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Introducao anos subsequentes, o patégeno disseminou-se
para novas dreas, sendo que, atualmente, sua
presenca ja foi registrada no Distrito Federal

O primeiro relato mundial de ocorréncia de (ANJOS et al., 1996) e nos estados do Mato
brusone de trigo em condicées de campo foi Grosso do Sul (GOULART et al., 1990), do Rio
feito no Brasil, no norte do Parand, em meados Grande do Sul (PICININI; FERNANDES, 1990), de
da década de 80 (IGARASHI et al., 1986). Nos S&o Paulo (IGARASHI, 1991), de Goigs (PRABHU
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et al., 1992) e de Minas Gerais. Além do Brasil,
a doenca ja foi relatada em outros paises da
Ameérica do Sul, como Paraguai, Bolivia e
Argentina (KOHLI et al., 2011). A doenca ocorre
em maior intensidade sob condicGes de altas
temperaturas (acima de 20 °C) e umidade (acima
de 10 horas de molhamento foliar) (CARDOSO et
al., 2008).

A brusone é causada pelo fungo Magnaporthe
oryzae (anamorfo Pyricularia oryzae), que infecta
mais de 50 espécies de gramineas, sendo que,
em arroz, a brusone é conhecida como uma

das mais antigas doencas da cultura. M. oryzae
pode infectar todos os 6rgdos aéreos da planta,
incluindo folhas, colmos e espigas. A infeccéao
da espiga do trigo é a forma mais destrutiva de
ocorréncia da doenca (PRESTES et al., 2007).
Os danos ocasionados pela brusone na producéao
de graos de trigo dependem do momento da
infeccdo da espiga e do local de penetracdo

do fungo, podendo afetar a espiga parcial ou
totalmente.

A importéncia dessa doenca decorre das
reducées no rendimento e na qualidade de
graos. Em infeccbes precoces, os grdos de trigo,
quando formados, apresentam-se deformados,
pequenos e com baixo peso especifico. A maioria
deles € eliminada nos processos de colheita e de
beneficiamento. No estado de Mato Grosso do
Sul, em pesquisas realizadas no periodo de 1988
a 1992, sob condicbes naturais de infeccdo em
campo, verificou-se reducdo de 10% a 53% no
rendimento de graos e de 14,5% a 74% no peso
dos graos produzidos (GOULART et al., 2007).

Espigas doentes apresentam descoloracdo

ou branqueamento caracteristico, e as rdquis
apresentam necrose no ponto de penetracdo do
fungo. Goulart et al. (2007) sustentaram que,
pelo fato dos sintomas de branqueamento de
espigas serem tdo impressionantes, pode-se
facilmente superestimar os danos causados pela
brusone.

E importante ressaltar que, anteriormente ao
aparecimento do branqueamento das espigas e
dependendo do nivel de resisténcia do gendtipo
de trigo, podem-se constatar diferentes tipos
de lesdo provocados pelo patégeno em outras
partes da planta. Em arroz, é bem conhecido
que os diferentes tipos de lesdo sdo varidveis,

dependendo do isolado do fungo, da planta
hospedeira e também das condicGes ambientais
(OU, 1985). Em trigo, diferentes tipos de lesdo
podem ser observados tanto em condicéGes
controladas de ambiente como em condicées
de campo. Sob inoculacao, a identificacdao dos
tipos de lesdo em folhas de plantulas e em
folhas bandeira e em espigas de plantas adultas
é comumente feita entre cinco e sete dias apds
inoculacao.

Em arroz, a brusone foi descrita em 1600 na
China (BEDENDO, 1997) e é, até hoje, uma das
doencas mais importantes da cultura. Diante
desta perspectiva temporal, evidencia-se o
descompasso do grau de conhecimento sobre a
interacdo de Magnaporthe oryzae com arroz em
relacdo a interacdo com trigo. Do ponto de vista
genético-molecular, a brusone de arroz € modelo
de estudo de relac6es patégeno-hospedeiro (LIU
et al., 2010). A doenca ocorre tanto em partes
vegetativas (/eaf blast, em inglés) como em
paniculas e nés do colmo de arroz (panicle and
neck blast) (BONMAN, 1992).

A maioria das pesquisas cientificas visando a
resisténcia genética a Magnaporthe em arroz
foi direcionada ao /eaf blast, que ocorre durante
o desenvolvimento vegetativo da cultura. Foi
por uma questdo de conveniéncia que os testes
de avaliacdo de germoplasma de arroz foram
desenvolvidos em folhas ao invés de paniculas
e, sobretudo, em plantas jovens (entre duas e
trés semanas apds semeadura), assumindo-se
alta correspondéncia da reacdo da planta entre
os estddios jovem e adulto (BONMAN, 1992).
Considerando-se plantulas, as folhas mais
jovens totalmente expandidas sdo o tecido mais
suscetiVel a doenca (VALENT et al., 1991).

Se a brusone de arroz ocorrer severamente

nos estddios iniciais de desenvolvimento da
cultura, a queima das folhas pode levar a planta
a morte (BEDENDO, 1997). Ja em trigo, ndo

ha correspondéncia entre a reacdo de plantas
jovens e a de plantas adultas (folhas bandeira

e espigas), tampouco entre a reacao de folhas
bandeira e espigas no estddio de planta adulta.

Em arroz, as técnicas de avaliacdo da resisténcia
genética para fins de melhoramento variam entre
diferentes paises e instituicbes de pesquisa, e
dependem das condicGes ambientais do local (se
em viveiro, a campo ou em casa de vegetacao)
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e dos objetivos da avaliacdo (PRABHU; FILIPPI,
20086). A avaliacdo de brusone nas folhas de
arroz € feita comumente utilizando-se escala
que combina tipo de lesdo e porcentagem de
area foliar afetada (STANDARD..., 1988). Ja
em paniculas, a avaliacao é feita com base

na porcentagem de paniculas infectadas
(STANDARD..., 1988).

Em plantas jovens de arroz, Bonman et al. (1986)
propuseram a avaliacdo das les6es de brusone
em seis tipos: 0, 1, 2, 3, 4 e b, apresentando o
descritivo de cada um deles em funcéao de cor,
tamanho e presenca de esporulacdo na leséo.
Valent et al. (1991) reiteraram a classificacdo
em seis tipos e apresentaram fotografias
ilustrando cada um. Os autores mencionaram
que raramente ocorreram les6es de brusone

de mais de um tipo nos gendétipos de arroz
considerados e, dependendo do tipo de lesdo, os
gendtipos foram classificados como suscetiveis
ou resistentes ao patégeno.

Para a brusone de trigo, Urashima et al. (1993)
propuseram cinco categorias (de O a 4) para

os tipos de infeccdo que ocorrem em folhas

de plantas jovens de trigo: tipo O, sem reacéao
visivel; tipo 1, les6es diminutas, do tipo
“cabeca de alfinete”; tipo 2, pequenas lesbes
de coloracdo marrom a marrom-escura, sem
centro distinguivel; tipo 3, pequenas lesées
ovaladas com centro cinza; tipo 4, les6es de
brusone tipicas, de formato eliptico, com centro
cinza. Segundo os autores, os tipos O, 1 e 2
seriam reacoes de resisténcia e os tipos 3 e

4, de suscetibilidade. Lesbes tipos O, 1 e 2
foram consideradas de resisténcia porque ndo
apresentaram esporulacdo quando submetidas
a condicGes favoraveis (15 horas sob cdmara
umida a 25 °C), enquanto que lesées tipos

3 e 4 foram consideradas de suscetibilidade,
pois esporos foram coletados apds incubacao
sob as mesmas condic6es. Foi comentada a
possibilidade de ocorréncia de tipos variados
de lesdo para uma mesma interacéo isolado

x cultivar de trigo. Nestes casos, os autores
recomendaram, para a caracterizacdo da reacdo
como de suscetibilidade ou de resisténcia,
considerar os sintomas predominantes em mais
de 50% das plantas avaliadas.

No caso da avaliacdo de brusone em espigas
de trigo, mais comumente faz-se uso da

determinacdo de incidéncia e de severidade
(ARRUDA et al., 2005). Incidéncia € a
porcentagem de plantas doentes ou partes de
plantas doentes em uma amostra ou populacéo.
Severidade é a porcentagem da drea ou do
volume de tecido coberto por sintomas. Arruda
et al. (2005) usaram a seguinte chave descritiva
para estimativa de severidade, considerando a
porcentagem da drea da espiga necrosada devida
ao ataque do patégeno: nota O = espiga sem
doenca visivel; nota 1 = menos de 5% da espiga
necrosada; nota 2 = 5% a 30% necrosada; nota
3 = 30% a 50% necrosada; nota 4 = acima

de 50% necrosada; nota 5 = 100% da espiga
necrosada. Segundo Amorim (1995), ha varios
exemplos de chaves descritivas para avaliacado de
doencas em plantas. Elas podem ser Uteis, mas,
dependendo de sua elaboracdo, podem néo ser
eficientes na avaliacdo sistemadtica de doencas.
Chaves descritivas ndo possuem suporte visual.

E recente a publicacdo de uma escala
diagramatica para avaliacdao de brusone em
espigas de trigo (MACIEL et al., 2013). Escalas
diagramaticas sao representacées ilustradas de
uma série de plantas ou partes de plantas com
sintomas em diferentes niveis de severidade
(AMORIM, 1995). Elas simplificam a avaliacdo
e sdo extremamente vdlidas em avaliacées a
campo. Porém, quando o objetivo for de maior
precisdo na avaliacdo da intensidade da doenca,
estimativas mais minuciosas devem ser levadas
em consideracao.

No tocante a avaliacdo da reacdo de germoplasma
a brusone, a maioria das cultivares de trigo
analisadas até meados dos anos 2000 mostrou
alta suscetibilidade. Em 2009, a Embrapa
implementou iniciativa de pesquisa visando ao
entendimento da interacdo M. oryzae x trigo,
utilizando abordagens de biologia avancada
(iniciativa denominada de Wheat BGIn, para
Wheat Blast Genes Interaction). A estratégia

de acdo foi baseada na exploracdo de recursos
genéticos para a identificacdo de genes de
resisténcia de trigo a M. oryzae e caracterizacdo
dos mecanismos de resisténcia envolvidos
especificamente no estadio de planta adulta.
Desde 2010, colecbes de germoplasma de trigo
sdo caracterizadas em campo, sob alta pressao
de inéculo, e em condicées controladas de
ambiente, quanto a reacdo a brusone. Neste
Comunicado Técnico, ndo serdo abordadas as
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questdes relativas a avaliacdo da necrose da
raquis de trigo, mas sim dos sintomas da doenca
em folhas bandeira e em espigas de trigo.

A publicacdo de Urashima et al. (1993), que
menciona os tipos de lesdo, € a mais comumente
referenciada e empregada nos trabalhos sobre
brusone em trigo, e foi proposta para avaliacao
da reacdo de plantulas a infeccdo por M. oryzae.
A mesma ja foi empregada para avaliacdo da
reacdo de folhas bandeira (CRUZ et al., 2010).
No entanto, esta escala de notas nao oferece
suporte visual nem ilustracées que facilitem a
tarefa de avaliacdo e quantificacdo da doenca.

A comparacao de plantas doentes com
ilustracGes e descricdes de sintomas € de
grande auxilio tanto para a diagnose de doencas
(AMORIM; SALGADO, 1995) como para a
caracterizacdo da reacdo da planta hospedeira

a determinado patdgeno. Dados de avaliacao

de resisténcia, para as mais variadas doencas,
podem vir a ser inconsistentes, se formas
diferentes de avaliacdo forem empregadas
(POSTMAN et al., 2010).

Considerando-se a avaliacdo em plantas jovens,
as escalas descritivas de tipos de lesdo de
brusone em arroz (BONMAN et al., 1986;
VALENT et al., 1991) e em trigo (URASHIMA et
al., 1993) sdo riguissimas em detalhes quanto
ao tamanho, cor e presenca de esporulacao.

Para brusone de trigo, Takabayashi et al. (2002)
acrescentaram um nivel a mais, ao avaliarem
plantas jovens, correspondendo a presenca de
coalescéncia de lesGes, como € a escala adotada
por Bonman et al. (1986) para arroz. Zhan et al.
(2008), utilizando a escala de Takabayashi et al.
(2002), comentaram da supressdo de detalhes
relativos a cor das les6es, de modo a evitar
confundimento entre a cor das bordas das lesbes
e a cor das lesGes propriamente ditas. Do ponto
de vista pratico, para avaliadores inexperientes, a
identificacdo das les6es de brusone pode nao ser
tarefa simples.

Nas fases iniciais do trabalho desenvolvido

no contexto da abordagem Wheat BGIn, era
muito importante estabelecerem-se critérios de
avaliacao das plantas submetidas a inoculacéo.
A identificacdo do tipo de lesao foi feita ao
longo de todos os experimentos conduzidos. A
definicdo do tipo de reacdo com base no tipo de

lesdo é uma avaliacdo qualitativa que contribuiria
para a determinacdo do grau de resisténcia dos
gendtipos de trigo a serem caracterizados.

Em termos quantitativos, era também necessaéria
a escolha de pardmetros a serem avaliados. Em
trabalho que compara a reacdo de gendtipos de
trigo a inoculacao de Magnaporthe, em diferentes
estddios de desenvolvimento, foram consideradas
tanto a incidéncia quanto a severidade de brusone
em espigas (ARRUDA et al., 2005).

Nas condicées dos experimentos de inoculacdo
realizados, a incidéncia ndo permitiu a distincdo
do nivel de resisténcia dos materiais avaliados
em folhas bandeira e em espigas. O tratamento
controle foi composto de folhas bandeira

e espigas nao inoculadas de cada gendtipo
avaliado, submetidas as mesmas condicbes de
incubacdo. Apds a inoculagdo, houve 100% de
incidéncia de brusone nas partes inoculadas, em
todos os experimentos realizados.

Para quantificacdo da severidade de brusone em
folhas bandeira de trigo, optou-se por coleta das
folhas entre sete e dez dias apds a inoculacéo,
sendo as mesmas afixadas com filme adesivo
transparente (Contact®) em folhas de papel sulfite
A4 para posterior obtencdo de imagens com uso
de digitalizador. As imagens foram analisadas e a
severidade determinada usando-se os recursos do
programa computacional Imaged (FIJI, 2015).

N&o havendo no inicio do projeto, em 2009,
escala diagramadtica de avaliacdo da severidade
de brusone em espigas, foi adotada a contagem
de espiguetas com sintomas para quantificacao
da doenca. A relacdo desta contagem com o
total de espiguetas da espiga de trigo, expressa
em porcentagem, reflete a severidade real

de brusone nas espigas de trigo. Este tipo de
avaliacdo é extremamente laborioso e somente
possivel de ser conduzido em condicbes
controladas de ambiente. Porém, agrega
precisdo a quantificacdo da intensidade da
doenca e possibilita, diferentemente das escalas
diagramaticas, a expressdo do continuum de
reacdes existentes por parte da planta hospedeira
em relacdo ao patdgeno. Estas caracteristicas
de fina fenotipagem sédo mais consistentes

para o desenvolvimento de estudos de genética
molecular.
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Em nossos trabalhos conduzidos em folhas
bandeira e em espigas de trigo, constatou-se

a aplicabilidade do uso da escala descritiva de
lesbes de brusone publicada por Urashima et al.
(1993). Além das cinco categorias propostas
por estes autores, neste Comunicado Técnico
prop6e-se o uso de dois niveis adicionais: tipo
5, coalescéncia de lesbes, como sugerido por
Takabayashi et al. (2002), e tipo 6, morte do
tecido/érgédo avaliado. O tipo 5 € considerado
na avaliagcdo proposta por Bonman et al. (1986)
para brusone de arroz, e é caracterizado pela
coalescéncia de lesGes e/ou morte (de folhas
jovens) em 50% ou mais do tecido considerado.

De forma a atender aos objetivos propostos

pela iniciativa Wheat BGIn, de caracterizacao

de germoplasma de trigo em relacdo a brusone,

o refinamento da fenotipagem foi de extrema
importéancia. E, de acordo com os resultados
gerados, observou-se que a presenca da
coalescéncia de les6es pode ndo ser suficiente,
dependendo do gendtipo de trigo considerado,
para provocar a morte do tecido. Assim, o tipo 6
corresponderia a um nivel adicional de avaliacdo da
reacdo da planta de trigo a infeccdo de M. oryzae.

Entre os resultados gerados por esta iniciativa
de pesquisa, € apresentada na Figura 1 uma
chave dicotémica para a avaliacao dos sintomas
de brusone em plantas de trigo, considerando
os sete niveis propostos. Esta chave visa a
preparacao e ao treinamento de avaliadores
inexperientes. Ela é aplicdavel a qualquer parte
da planta de trigo que apresente sintomas da
doenca.

Ainda, nas Figuras 2 e 3 sdo apresentadas fotos
de folhas bandeira e de espigas inoculadas

com o patégeno. A disponibilizacdo de imagens
reais de diferentes tipos de lesdo de brusone

em trigo, ao invés de ilustracGes, aumenta a
precisdo de avaliacdo. As fotos sdo de uso
pratico, contrariamente a descricées textuais que
podem ter diferentes graus de subjetividade na
interpretacéo.

Os nossos experimentos foram realizados em
condic6es controladas de ambiente e, portanto,
levaram em conta pardmetros monociclicos do
desenvolvimento da doenca. Em espigas, foi
rara a obtencdo do nivel 5. Apds inoculacdes
realizadas por aspersdo de inéculo, as lesées

de brusone foram observadas em espiguetas de
espigas de trigo entre trés e quatro dias apds a
inoculacéo.

Conclusoes

A adequada avaliacdo de sintomas é importante
tanto para a diagnose como para a quantificacao
de uma determinada doenca. A padronizacédo do
método de avaliacdo impacta diretamente sobre a
caracterizacdo da reacdo de gendtipos de trigo a
brusone.

A caracterizacdo molecular dos mecanismos de
resisténcia de trigo a Magnaporthe oryzae depende
de uma fina e precisa fenotipagem da planta hos-
pedeira em resposta ao patdgeno. As informacées
apresentadas neste trabalho vem dar suporte a
identificacdo de sintomas de brusone em trigo.

A chave dicotémica proposta para a avaliacao
de sintomas de brusone em trigo (seja em folhas
de plantas jovens ou em folhas bandeira e em
espigas) pode servir de guia prdtico ao avaliador
sem experiéncia. Seu uso visa a promocao de
uniformidade nas avaliacées conduzidas.

Em condicGes controladas de ambiente, sob
inoculacdo, a incidéncia nado foi capaz de
diferenciar os gendtipos de trigo quanto a reacéo
a brusone, pois todas as amostras inoculadas
apresentaram sintomas.

Para a devida quantificacdo do continuum de
severidade de brusone apresentado por uma
colecao de gendtipos de trigo, a determinacéo
da severidade real é mais precisa e mais Util, se
o objetivo do trabalho for o desenvolvimento
de estudos de genética molecular. Neste caso,
em sendo atividade extremamente laboriosa,

a obtencdo de imagens a serem analisadas

em computador, para as folhas bandeira, e a
contagem de espiguetas doentes em relacdo ao
total de espiguetas de cada espiga avaliada sdo
métodos indicados para aumento da acurdcia dos
experimentos.
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