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Resumo

A mancha amarela, causada por Pyrenophora tritici-repentis, € uma das mais
importantes doengas que afetam o trigo no Brasil. Sob condigbes favoraveis, a
produtividade pode ser reduzida drasticamente. Em recentes anos, essa doencga tem
causado severas perdas devido a falta de cultivares resistentes disponiveis. Existem
ao menos oito ragas do patégeno que produzem diferentes combinagdes de toxinas
seletivas do hospedeiro (HSTs) as quais estdo envolvidas no processo de
patogenicidade. No Brasil ndo ha relatos de ocorréncia de diferentes ragas do
patdégeno. O objetivo deste trabalho foi identificar a prevaléncia de diferentes racas
de P. tritici-repentis presentes nas populagdes desse patdgeno no Brasil. Isolados do
patdgeno foram coletados em trigo na regiao sul do Brasil durante os anos de 2007
e 2008. A identificacao das racas foi realizada por meio de inoculagcdo em cultivares
de trigo diferenciadoras. De acordo com os resultados obtidos, parte da populagéo
avaliada foi identificada como ragas 1 e 2, em igual proporg¢éo, o que indica que
estas devem ser as ragas predominantes no Brasil.

Abstract

Tan spot of wheat caused by Pyrenophora tritici-repentis is one of the most important
diseases of wheat in Brazil. Under favorable environmental conditions, wheat yield
can be reduced drastically. In the recent years in Brazil, tan spot caused severe yield
loss due to the lack of resistance in the available Brazilian cultivars. There are at
least eight races of the pathogen which produce different combinations of host
selective toxins (HSTs) that are involved in pathogenesis. In Brazil there has been no
report of the occurrence of different races of the pathogen. The objective of this study
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was to identify the prevalence of the different P. tritici-repentis races present in the
Brazilian population. Pathogen isolates were collected from wheat growing regions of
the south of Brazil during 2007 and 2008. The identification of the races is carrying
out by inoculation onto a set of widely accepted differential wheat lines. Based on this
methodology, the data showed that the population evaluated consisted of
approximately equal amounts of race 1 and 2 indicating that these races are the most
prevalent throughout Brazil.

Introducgao

A mancha amarela, causada por Pyrenophora tritici-repentis, (anamorfo: Drechslera
tritici-repentis) € uma das mais importantes doencgas do trigo. O patégeno € um
fungo necrotroéfico, que é capaz de sobreviver entre uma safra e outra nos restos
culturais deixados sobre o solo, em fungao do sistema de plantio direto. Neste
periodo, estruturas provenientes de reprodugao sexual, pseudotécios, sdo formados.
Com a maturacgao destes, ocorre a liberagao de ascosporos, 0s quais sao capazes
de infectar novas plantas logo no inicio de sua emergéncia. Em seguida, se nao for
controlada, e se as condigdes climaticas forem favoraveis (ocorréncia de chuva e
vento), a doenga progride e infecgdes secundarias se multiplicam entre as plantas
na lavoura. Fatores como umidade, temperatura, luz, idade da planta, posi¢ao da
folha, gendtipo do hospedeiro e viruléncia do isolado sao variaveis que contribuem
para a quantidade de indéculo a ser produzida e consequentemente na severidade da
doenga (COX & HOSFORD, 1987; CIUFFETTI & TUORI, 1999; PRESTES, 2002).

Para controle da doencga, recomenda-se rotagao de culturas, com o objetivo de
reduzir o indculo primario presente nos restos culturais. Tratamento da parte aérea
com fungicidas é também uma estratégia recomendada e muito utilizada, porém,
dependente de condigdes climaticas; pois justamente em periodos chuvosos,
quando a doencga se torna mais grave, o controle se torna mais dificil, pois ndo é
possivel a entrada de maquinas na lavoura. Um terceiro método de controle, muito
buscado no melhoramento de plantas para diversos patégenos é o uso de cultivares
resistentes. Para mancha amarela do trigo ndo ha no mercado cultivares com alto
nivel de resisténcia. Por ser uma caracteristica governada por varios genes, embora
a busca por resisténcia seja de grande interesse aos melhoristas, isto requer uma
busca constante de boas fontes de resisténcia e de métodos eficientes de
introgressao de genes de interesse, além de ser necessario evitar que estes sejam
perdidos por deriva durante o processo de melhoramento para as demais
caracteristicas de interesse (SINGH et al., 2006).

Entre os diversos fatores que compdem a resisténcia do trigo a mancha amarela,
estdo genes que governam caracteristicas de sensibilidade a toxinas do patdégeno,
que sao responsaveis por sintomas de necrose e clorose durante a infecgao pelo
fungo no tecido vegetal, conhecidas como toxinas seletivas ao hospedeiro (HST).
Alguns desses genes ja estdo mapeados nos cromossomos de trigo, havendo
disponivel marcadores moleculares bastante préximos a eles, podendo assim serem
utilizados como ferramenta molecular na selegao assistida de plantas com maior
nivel de resisténcia (CIUFFETTI et al., 1997; EFFERTZ et al., 2002)

Das toxinas do patdégeno, as mais bem caracterizadas sdo PtrToxA, PtrToxB e
PtrToxC. A primeira é responsavel pelo sintoma de necrose e as demais por
sintomas de clorose. Em func¢do dos sintomas produzidos por estas toxinas em
cultivares de trigo diferenciadoras (Glenlea, 6B365, Salamouni, Katepwa e ND495) é
possivel agrupar isolados do fungo em até oito ragas (LAMARI et al., 2003;
SANTANA & FRIESEN, 2007).



A caracterizacao do patégeno, por meio de identificacdo de racgas, distribuicao
geografica destas e analise do nivel de diversidade genética da populagao do fungo,
por meio de marcadores moleculares especificos, sdo premissas necessarias no
processo de melhoramento genético de plantas com o objetivo de introgredir genes
de resisténcia eficazes (FRIESEN et al., 2005; SANTANA & FRIESEN, 2007).

Este manuscrito objetiva apresentar os resultados parciais de identificagdo de ragas
obtidos de isolados de P. tritici-repentis coletados entre 2007 e 2008 nas principais
areas produtoras de trigo no Brasil.

Material e Métodos

Setenta e quatro isolados foram coletados em lavouras de trigo com sintomas de
mancha amarela no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Mato Grosso do
Sul (Fig. 1). Os pontos de coleta foram georreferenciados e plotados em imagem de
satélite obtida no Google Earth.
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Fig. 1. Locais de coleta de isolados de Pyrenophora tritici-repentis.

Cada amostra foi coletada e encaminhada (em sacos de papel) ao Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Trigo, onde se procederam os isolamentos do fungo em
meio de cultura.

Isolamento

Para o isolamento do fungo, foram cortados pequenos pedacos das folhas com
sintomas (aproximadamente de 2 x 2 mm), e dentro de um pequeno bequer, em
camara de fluxo laminar, realizada a assepsia com agua destilada e autoclavada,
acrescida de hipoclorito de sodio (2,0 -2,5%) na propor¢ao de 1:1 por 1 minuto,
seguida de enxague com agua destilada e autoclavada. Em seguida os pedacgos de
folha, cinco fragmentos em cada placa, foram dispostos diretamente sobre meio
BDA + streptomicina (0,12 g/L). Dois a quatro dias apds, os micélios de fungo em



crescimento, que apresentavam caracteristicas do patdogeno buscado, foram
repicados para novas placas contendo V8-BDA (150ml suco V8, 10 agar, 10 BDA
Merck, 3g CaCO3) até a obtencdo da cultura pura.

Producéo de Esporos

O processo de producao de esporos foi utilizado tanto para confirmacgao do
patdgeno quanto para inoculagdes em plantas, de acordo com Lamari et al. (1995)
com modificagdes. Para tanto, o fungo foi repicado para uma placa nova de V8-BDA,
permanecendo cinco dias para crescimento a 25 + 1°C no escuro. No quinto dia,
com um tubo de ensaio esterilizado, foi feito um esmagamento do micélio,
procedimento essencial para que o fungo esporule. Em seguida as placas foram
transferidas para outro ambiente onde permaneceram por 24 h de luz a 25 + 1°C,
periodo em que se desenvolvem conidiéforos, seguido de mais 24h de escuro a 15
+ 1°C, necessarios para a formacgao de conidios. A confirmacgao do isolamento do
patégeno foi feita no sétimo dia, quando era observado ao microscépio
esteroscopico a formagao abundante de esporos.

Armazenamento

Apds a confirmacéao dos isolados, pequenos discos de meio V8-BDA contendo o
fungo foram dispostos por uma noite em camara de fluxo laminar para desidratar o
meio. Em seguida os discos secos foram armazenados em freezer, onde
permanecem viaveis por pelo menos um ano. Para recupera-los, basta recoloca-los
em meio de cultura (BDA ou V8-BDA).

Inoculagéo

O indculo foi preparado vertendo-se pequena quantidade de agua sobre o fungo
com esporos, os quais sao liberados com o auxilio de um pincel macio. Para ajuste
do numero de esporos a serem inoculados utilizou-se Camara de Neubauer, ou uma
simples regra de trés aplicada em trés repeti¢cdes de gotas de 5ul da suspensao de
esporos. Entdo o volume foi ajustado para aproximadamente 3.000 esporos/mL.
Com tal suspensao de esporos plantas no estagio de 2 folhas foram pulverizadas
completamente até o ponto de escorrimento pelas folhas. Apds a inoculacao as
plantas foram mantidas em regime de umidade intermitente de 30 segundos a cada
30 segundos, por 48 horas, de acordo com Lamari et al. (1995) com modificagdes.
Em seguida as plantas sao transferidas para casa-de-vegetagao onde
permaneceram por mais cinco dias até a avaliagao dos sintomas, para a qual foi
utilizada uma escala de notas adaptada de Lamari & Bernier (1989).

Identificacdo das racas

Para identificacao das ragas cada isolado, previamente armazenado como descrito
acima, foi recuperado por reidratagao e repicado para novas placas contendo V8-
BDA. Plantas diferenciadoras séo inoculadas conforme procedimento descrito
acima. As plantas diferenciadoras foram as cultivares Glenlea, Salamouni, Katepwa,
6B365 e ND495, nas quais a identificacdo das racas foi realizada conforme a Tabela
1. Vinte e quatro isolados foram utilizados para identificacdo de ragas.



Tabela 1. Reacéao das cultivares diferenciadoras as toxinas produzidas pelas ragas
mais comuns de P. tritici-repentis. Adaptado de Ali & Francl (2003).

Raga Série diferencial Toxina Sintoma
Glenlea Katepwa 6B365 ND495 salamouni
1 Nec Nec Clo Nec R PtrToxA & Necrose e clorose
PtrToxC

2 Nec Nec R Nec R PtrToxA Necrose somente
3 R R Clo R R PtrToxC Clorose extensa
4 R R R R R Pontos necréticos
5 R Clo R R R PtrToxB Clorose extensa

Clo = clorose; Nec = necrose; R = resisténcia
Resultados e discussao

Dos 24 isolados avaliados 50% corresponderam a raga 1 e a outra metade a raga 2
(Fig. 2). No Parana apenas a raga 2 foi identificada em duas regides, mas isso néo
indica que haja uma separacao geografica entre elas, pois sao necessarios mais
dados para se chegar a uma conclusao de distribuicao de ragas. No Rio Grande do
Sul, onde a mancha amarela ocorre com mais freqiiéncia e tem causado maiores
danos a cultura, as duas ragas aparentemente estéo igualmente distribuidas nas
regides triticolas do estado. E possivel que uma maior diversidade do patdégeno seja
um dos fatores que contribuam para que a doenca cause mais danos no Rio Grande
do Sul e juntamente com condicdes climaticas predisponentes tenha levado a falhas
de controle e a grandes perdas, como ocorreu na safra de trigo em 2008.
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Fig. 2. Locais onde confirmou-se presencga das ragas 1 e 2. Pontos marcados em
vermelho: raca 1; pontos marcados em verde: raca 2.



Consideragoes finais

Além da identificagao de ragas por meio de série diferencial, estd em andamento na
Embrapa Trigo, em parceria com a Universidade Federal de Pelotas, a avaliagao da
diversidade da populacao de P. tritici-repentis, por meio de marcadores
microssatélites. Os dados a serem coletados servirdo de suporte ao programa de
melhoramento da Embrapa Trigo para atender as demandas de mercado por
cultivares mais resistentes a mancha amarela.
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