao arroz, fato que preocupa a
producado de arroz no RS, pois ambas espécies sdo cultivadas em praticamente todo
o Estado durante o periodo de entre safra do arroz, tanto na formacéo de pastagens,
quanto para cobertura do solo.

Desse modo, a relacdo da brusone com a cultura do arroz demanda de maior
conhecimento, principalmente sobre os fatores que atuam na sua patogenicidade,
uma vez que o desenvolvimento de novos métodos de controle, assim como cultivares
mais resistentes, necessitam de mais respostas e conhecimento para que possam ser

desenvolvidos.
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4 CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos no presente trabalho, nas condicdes em que foi
realizado, permitem concluir que:

- A patogenicidade de ambos isolados de P. oryzae diferiram para a maioria
dos hospedeiros em que foram inoculados;

- Foi identificada a perda de patogenicidade dos isolados apds serem
reisolados do trigo;

- O trigo ndo é um hospedeiro para P. oryzae virulento ao arroz;

- A aveia preta demonstrou ser € um importante hospedeiro viavel para a P.
oryzae;

- O azevém constituiu ser um 6timo hospedeiro para a doenca e fonte de indculo
virulento ao arroz;

- A relacdo do patossistema arroz-brusone necessita ser mais estudado, uma
vez que a evolucdo do patdgeno é constante e esta demonstrando ser cada vez mais

agressivo.
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Apéndice 1. Resumo da andlise de variancia referente ao numero de lesdes
submetidos ao teste médias Skott-Knott, a 5% de probabilidade de
erro. Santa Maria, RS, 2019.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

vV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 14 479.942400 34.281600 168.598 0.0000
ISOLADO 1 6.080267 6.080267 29.903 0.0000
TRATAMENTO* ISOLADO 14 596.027733 42.573410 209.377 0.0000
erro 120 24.400000 0.203333

Total corrigido 149 1106.450400

cv (%) = 12.21

Média geral: 3.6920000 Nimero de observagdes: 150

Apéndice 2. Resumo da analise de variancia sobre médias do tamanho de lesdes
submetidos ao teste médias Skott-Knott, a 5% de probabilidade de
erro. Santa Maria, RS, 2019.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

1Y GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 14 2061.633663 147.259547 623.710 0.0000
ISOLADO 1 22.206885 22.206885 94.056 0.0000
TRATAMENTO* ISOLADO 14 1255.995234 89.713945 379.979 0.0000
erro 120 28.332290 0.236102

Total corrigido 149 3368.168072

CvV (%) = 12.22

Média geral: 3.9748793 Numero de observacgdes: 150

Apéndice 3. Discos de micélio de isolados, armazenados em micro tubos Eppendorf
contendo agua destilada conforme método de Castellani. Santa Maria,
RS, 20109.
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Apéndice 4. Folhas de arroz, cultivar IRGA 424’ com lesbes caracteristicas de
brusone aos 40 DAI. Santa Maria, RS, 2019.
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Apéndice 5. Folhas de arroz, cultivar ‘IRGA 424 RI’ com lesdes caracteristicas de
brusone aos 40 DAI. Santa Maria, RS, 2019.
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Apéndice 6. Folhas de arroz, cultivar IRGA 425 com lesbes caracteristicas de

brusone aos 40 DAI. Santa Maria, RS, 2019.
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