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ANEXOS

Anexo 1: Chave para identificagao de ragas fisiologicas de Magnaporthe
grisea em arroz, conforme metodologia de Ling & Ou,
(1S53 P 96

RESUMO DA DISSERTAGAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos mais importantes cerais em termos
de valor econdmico, sendo considerado o cultivo alimentar de maior
importdncia em muitos paises em desenvolvimento. A planta do arroz
apresenta ampla adaptabilidade as diferentes condigcdes de solo e clima,
porém, durante todo seu ciclo, é afetada por doencas que reduzem a
produtividade e a qualidade dos graos. Dentre as doengas do arroz, a brusone
€ uma das mais importantes, pela sua ampla distribuicdo geografica e
capacidade de causar danos. O agente causal da brusone do arroz € o fungo
Magnaporthe grisea (Barr) [anamorfo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.],
apresenta um grande numero de hospedeiros.

As perdas causadas pela doenga sao muito variaveis, e sob condi¢des
favoraveis podem chegar até 100%. A brusone sob condigdes ambientais
adequadas se desenvolve rapidamente desde o estadio de plantula até a fase
de maturagao da cultura.

Os sintomas nas folhas iniciam-se com a formagao de pequenas lesdes
necréticas, de coloracdo marrom, que evoluem, aumentando de tamanho. Na
panicula as manchas ndo apresentam forma definida e quando infectada
imediatamente apods sua emissao até a fase de graos leitosos pode causar o
chochamento total dos gréos, ficando de coloragéao esbranquicada.

Para o controle eficiente da brusone do arroz é indispensavel a utilizagao
do manejo integrado, sendo este um desafio para produtores e técnicos. A
principal medida de controle atualmente recomendada € o uso de cultivares
resistentes aliadas a aplicagdes de fungicidas e adubacdo equilibrada. As
cultivares resistentes podem ter sua resisténcia quebrada em torno de dois a
trés anos apods o langamento. Assim, o plantio de cultivares com diferentes

genes de resisténcia seria uma medida eficiente para reduzir os riscos e as
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perdas pela doenga. No entanto a variabilidade desse fungo, permite que ragas
virulentas, aumentem de freqténcia, diminuindo a vida util e a resisténcia das
cultivares. Portanto, torna-se necessario conhecer as ragas predominantes em
um determinado local para auxiliar os programas de melhoramento genético no
desenvolvimento de cultivares com resisténcia mais duravel.

No capitulo |, foram testados diferentes meios de cultura para produgao
de conidios de P. grisea e a influéncia da concentracdo da solugao de indculo
na severidade da brusone do arroz. Os ensaios foram desenvolvidos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repetigdes. O primeiro
ensaio foi composto por 7 tratamentos composto por diferentes meios de
cultura e o segundo ensaio composto por trés diferentes concentragcbes da
solugdo do inéculo pulverizados em trés cultivares de arroz irrigado. Os
melhores resultados foram obtidos nos meios de cultura a base de aveia, V8,
farelo de arroz e BDA nao comercial. O tratamento constituido pelo meio de
cultura aveia, foi significativamente superior aos demais, produzindo 202,5 mil
conidios/ml. Em todas as trés cultivares a maior concentracdo de esporos
proporcionou maior severidade da brusone. Entre as cultivares avaliadas, a
BRS Jacana foi considerada resistente e as cultivares Metica 1 e Epagri 109
foram suscetiveis em todas as concentragdes testadas.

No capitulo Il, foram realizados trés experimentos. O Primeiro ensaio
objetivou verificar a idade do micélio na produgao de conidios, e foi instalado
em DIC com 6 tratamentos e 4 repeticdes. Cada tratamento foi composto por
culturas com idade variada, de dez a trinta dias a intervalos de quatro dias
entre os tratamentos, sendo: 10, 14, 18, 22, 26 e 30 dias apos a repicagem. No
segundo ensaio, a partir de um isolamento de folha de arroz infectada foi
estudado o efeito do numero de repicagens na producido de conidios de M.
grisea. Foram utilizados 5 tratamentos e 5 repeticbes em um DIC. Os
tratamentos foram obtidos através de repicagens sucessivas a intervalos de 12
dias de idade da cultura original, sendo representados por: 1, 2, 3, 4 e 5
repicagens sucessivas. No terceiro ensaio, estudou-se a influéncia da
coloragao das culturas na esporulacéo de M. grisea. O ensaio foi instalado em
um DIC com 5 tratamentos e 5 repeticdes. Os tratamentos foram obtidos
através da classificacdo de culturas de M. grisea com caracteristicas diferentes

(negra; cinza escuro com estreitas bordas claras; cinza claro; centro cinza com
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extensas bordas brancas e branco). No primeiro ensaio verificou-se que a
idade do micélio exerceu grande influéncia sobre a producédo de conidios. As
melhores épocas para esporulagdo foram aos 10 e 14 apds a repicagem,
havendo aumento na produgao de conidios e diminuicido apds estas épocas.
No segundo ensaio, verificou-se que repicagens sucessivas em um
determinado isolado monosporico de M. grisea, causaram alteragbes na
quantidade de conidios produzidos. Existiu grande produgdo nas duas
primeiras repicagens (1 e 2), diminuindo drasticamente nas repicagens
sucessivas (3, 4 e 5). No terceiro ensaio, observou-se que a maior produgao de
conidios foi obtida nas culturas classificadas como sendo de coloragao negra,
seguida pelas culturas de centro cinza com extensas bordas brancas e cinza
escuro com estreitas bordas brancas.

No capitulo Ill, em funcdo da necessidade de desenvolvimento e
recomendacdo de cultivares de arroz resistentes a brusone, torna-se
necessario o conhecimento da diversidade e prevaléncia das ragas fisiologicas
nas regides onde as cultivares serdo recomendadas. Foram realizadas coletas
de plantas com sintomas tipicos de brusone nas folhas e paniculas em diversas
regides do Brasil Central. Das amostras coletadas foram produzidos e
analisados 534 isolados monospdricos de M. grisea. A identificacdo das ragas
se deu através da avaliacdo das combinacdes de reagdes na série
internacional de diferenciadoras apds inoculacdo dos isolados monospéricos.
Foram identificadas sessenta e uma ragas nas regides avaliadas. Estas racas
estdo presentes em oito dos nove grupos de patotipos. Os dez mais
prevalentes foram compostos pelas ragas IA-1, IC-1, ID-1, 1A-65, ID-9, 1B-1,
IA-33, IA-41, IA-9 e IB-41 que apresentaram respectivamente 20.6, 11.8, 10.86,
6.18, 5.43, 4.49, 4.31, 3.75, 3.18 e 3% do total de racas identificadas. Uma
maior quantidade de ragas foi verificada nos municipios de Lagoa da Confusao
e em Formoso do Araguaia. Ao se analisar a prevaléncia das ragas em cada
um dos locais, pode se verificar uma mudanca quanto a composicao das dez
racas prevalentes. De um total de 250 isolados monospdricos obtidos nas
areas experimentais de multilinhas e variedades compostas distribuidos em
Lagoa da Confusdo e Formoso do Araguaia foram identificadas 45 racas
fisiolégicas. Também foram identificadas 37 ragas procedentes de 284 isolados

monosporicos originarios de cultivares comerciais plantados em areas de arroz
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localizadas nos estados do Tocantins (Lagoa da Confusdo, Formoso do
Araguaia e Dueré), Goias (Luiz Alves) e Para (Paragominas). Os dados
mostraram que existe alta variabilidade do fungo M. grisea nas regides
avaliadas, principalmente nas d&reas oriziculas localizadas no estado do
Tocantins.

ABSTRACT

The rice (Oryza sativa L.) is one of the most important cereals because
of its economic value. This cereal is considered to be the most important staple
food in many developing countries. The rice plant presents a wide adaptability
to different soil and weather conditions. However, during the whole culture
cycle, this plant can be affected by diseases that caused yield and grain quality
losses. Among all the rice diseases, blast is one of the most important, because
of its wide geographic distribution and destruction capacity. The causal agent of
blast in rice is the fungus Magnaporthe grisea (Barr) [anamorph: Magnaporthe
grisea (Cooke) Sacc.]. This fungus colonize a wide number of hosts. The yield
loss caused by this disease is quite variable and, when the environmental
conditions are favorable, the losses can reach 100%. Blast can be quickly
developed when favorable conditions exist and occur since seedling stage until
the maturation of the culture, affecting all aerial parts of the plant.

The symptoms in the leaves start with the formation of small necrotic
lesions presenting brown spots that evolve and increase in size. The spots do
not present a given form on the panicles. When the panicles are infected
between its emission and the milky stage, it can lead to incomplete grain filling,
and consequently keeping the panicles white.

To reach an efficient control of blast in rice, it is necessary the
implementation of disease management. However, this is a challenge to
farmers and technicians. Nowadays, the main control measurements are the
use of resistant cultivars, fungicides application and right fertilization methods.
Resistant cultivars can be broken between two and three years after its release
in the market. Thus, the sowing of a high number of resistant cultivars could be
an efficiently measurement to decrease the risks of diseases and losses.
Nevertheless, the genetic variability of this fungus produces new virulent races,

what have made difficult the work of breeders. In breeding programs it is
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important the knowledge of the main races present in the studied site for the
development of resistant cultivars with broad resilience.

In the chapter 1, sporulation of M. grisea was evaluated in different
culture mediums, as well as, blast severity on rice in the several conidia
concentration. The experiments were carried out in complete randomized
design with four replicates. The first experiment consisted of seven treatments
(different culture mediums) and the second experiment consisted of nine
treatments (three spore concentrations inoculated in three cultivars). In the first
experiment, the best results were obtained in the oats culture medium, V8, rice
bran and not commercial Potato Dextrose Agar. The oats culture medium was
significantly better when compared to the others, producing 202,500 conidia/ml.
In the second experiment, all three evaluated cultivars presented the following
result: high concentration of spore resulted in high blast severity. Among the
evaluated cultivars, the cultivar BRS Jagana was resistant, whereas the
cultivars Metica 1 and Epagri 109 were susceptible in all studies concentration.

In the chapter 2, three experiments were carried out under laboratory
conditions aiming to minimizing the diversity of the factors that can affect the
developed of the fungus M. grisea. The first experiment aimed to determine how
many years the mycelium remain producing conidia. To answer this question,
an experiment was carried out in complete randomized design with six
treatments and four replicates. Each treatment consisted of cultures with
different age and with intervals varying from 10 to 30 days after subculture (10,
14, 18, 22, 26 and 30). In the second experiment, the effected of the number of
subcultures on production of M. grisea conidia was studied, through of conidia
isolation from rice infected leaves. The experiment was carried out in complete
randomized design with five treatments and five replicates. The treatments
consisted of successive subcultures (1, 2, 3, 4 and 5) always with 12 days
among subcultures. In the third experiment, the relation from culture coloration
than sporulation of M. grisea was evaluated. The experiment was installed in a
complete randomized design with five treatments and five replicates. The
treatments consisted of the classification of different colors of M. grisea culture
(black, dark-gray with clearly narrow edge, clearly gray, gray with widener white
edge and white). Results from the first experiment, showed that the age of

mycelium affected the conidia production. The best periods for sporulation were
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10 and 14 days after the subculture, sowing an increasing production of conidia,
which subsequently decreased after these periods. In the second experiment,
the results showed that the successive subcultures, in the determined
monosporic isolate of M. grisea, caused alteration in the amount of produced
conidia. In the first two subcultures (1 e 2) there was a high production of
conidia, which severely decrease in the successive subcultures (3, 4 e 5). In the
third experiment, the results showed that the highest conidia production was
obtained in the cultures classified as black coloration followed by gray with
widener white edge and dark-gray with clearly narrow edge.

In the chapter 3, we aimed to study the diversity and prevalence of physiological
races on the areas where future cultivars will be recommended. It was because
of the need of the development and recommendation of resistant rice cultivars
to blast. In this study we collected plants with blast symptoms on the leaves
and on the panicles. Experiments were carried out in several areas of central
Brazil. It was obtained 534 monosporic isolates of M. grisea from the collected
samples, and subsequently analyzed. For the races identification, a
combination of the reaction of the monosporic isolates inoculated in the
International Standard Differential (ISD) was used. A total of 61 races was
identified in the areas under study. These races were found in eight out of nine
pathotypes groups. The most ten prevalent pathotypes consisted of the
following races: 1A-1, IC-1, ID-1, 1A-65, ID-9, IB-1, IA-33, 1A-41, IA-9 and 1B-41,
that presented 20.6, 11.8, 10.86, 6.18, 5.43, 4.49, 4.31, 3.75, 3.18 and 3%,
respective, of the total of identified races. The higher number of races was
found at Lagoa da Confusdo and Formoso do Araguaia, respectively. When
analyzed the prevalence of races on each studied areas, it was observed that
from the 10 most prevalent races, each area presented a different race
composition. A total of 45 physiological races were identified in a total of 250
monosporic isolates obtained in experimental areas of multilines and varieties
mixture at Lagoa da Confusdo and Formoso do Araguaia. In the areas planted
with commercial rice cultivars, a total of 37 races were identified in 284
monosporic isolates collected at Tocantins state (Lagoa da Confus&o, Formoso
do Araguaia and Dueré), state of Goias (Luiz Alves) and state of Para

(Paragominas). The overall results showed that there is a high variability of the
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fungus M. grisea in the evaluated areas, mainly in the rice farms located at the

state of Tocantins.

INTRODUGAO GERAL

A cultura do Arroz

O arroz (Oryza sativa L.), planta hidréofila da familia das gramineas
(Poaceae) pertencente ao género Oryza é constituida por sete espécies, sendo
a mais conhecida O. sativa. A planta em seu processo evolutivo adaptou-se
aos mais variados ambientes MACLEAN et al., (2002). Originario da Asia
Meridional o arroz atravessou fronteiras e conquistou o0 mundo. Atualmente
esta entre as culturas mais plantadas e consumidas, sendo considerada a base
da alimentacédo da maior parte da populagdo mundial (VAUGHAN et al., 2005).
E considerada a terceira maior cultura cerealifera do mundo, perdendo apenas
para o milho e o trigo.

As formas de plantio do arroz no mundo sdo agrupadas em dois grandes
sistemas: semeadura direta e transplantio. Na semeadura direta, as sementes
sao distribuidas diretamente no solo, na forma de sementes secas ou pré-
germinadas, a lango ou em linhas, em solo seco ou inundado. O sistema de
transplantio, as plantulas sdo produzidas primeiramente em viveiros ou
sementeiras, antes de serem levadas para o local definitivo. O sistema de
semeadura direta engloba os cultivos de arroz sequeiro (terras altas) e os
sistemas irrigados (aspersdo, varzea umida e alagada). Em transplantio &
utilizado somente o sistema alagado.

O arroz é um dos mais importantes grédos em termos de valor
econdmico. E considerado o cultivo alimentar de maior importancia em muitos
paises, principalmente na Asia e Oceania, onde vivem 70% da populagéo dos
paises em desenvolvimento e cerca de dois ter¢cos da populagdo subnutrida
mundial. Quanto ao aspecto nutricional, € considerado um dos alimentos mais

balanceados, fornece 20% da energia e 15% da proteina per capita necessaria
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ao homem. E alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e,
segundo estimativas, até 2050, havera uma demanda para atender o dobro
desta populagado (EMBRAPA, 2005).

Cerca de 150 milhdes de hectares de arroz sdo cultivados anualmente
no mundo, produzindo 590 milhées de toneladas, das quais mais de 75% desta
producao é oriunda do sistema de cultivo irrigado (EMBRAPA, 2005). Segundo
GCEA/IBGE (2008), atualmente no Brasil, a cultura de arroz abrange uma area
de 2,92 milhdes de hectares e uma estimativa de producéo calculada em 12,0
milhdes de toneladas, indicando uma variagdo de +8,6% em relagado a safra
anterior. O Brasil ocupa hoje a 92 posi¢gao no ranking mundial, destacando-se
como o maior produtor fora do continente asiatico (BENSKOW, 2005).

O cultivo de arroz sob sistema irrigado no Estado de Tocantins é de
grande importancia socioecondmica para a regiao, constituindo-se em uma das
principais culturas que compdéem o panorama agricola do Estado. A
disponibilidade de agua, solos sistematizados, condi¢cdes climaticas favoraveis
e a extensao territorial conferem a este Estado grande potencial para producao
agricola, ressaltando-se o arroz irrigado por inundacédo (EMBRAPA, 2005).
Atualmente, o estado do Tocantins € considerado o terceiro maior produtor
nacional com cerca de 60.000 ha plantados, perdendo apenas para Rio Grande
do Sul e Santa Catarina (SANTOS et al., 2003a). Aliado aos aspectos citados
acima, o Estado ainda apresenta localizagao geografica estratégica em relagcéo
as grandes capitais do Norte e Nordeste, juntamente com uma boa malha viaria
para escoamento da produgéao (IBGE, 2006).

A cultura do arroz é afetada por doengas que reduzem a produtividade e
a qualidade dos graos, bem como a qualidade fisiolégica e sanitaria da
semente. Mais de 80 doencas causadas por patdgenos, incluindo fungos,
bactérias, virus e nematoides, foram registradas na literatura em diferentes
paises (EMBRAPA, 2005). Dentre as doengas do arroz, a brusone é uma das
mais importantes, pela sua ampla distribuicdo geografica e danos causados
(NUNES, et al.,, 2007; OU, 1972). A doenca tem sido um desafio para os
orizicultores, e constitui-se um dos fatores limitantes da produtividade do arroz
irrigado (varzeas) e de sequeiro (terras altas), em todo o territorio brasileiro e
no mundo (IGARASHI et al., 1986).
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A Brusone

Segundo Bedendo (1997), os registros da ocorréncia da brusone
(Magnaporthe grisea) datam de 1600 e foram feitas na China. Sua distribuicao
geografica é ampla, sua ocorréncia foi relatada em 70 paises, ocorrendo
praticamente onde o arroz € cultivado (OU, 1985). No Brasil, a brusone foi
relatada pela primeira vez em 1912 no Estado de S&o Paulo (PRABHU &
FILIPPI, 2006).

A doenca ocorre em todo o territorio brasileiro, do Rio Grande do Sul ao
Amazonas. Na Regido Nordeste e nos Estados do Para e Amazonas, a
incidéncia da brusone é baixa e de menor importancia que as outras doencas
que ocorrem no arroz (EMBRAPA, 2004).

O fungo causador da brusone tem um grande numero de hospedeiros,
ocorre em mais de 50 espécies de gramineas (DIAS MARTINS, 2004). O
agente causal desta doenga possui capacidade de infectar varias gramineas
como arroz “vermelho" e "preto" (Oryza sp.), trigo (Triticum aestivum), aveia
(Avena sp.), azevém (Lolium multiflorum Lam), cevada (Hordeum vulgare),
centeio (Secale cereale), capim arroz (Echinochloa spp.), grama boiadeira
(Leersia hexandra), Brachiaria mutica, etc (EMBRAPA, 2005). Marchi et al
(2005) relataram também o ataque do patégeno causador da brusone em
plantas de Brachiaria brizantha cv. Marandu no Mato Grosso do Sul. O M.
grisea fungo apresenta uma variabilidade muito grande em relacdo a
caracteristicas culturais, exigéncia nutricional e patogenicidade (BEDENDO,
1997).

As perdas causadas pela brusone sao muito variaveis em fungcao da
pressao do indculo, que € dependente das condi¢des climaticas, do sistema de
producdo e das praticas culturais, do grau de resisténcia da cultivar utilizada,
da ocorréncia do patdgeno virulento e da época de incidéncia da doencga
(DARIO et al, 2005).

Sob condi¢des favoraveis ao desenvolvimento da doenca as perdas
causadas pela doenca podem chegar em até 100% (EMBRAPA, 2004). A
reducdo no rendimento de grdos € causada através de efeitos diretos e
indiretos da brusone sobre a planta. Como efeito direto pode-se citar que

durante a fase vegetativa ocorre a redugao da estatura da planta e nimero de
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perfilhos, na fase reprodutiva percebe-se a redugdo do numero de graos por
panicula e o peso de graos (PRABHU et al, 1986). As indiretas sao
ocasionadas pela doenca afetar a fotossintese e a respiragado durante o ciclo
da cultura, afetando, consequentemente, a produtividade (SUN et al., 1986 e
BASTIAANS et al., 1994).

A doencga pode ocorrer em toda a parte aérea da planta, desde os
estadios iniciais de desenvolvimento até a fase final de producdo de gréos,
sendo mais critica a infeccdo nas folhas entre 20 e 50 dias de idade e nas
paniculas, na fase de enchimento dos graos (BEDENDO, 1997). O aumento da
resisténcia é observado com a idade da planta a partir dos 55 a 60 dias,
resultando na reducdo da severidade da brusone (EMBRAPA, 2005). Nesta
fase do ciclo da planta, ocorre a silicificagdo da parede celular (PRABHU &
FILIPPI, 1995).

Durante o enchimento de graos, a fase entre grao leitoso e pastoso (10 a
20 dias ap0Os a emissao das paniculas) é a fase mais suscetivel a brusone na
fase reprodutiva. A ocorréncia de chuvas durante o enchimento de graos
também reduz a severidade da brusone nas paniculas. Em geral, a incidéncia
da brusone nas paniculas € menor em campos irrigados por aspersao, do que
naqueles sujeitos a deficiéncia hidrica (BEDENDO, 1997).

Inadequagbes quanto a dosagem e época de aplicagdo do nitrogénio
(N), além de reduzir a produgdo, aumentam a incidéncia da brusone FAGERIA
et al., (1997). O desequilibrio nutricional aumenta a severidade da brusone nas
folnas e paniculas, principalmente do nitrogénio em doses excessivas.
Também a aplicagdo de N no sulco, na ocasiao do plantio aumenta
significativamente a severidade da brusone quando comparada com N
parcelado (SANTOS et al., 1986). A alta concentragao de nitrogénio reduz a
producdo de compostos fendlicos (fungistaticos) e de lignina das folhas,
diminuindo a resisténcia aos patdgenos obrigatorios. O N aumenta também a
concentracdo de aminoacidos e de amidas no apoplasto e na superficie foliar,
que aparentemente tém maior influéncia que os agucares na germinagao € no
desenvolvimento dos conidios, favorecendo, pois, o desenvolvimento das
doengas fungicas (MARSCHNER, 1995).

O patégeno pode permanecer na area e sobreviver na forma de micélio

ou conidio em plantas hospedeiras secundarias, restos culturais, sementes e
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plantas de arroz que permanecem no campo até que as condicdes ambientais
sejam favoraveis ao seu desenvolvimento, ocorrendo sua disseminagéo e
infeccdo (DIAS MARTINS, 2004; CORNELIO et al., 2000; IGARASHI & BALAN,
2004). As sementes infectadas, contudo, ndo provocam epidemia em
condigdes de plantios bem conduzidos (DIAS MARTINS et al, 2004). Outra
fonte de in6culo primario sdo os esporos do fungo que sobrevivem nos restos
culturais, em lavouras de cultivos consecutivos. Os esporos, trazidos pelo
vento, produzidos nas lavouras vizinhas ou distantes, plantadas mais cedo,
constituem-se também em fonte importante de inéculo primario (EMBRAPA,
2005; URASHIMA et al. 2007).

O agente causal da brusone & composto por ragas fisiologicas. Ragas
fisiolégicas sdo patdogenos da mesma espécie, com morfologia similar ou
idéntica, mas com diferentes niveis de viruléncia. E também denominada raca

patogénica ou patotipo.

Etiologia e morfologia

O agente causal da brusone do arroz é o fungo Magnaporthe grisea
(Barr) [anamorfo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.].

O teleomorfo (Magnaporthe) pertence a classe dos Ascomycetos e
ordem Diaporthales. Os ascosporos sao hialinos, fusiformes, com trés septos e
0s ascos unitunicados. Nao foi verificado até o momento a presenga do
teleomorfo na natureza (PRABHU & FILIPPI, 2006).

O anamorfo pertence a classe dos fungos Mitosporicos, subclasse
Hyphomycetidae, ordem Moniliales, e familia Moniliaceae (MENEZES &
OLIVEIRA, 1993). Com relacédo a Fitopatologia, os fungos anamorfos causam
grandes problemas com o ataque, na maioria das vezes, as folhas, causando
necroses, murchas, reduzindo o desenvolvimento e levando as plantas a morte
BERGAMIN FILHO et al. (1995). Segundo Kirk et al. (2001), os Hyphomycetes
apresentam 1.800 géneros e 9.000 espécies. Fungos Anamorfos ou conidiais
sdo organismos que apresentam formas filamentosas. As formas filamentosas
apresentam estruturas de reproducdo assexuadas representadas pelos
conidiéforos, células conidiogénicas e conidios e por estruturas somaticas do
tipo apressoério (BONONI & GRANDI, 1999).
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Os conidios de P. grisea sao piriformes, obclavados, com a base circular
e o apice fino, levemente escuros ou hialinos, com pequeno hilo na base, a
maioria possui um ou dois septos transversais; ligam-se ao conidiéforo pelo
seu lado mais dilatado e medem entre 17-23 um de comprimento por 8-11 ym
de largura. Existe uma variagao consideravel entre isolados de arroz quanto ao
tamanho dos conidios, principalmente quanto ao comprimento. Os conidios
maduros possuem tipicamente trés células e apresentam um apéndice basal no
ponto de conexao com o conidioforo, (PRABHU & FILIPPI, 2006).

Epidemiologia

A brusone se desenvolve rapidamente quando existem condicbes
adequadas. Todas as fases do ciclo da doenga, desde a germinagdo dos
esporos até o aparecimento de lesdes, sao influenciadas, em grande parte,
pelos fatores climaticos; Dentre os fatores ambientais que podem afetar as
relagbes patdgeno-hospedeiro, a agua e a temperatura sdo os mais
importantes (REIS et al., 1988).

A umidade (agua no estado liquido ou gasoso) através do molhamento
das folhas pelas chuvas ou pela deposi¢cado de orvalho € o fator determinante e
essencial a ocorréncia das doengas, ao passo que a temperatura age como
catalisador, retardando ou acelerando o processo infeccioso e de reproducao
do patégeno (REIS et al., 1988).

As temperaturas entre 20°C e 25°C durante o dia (EMBRAPA, 2005), e
noturnas variando de 17 a 21°C sao 6timas para a infeccdo e esporulacdo do
fungo e rapido desenvolvimento da doenca (POTAFOS, 1995). Ou (1972)
observou que as condi¢des ambientais requeridas a infecgdo sao temperaturas
entre 21 e 27 °C e 10 a 14 horas de molhamento. Alves & Fernandes (2006)
observaram que quando a umidade relativa é elevada, 290% a conidiogenese e
favorecida.

A liberagao de conidios ¢é influenciada pela temperatura e normalmente
ocorre na faixa de 15 a 35 °C. Em relagdo a germinagdo dos conidios a
temperatura deve ser entre 22 a 28 °C (TOLEDO & ESCOBAR, 2002).

A luz também pode ter influéncia sobre o crescimento micelial e dos

conidios. A alternancia de luz tem um papel importante sobre a esporulagao.
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Quanto menor for o numero de horas diarias de sol, maiores serdo as
probabilidades do ataque de M. grisea (PRABHU & FILIPPI, 2006).

Ou (1985) citado por Urashima et al. (2007), descreve o fungo como
sendo um patogeno policiclico e que uma lesao tipica € capaz de produzir de
2.000 a 6.000 conidios por dia por aproximadamente 14 dias em condicdes de

laboratorio.

Ciclo de vida

1) Producéo e liberagao de conidios na planta

Os conidios s&o produzidos quando a umidade do ar for superior a 93 %.
A intensidade da luz afeta negativamente o alongamento do tubo germinativo e
a producao de esporos, por isso a liberagcdo e a disseminagao dos conidios
ocorre geralmente durante a noite (PRABHU & FILIPPI, 2006). A disseminacao
ocorre pela acado do vento (RIBEIRO, 1985), podendo ser transportados a
longas distancias pelas correntes de vento, especialmente em rajadas fortes
que provocam o atrito entre as plantas, liberando os espoéros (PICININI &
FERNANDES, 1995). A liberacado dos conidios ocorre com facilidade apés sua
formacao (Figura 1).

Figura 1: Conidios e conidi6éforos de P. grisea formado em meio de cultura,
observados em microscopio 6tico comum.

2) Pré-penetragao
A adesdo ¢é considerada um pré-requisito essencial durante a
patogénese de fungos. A mucilagem tem como fung¢éo, permitir a aderéncia do

conidio em qualquer superficie, mesmo na agua. O fungo acumula material
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extracelular adesivo em porcdes na extremidade do conidio e, uma vez em
contato com uma superficie adequada, o este é liberado (PRABHU & FILIPPI,
2006). Esse material adesivo estabelece uma firme ligagdo, porém né&o
especifica, com superficies cobertas com cera. Tentativas vigorosas para
desalojar os conidios nessa fase geralmente ndo tém sucesso. A composi¢cao
quimica do material adesivo ainda nao foi determinada, mas, acredita-se que
exista o envolvimento de residuos de glucose e manose (HAMER et al., 1988;
HOWARD & VALENT, 1996 citado por LEITE et al., 2001).

Fixado no hospedeiro os conidios germinam. A germinagdo ocorre
geralmente em agua livre ou em condi¢cdes de umidade que variam de 92 a
96% (REIS et al., 1988). Os conidios iniciam a germinagcdo com a emissao do
tubo germinativo que ocorre em torno de 30 a 90 minutos apds o contato com
a agua. O tubo germinativo é produzido pela célula basal ou pela célula apical,
raramente pela célula mediana (PRABHU & FILIPPI, 2006).

O apressorio € uma estrutura desenvolvida por varios fungos para
romper a superficie foliar do hospedeiro. Sua formacgao ocorre pelo inchago no
apice do tudo germinativo. Cada célula do conidio contém um nucleo. Uma
delas da origem ao tubo germinativo. Enquanto o tubo germinativo alonga-se,
simultaneamente o nucleo desta célula submete-se a uma divisdo mitotica. Um
nucleo permanece no conidio e o outro é transferido para o futuro apressorio, o
qual separa-se do tubo germinativo através da formacdo de um septo. A
parede celular do apressorio imaturo comega a engrossar-se através da

deposi¢cdo de uma camada de melanina (MENDGEN et al., 1996).

3) Penetragao e colonizagao

A penetragcao ocorre diretamente na epiderme da folha do hospedeiro,
logo apos a formagédo do apressorio, que exerce forga mecanica gerada pela
atividade enzimatica das reservas acumuladas no conidio. O apressorio quebra
mecanicamente a cuticula das folhas de arroz através da hifa de penetracao
‘Peg”, evento que necessita de elevada pressdo de turgor interna para a
penetracdo durante a patogénese. A camada de melanina que € depositada
sobre a parede celular do apressério em formacdo é considerada essencial
para o processo de penetragcdo. Apos a estrutura de penetracao ter rompido a

cuticula da planta, atravessa a parede celular da epiderme e forma a hifa de
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infeccdo. Esta, por sua vez, da origem a hifas secundarias e subsequentes
dentro das células da epiderme e do mesdfilo, resultando na colonizagdo do
tecido invadido e na formacdo das lesées (PRABHU & FILIPPI, 2006;
MENDGEN et al., 1996).
4) Desenvolvimento das lesdes

As lesdes nas folhas de arroz, visiveis 72 horas apds a inoculagao,
crescem em tamanho e numero até coalescerem. Em 144 horas e sob
condicbes de alta umidade, comecam a produzir esporos em abundancia, os
quais sao liberados e dispersos pelo vento, fornecendo o inéculo para um ciclo
de infecgao subsequente (PRABHU & FILIPPI, 2006).

Sintomatologia

Os sintomas nas folhas iniciam-se com a formacao de pequenas lesbes
necréticas, de coloragdo marrom, que evoluem, aumentando de tamanho,
tornando-se elipticas, com margem marrom e centro cinza ou esbranquigado.
Lesbes estas que podem variar de 1 a 2 cm de comprimento por 0,3 a 0,5 cm
de largura. As lesdes crescem no sentido das nervuras e as vezes sao
circundadas por um halo amarelado (BEDENDO, 1997). A forma, tamanho e
cor das manchas variam em funcéo das condi¢gdes ambientais, idade da planta
e grau de resisténcia da cultivar (CARDOSO & KIMATI, 1980).

Em condi¢cbes favoraveis, quando a doenga ocorre severamente nos
estadios iniciais de desenvolvimento da planta, as lesdes coalescem, podendo
tomar areas significativas do limbo foliar causando morte das folhas. Muitas
vezes pode levar a planta a morte (BEDENDO, 1997; RIBEIRO, 1988).

Nas variedades altamente resistentes as manchas resumem-se em
pontuagdes ou mancha marrons de tamanho pequeno. Nas variedades de
resisténcia moderada as manchas podem se tornar circulares ou elipticas, mais
sempre com alguns milimetros de tamanho. A margem marrom esta
diretamente ligada com a resisténcia da planta (CARDOSO & KIMAT, 1980).

A infeccdo, em outras partes da planta, afeta os nés do colmo, entrends
e varias partes da panicula. A infeccdo do né da base da panicula € mais

conhecida como brusone de pescoco. A brusone afeta também todas as
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ramificagbes da panicula, causando o chochamento das espiguetas
(POTAFOS, 2005).

Os sintomas nos nds e entrends aparecem, geralmente, na fase de
maturagao. Os sintomas observados nos entrends sdao comuns somente nas
cultivares suscetiveis de arroz de terras altas. A infecgdo na regido dos nés é
freqlentemente encontrada somente em cultivares suscetiveis de arroz irrigado
(EMBRAPA, 2005).

Nos entre-nés, os sintomas evidenciam-se na forma de manchas
elipticas escuras com centro cinza e bordos marrom-avermelhados. As
manchas crescem no sentido do comprimento do colmo. Os sintomas
caracteristicos dos ndés s&o lesées marrons, que rompem o tecido da regido
modal causando a morte das partes acima deste ponto e a quebra do colmo,
no entanto, permanece ligada a planta. Na panicula as manchas nao
apresentam forma definida e podem atingir qualquer parte da panicula. Este
orgao quando infectado apos sua emissédo até a fase de gréos leitosos pode
causar o chochamento total dos graos, ficando esbranqui¢cadas. Quando a
doenca afeta as paniculas mais desenvolvidas ocorre a redugao do peso dos
graos podendo ocorrer a quebra das paniculas na regiao afetada. (BEDENDO,
1997).

Principais métodos de controle

A severidade da brusone depende de uma série de condigcdes
relacionadas a resisténcia do hospedeiro, a presenca do patdtipo e a
prevaléncia de fatores do ambiente favoraveis ou ndo a doenga (BEDENDO,
1997). Para o controle eficiente da brusone do arroz, € indispensavel a
utilizacdo do manejo integrado, sendo este um desafio para produtores e
técnicos. Tal manejo deve ser um conjunto entre a utilizagdo de cultivares
resistentes, controle quimico do patdégeno, nutricdo das plantas, aplicagéo de
formas corretas de irrigacdo, entendimento das relagdes entre as culturas e
plantas daninhas, preparo do solo, utilizagdo de sementes inspecionadas,
trocas de cultivares, escalonamento de cultivo e densidades recomendadas,

dentre outras.
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1)Cultivares resistentes

As praticas recomendadas para o controle da brusone nas folhas e nas
paniculas correspondem a cerca de 15% do custo de producdo da cultura.
Portanto, a medida mais econbémica para o controle dessa doenca é a
utilizacao de cultivares resistentes (CUTRIM et al., 2007).

A principal medida de controle, atualmente, € o uso de cultivares com
resisténcia vertical. Este tipo de resisténcia € governado por um ou poucos
genes que facilmente pode ser quebrada pelo patégeno. A pressao do inéculo
sobre as cultivares resistentes apresenta na regido uma quebra rapida da
resisténcia das cultivares, em geral de dois a trés anos (SANTOS et al,
2003b). Assim, o plantio de maior numero de cultivares resistentes seria uma
medida eficiente para reduzir os riscos e as perdas por esta doenga (SANTOS
et al., 2002). No entanto, a variabilidade desse fungo, produzindo novas racgas
virulentas, tem dificultado esse trabalho. E necessario conhecer as ragas
predominantes em um determinado local para que o melhorista e o
fitopatologista possam direcionar melhor suas pesquisas (CORNELIO et al.,
2003). Dessa forma, é importante que se faga a identificagdo dos patdtipos e
sua freqiéncia para auxiliar os programas de melhoramento genético no

desenvolvimento de cultivares com resisténcia duravel.

2) Adubacao equilibrada

O uso eficiente de nitrogénio (N) é significativo no aumento da produgao
de culturas anuais, como o arroz. Fertilizantes nitrogenados, entretanto, podem
poluir o meio ambiente se ndo forem utilizados na dose adequada e aplicados
de modo correto. A eficiéncia de recuperagdao do N pela cultura do arroz
irrigado situa-se entre 32% e 49% nos solos de varzea do Brasil Central,
dependendo da dose de aplicagdo. Existe grande possibilidade de lixiviagao de
nitrato nos solos de varzea, podendo causar poluicdo na agua subterranea.
Porém, o aumento na eficiéncia do uso de N por meio de praticas culturais
pode aumentar substancialmente a produtividade do arroz, sem custo adicional
dos insumos alem de amenizar o problema da contaminagdo ambiental
(FAGERIA & PRABHU, 2004). Na cultura do arroz irrigado, o grau de perda de
N e sua eficiéncia de uso sdo altamente dependentes do manejo da agua
(FAGERIA et al., 2003).

28



A influéncia do N sobre a brusone varia de acordo com a quantidade, a
forma disponivel e a suscetibilidade da planta. A aplicagao total de N no sulco,
por ocasido do plantio, aumenta significativamente a incidéncia da brusone
comparada com a aplicagéo parcelada desse elemento (SANTOS et al., 1986).

A utilizagdo do N em excesso aumenta a suscetibilidade ao patégeno
nas folhas e na panicula; por outro lado, sua deficiéncia pode predispor as
plantas a outras doengas como escaldadura das folhas e queima das bainhas.
O fésforo € um elemento importante para bom desenvolvimento da planta e,
mesmo com a ocorréncia da brusone, pode contribuir para a produtividade da
mesma. O potassio, aplicado no plantio, desfavorece o patégeno (BEDENDO,
1997).

O emprego da nutrigdo mineral como forma de aumentar a resisténcia
das plantas as doencas € uma alternativa sustentavel, pois contribui para a
conservacao dos solos de cerrado e para a preservagdo da saude humana
através do menor uso de fungicidas (CORREA-VICTORIA et al, 1996).

3) Utilizacao de silicio

O silicio (Si), embora nao faga parte da lista dos elementos essenciais, é
considerado elemento util para o crescimento e produgao de muitas gramineas.
O silicio tem sido demonstrado como elemento util para o arroz, capaz de
aumentar o rendimento desta cultura através da diminuicdo da toxidez de Fe e
Mn e do aumento da disponibilidade de P, devido a sua liberacdo dos fosfatos
de Fe (BARBOSA FILHO et al., 2000). Além desse efeito no solo, o Si também
esta relacionado com a reacado do arroz a varias e importantes doencas tais
como a brusone. A incidéncia de doencas € menor quando o teor de Si no
tecido da planta € maior. Acredita-se que o mecanismo de resisténcia da planta
esteja associado com o teor de Si no tecido da parede celular, tornando-a mais
resistente a degradacdo enzimatica. Uma vez depositado, torna-se imovel e
nao mais se redistribui nas plantas (BARBOSA FILHO, 2000; SANTOS et al.,
2003c).

O Si absorvido pela planta € transportado pelo xilema e as maiores
quantidades sao depositadas principalmente na parede celular, abaixo da
cuticula, aumentando a rigidez da célula e podendo elevar os conteudos de

hemicelulose e lignina da parede celular. O mecanismo de resisténcia a
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doencas é atribuido a associagao do Si com constituintes da parede celular,
tornando-as menos acessiveis as enzimas de degradagdo. Apesar disso,
existem pesquisadores que acreditam que o Si, além do efeito puramente
mecanico, também teria um papel de protegdo sistémica contra fungos
(CORREA-VICTORIA et al, 1996).

Santos et al. (2003 c) verificaram menor severidade de brusone nas
folnas e maiores produtividades foram verificadas nos tratamentos com
maiores doses de silicio. Santos et al. (2003 d) observaram que em termos
médios, a produgéo de arroz foi 33% superior nas parcelas tratadas com silicio.

Provavelmente, o efeito do Si sobre a produgado ndo se resume apenas
ao seu efeito no controle de doencas. A formagdo de uma dupla camada de
silica na epiderme das folhas do arroz mantém as mesmas mais eretas,
promovendo um maior aproveitamento de luz e em decorréncia uma maior
eficiéncia fotossintética (TAKAHASHI, 1996). De acordo com Agarie et al.
(1992) a maior atividade fotossintética proporcionada pela adubagdo com Si
pode ser uma das razbes para o aumento da producdo de grdos e matéria
seca.

Apesar do silicio ainda nao ser utilizado em larga escala no Brasil, pode-
se inferir a possibilidade do seu uso como mais uma alternativa de controle da
brusone foliar e de aumento da produtividade do arroz irrigado (SANTOS et al.,
2003 c).

4) Aplicacao de fungicidas

Apesar dos estudos de melhoramento desenvolvidos na regido
indicarem boas perspectivas de selegao de gendtipos superiores, atualmente
todos os cultivares plantados sdo suscetiveis em maior ou menor grau a
algumas doencas. Os fungicidas utilizados na parte aérea nao tém controlado
eficientemente a brusone, contribuindo para o encarecimento do processo de
producao (SANTOS et al., 2003b).

Segundo Dario et al. (2005), aplicacdo dos fungicidas trifloxystrobin,
propiconazole, fluoxystrobin e tebuconazole, nas doses recomendadas, sao
eficientes no controle de Brusone, além de nao apresentarem fitointoxicacao as
plantas na cultura do arroz. Segundo Santos et al. (2005) os produtos

tryciclazol, trifloxistrobina em mistura com propiconazol; e também tryciclazol
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em mistura com mancozeb na forma liquida sdo eficientes no controle da

brusone.

5) Tratamento de sementes

O uso de sementes sadias ou tratadas €& importante para evitar a
introducdo de novos patétipos em novas areas, principalmente devido ao fato
deste patdgeno apresentar variabilidade alta, um dos motivos pela baixa
durabilidade da resisténcia das cultivares comerciais de arroz (PRABHU et al.,
1999). Os métodos que reduzem o inéculo inicial incluem o uso de sementes
sadias ou a erradicacdo do patégeno com produtos quimicos ou outros
tratamentos (LOBO, 2008).

O tratamento de sementes é considerado como uma das praticas
culturais de baixo custo, para proteger as culturas contra doengas em arroz de
terras altas e varzeas. Os fungicidas sistémicos registrados especificamente
para o tratamento de sementes contra brusone nas folhas incluem carboxim +
thiram, thiabendazole e pyroquilon (KIMATI et al., 1986). A eficiéncia desses
produtos varia, bem como seus efeitos residuais. Apesar da importancia da
brusone no arroz, atualmente sao poucos os fungicidas registrados para essa
cultura, principalmente os de agéo sistémica. Os poucos produtos registrados,
apresentam baixa atividade residual e alguns estdo sendo utilizados ha mais de

vinte anos, outros ja ndo apresentam a eficiéncia desejada (LOBO, 2008).

Resisténcia genética

A resisténcia genética tem sido a forma mais eficiente no controle de
doencas de plantas, tanto pelas suas vantagens econdmicas, quanto
ambientais. No entanto, a obtencdo de uma resisténcia duravel, continua sendo
na maioria dos patossistemas, um desafio para os melhoristas e
fitopatologistas (CASELA & GUIMARAES, 2005).

Segundo Vanderplank (1963), a resisténcia pode ser classificada, de
acordo com sua efetividade contra patotipos, em resisténcia vertical e
horizontal. A resisténcia vertical é especifica aos patotipos, sendo conferida por
genes maiores que apresentam resisténcia a uma ou poucas ragas fisioldgicas

do fungo, sendo pouco estaveis. A resisténcia horizontal, além de nao ser
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especifica as ragas do patégeno € conferida por genes menores que
apresentam resisténcia uniforme contra todas as ragas do fungo, sendo
considerada duravel por apresentar maior estabilidade. Mais tarde Vanderplank
(1982) definiu que a resisténcia vertical € monogénica, demonstra efeitos
grandes e interacao diferencial e que a resisténcia horizontal é poligénica, com
efeitos pequenos e nao apresenta interagao diferencial.

Robinson (1971) definiu a natureza de resisténcia vertical e resisténcia
horizontal em termos de agricultura, epidemilogia e de seus mecanismos de
herangca. Sob o ponto de vista agrondmico, a principal caracteristica de
resisténcia vertical € a quebra da resisténcia, enquanto que a resisténcia
horizontal se caracteriza pela sua estabilidade.

A existéncia de dois tipos de resisténcia, uma vertical e outra horizontal,
sao reconhecidas em diversos sistemas patégeno-hospedeiro
(VANDERPLANK, 1963). Como a resisténcia vertical pode ser facilmente
incorporada nos cultivares comerciais, o melhoramento do arroz baseou-se
nesta resisténcia (OU, 1977).

A doenca € o produto da interagao entre hospedeiro, patégeno e o
ambiente. A severidade da doenga nas plantas s&o variaveis devido a
alteragdes na frequéncia da populagdo do patdgeno virulento ao nivel de
resisténcia do hospedeiro ou a modificagbes do ambiente (PRABHU &
MORAIS, 1993). A interagcado patdégeno-hospedeiro é considerada compativel
quando a planta nao reconhece a presenca do patdgeno. Quando o patégeno
inicia a colonizagao do tecido foliar se manifesta os sintomas tipicos da doenca.
Nesse caso, o patdogeno é considerado virulento e a planta, suscetivel. Numa
interacdo incompativel, o patégeno é reconhecido pela planta e ndo consegue
colonizar a planta hospedeira e provocar doenga. Assim, a planta é
considerada resistente e o patdégeno, avirulento. No reconhecimento do
patdgeno pela planta ocorre, a nivel molecular, varias reacbes de defesa do
hospedeiro a tempo abil de impedir que o patégeno se estabeleca HAMMOND-
KOSACK & JONES, (2000).

Desta forma, a diferenca entre resisténcia e suscetibilidade esta na
capacidade da planta de reconhecer o patdégeno invasor e ativar de maneira
rapida seus mecanismos de defesa GUZZO, (2004). Este reconhecimento

ocorre quando ha interacdo entre uma molécula receptora (alelos de
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resisténcia) da planta e um elicitor (alelos de aviruléncia) do patdégeno, de
forma direta ou indireta (HAMMOMD-KOSACK & PARKER, 2003).

A reagao entre o elicitor e o receptor desencadearia uma reacgao
complexa no sitio de infecgdo, resultando em uma reagdo incompativel
(auséncia de doencga), em que a infeccdo e a colonizagdo do tecido do
hospedeiro pelo patdégeno seriam limitadas. Por outro lado, se o patdégeno
possuir um alelo de viruléncia, ndo sera reconhecida pela molécula receptora
da planta hospedeira, a qual, consequentemente, ndo reconhecera a infecgao,
dando origem a uma reacado compativel (presengca de doenca) (BERGAMIN
FILHO et al., 1995). Assim, uma raca contendo tanto o alelo de aviruléncia
como o de viruléncia é capaz de causar doenga em uma planta que contenha o
alelo de suscetibilidade, pois esta ndo produz moléculas receptoras que
acusam a presencga do patégeno (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

A vulnerabilidade genética a doencas pode estar ligada a diversos
fatores como existéncia de uma base genética estreita; plantio de um unico
genotipo em grandes extensdes de area; introdugao de patdogenos; associagao
de algumas caracteristicas agronédmicas desejaveis a suscetibilidade de alguns
patdogenos; quebra da resisténcia vertical por mudangas ocorridas na
populagdo do patégeno e também a ocorréncia de fatores ambientais
favoraveis a epidemia. Todos estes fatores sdo influenciados, diretos ou
indiretamente, pela capacidade evolutiva do patégeno (CASELA &
GUIMARAES, 2005).
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CAPITULO | — INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA NA CONIDIOGENESE
DE Pyricularia grisea E DA CONCENTRACAO DO INOCULO NA
SEVERIDADE DA BRUSONE DO ARROZ.
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RESUMO

Objetivou-se nesse trabalho testar diferentes meios de cultura para
producao de conidios de P. grisea e a influéncia da concentracdo de conidios
na solugédo do inéculo na severidade da brusone do arroz. Ambos os ensaios
foram desenvolvidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
quatro repeticdes, sendo o primeiro composto por 7 tratamentos representados
por meios de cultura e o segundo ensaio representado por trés concentragdes
de esporos inoculados em trés cultivares de arroz irrigado. Os melhores
resultados foram obtidos nos meios de cultura a base de aveia, V8, farelo de
arroz e BDA nao comercial. O tratamento a base de aveia foi significativamente
superior aos demais, produzindo 202,5 mil conidios/ml. Em todas as trés
cultivares a maior concentracao de conidios proporcionou maior severidade da
brusone das folhas. Entre as cultivares avaliadas a BRS Jacana foi
considerada resistente e Metica 1 e Epagri 109 foram suscetiveis em todas as
concentracdes estudadas.

Palavras chave: Oryza sativa, Magnaporthe grisea, substrato, esporulagao.

ABSTRACT
Influence of culture medium on the sporulation of Magnaporthe grisea and
the conidia concentration on blast severity on rice

Two experiments were carried out aiming to evaluate different culture
medium for sporulation of M. grisea and the influence of conidia concentration
in rice blast severity. Both experimental were performed in a completely
randomized block scheme with four replicates. The first experimental consisted
of seven culture media (7 treatments) and the second was constituted of three
spore concentration that were inoculated in three irrigated rice cultivars (9
treatments). The best results were obtained in the oats culture medium, V8, rice
bran and not commercial Potato Dextrose Agar. The oats medium culture was
significantly better when compared to the others, producing 202,500 conidia/ml.
In all the three evaluated cultivars, the highest concentration of spore resulted in
the highest blast severity. Among the evaluated cultivars, the cultivar BRS
Jacana presented more resistance, while the cultivars Metica 1 and Epagri 109
were susceptible in all the studies concentrations.

Keywords: Oryza sativa, Pyricularia grisea, substrate, sporulation.
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INTRODUGAO

O fungo Pyricularia grisea Sacc (teleomorfo Magnaporte grisea (Hebert)
Barr) agente causal da brusone, possui uma ampla gama de hospedeiros que
causa doengas em mais de 50 espécies de gramineas. No Brasil, arroz, trigo,
triticale, milheto e cevada séo as culturas que sofrem quedas significativas de
produtividade devido ao ataque desse patdégeno (GALBIERI & URASHIMA,
2008; ALVES. & FERNANDES, 2006). Dentre os varios hospedeiros desse
fungo, o arroz (Oryza sativa L.) € o mais importante pela sua ampla distribuicéo
geografica, em praticamente todas as regides produtoras do mundo e também
pela sua capacidade de destruicdo (NUNES, et al.,, 2007). A brusone é
considerada uma ameacga a seguranga alimentar no mundo (VALENT, 2004).

Diversos pesquisadores e instituicdes de pesquisa em todo mundo tem
estudado o fungo Magnaporthe grisea. Segundo Prabhu & Filippi (2006), estas
razdes séo claras. Nao ha na histéria da Fitopatologia um patégeno como o M.
grisea, que causa tantos impactos em abrangéncia mundial para a cultura do
arroz e, em menor escala para outras gramineas. Por estas razdes, a brusone
vem sendo intensivamente estudada desde o inicio do século passado.

Mesmo sendo um patdégeno amplamente estudado, o fungo M. grisea
apresenta limitacbes de cultivo, em condicdes controladas. Desta forma,
caracteristicas quanto as exigéncias nutricionais de cada isolado a ser utilizado
em estudos também podem ser variaveis e exigir adaptagdes, ou inovagdes,
para possibilitar o desenvolvimento mais eficiente dos ensaios. Na composi¢ao
do meio de cultura, as fontes de carbono e nitrogénio, sdo mencionadas como
os principais fatores para a obtencado de culturas in vitro de diversos fungos
fitopatogénicos (MONTARROYOS, 2007). O fungo M. grisea apresenta grande
variabilidade comportamental em meio de cultura, mesmo em cultura
monospoérica (SOAVE et al.,1975).

No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia de diferentes meios de
cultura na producado de conidios e das concentragdes destes na inoculagao de
P. grisea. Estes estudos devem ser realizados para isolados obtidos em

diferentes regides. O presente estudo teve como objetivo avaliar diferentes
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meios de cultura para esporulagdo de M. grisea e a influéncia da concentragao

de conidios da solugéo do in6culo na severidade da brusone em arroz.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da

Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus Universitario de Gurupi.

Ensaio | — Influéncia de meios de cultura na producao de conidios de P.

grisea.

O experimento foi instalado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com 7 tratamentos (meios de cultura) e 4 repeticbes, sendo
repetido por duas vezes. Foram utilizados os meios de cultura: T1 - Aveia (Av);
T2 - Farelo de Arroz (Fa); T3 - Farinha de trigo (Ft); T4 — BDA; T5 - Milharina
(Mi); T6 - BDA (comercial); e T7 - V8 (suco concentrado de tomate).

Para o preparo dos meios de cultura a base de aveia; farelo de arroz;
farinha de trigo e milharina foram utilizadas 50g da base (Av, Fa, Ft e M). As
bases foram submetidas individualmente a um processo de cozimento em 1,0
litro de agua destilada por um periodo de cinco minutos. Apdés o cozimento
foram filtrados e os volumes completados para 1,0 Lt com agua destilada, em
seguida foram adicionados 20g dextrose, 15g Agar e 250mg de antibiético para
cada meio de cultura. O meio BDA comercial (Potato Dextrose Agar) foi
preparado utilizando-se 39g do produto comercial (Acumedia), correspondente
a 4g de infusdo de batata desidratada, 20g de dextrose e 15g de Agar, sendo
acrescido 250mg de antibiético (Ampicilina). Para o preparo do meio de cultura
BDA néo comercial foram utilizados 250g de batata picada em pequenos
cubos, obtendo-se o extrato através de cozimento em 1,0 litro agua destilada.
Com o extrato de batata pronto, foram adicionados 20g dextrose, 15g Agar e
250mg de antibidtico, sendo completado o volume com agua destilada para 1,0
litro. Para o preparo do V8 (suco concentrado de tomate) foram utilizados 300g

de tomate cortado em cubos adicionado-se 500ml de agua destilada para
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cozimento durante 10 minutos, em seguida o material foi peneirado, obtendo-se
somente o suco concentrado. Foram utilizados 230g de suco tomate
concentrado, sendo adicionados 3g CaCOs;, 20g dextrose, 15g Agar e 250mg
de antibiético e em seguida o volume foi completado para 1,0 litro. Para o
preparo dos meios de cultura foram utilizados os reagentes: Agar-Agar
granulado (puro, purificado e livre de inibidores microbiolégicos com pH inferior
a 6,0); Dextrose (D[+] glucose anidra CsH1,0¢) e Antibiotico (Ampicilina).

Os meios de cultura foram submetidos ao processo de esterilizacdo por
autoclavagem. Em seguida, foram vertidos em placas de Petri sobre condigdes
assépticas. Com o auxilio de um bisturi, um isolado monospdrico de M. grisea
classificado anteriormente como pertencente a ragca IA-1 foi repicado para
todas as placas contendo os meios de cultura. Apos a transferéncia as placas
foram encubadas em BOD no escuro, com temperatura de para 25°C.

Aos doze dias de crescimento as colbnias foram submetidas a um
estresse para inducido da esporulacdo. As placas foram abertas em condi¢cdes
asseépticas e o micélio superficial foi removido com um bastdo de aco estéril.
Em seguida os isolados foram colocados em cémara de crescimento com
temperatura ajustada para 25°C com as placas abertas, cobertas apenas por
pano crepe para evitar a contaminacédo e saque dos conidios por formigas. As
culturas foram mantidas sob luz fluorescente continua por 48 horas.

A avaliagdo do numero de conidios foi realizada aos 14 dias apods a
repicagem. Para quantificacdo da produgao de conidios, cada placa foi lavada
com 20ml de agua destilada estéril, e foi realizada a remogdo com o auxilio de
um pincel de cerdas macias para desprendimento dos conidios dos micélios.
Em seguioda, a solucéo foi filtrada em gaze e os conidios foram quantificados
em camara de Neubauer.

Para a analise estatistica, utilizou-se a média dos ensaios e os dados
foram tabulados e submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
ASSISTAT (SILVA & AZEVEDO, 2006).

44



Ensaio Il — Influéncia da concentragao de conidios da solugao do inéculo
na severidade da brusone das folhas, em diferentes cultivares de arroz

irrigado.

O experimento foi instalado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeticées, em esquema fatorial de 3 x 3, sendo
o fator A= cultivares e o fator B= concentragcbes de conidios. Foram utilizadas
as cultivares de arroz irrigado Epagri 109, BRS Jacand e Metica-1. As
concentragdes do indculo testadas foram 3 x10®, 3 x10* e 3 x10° conidios/ml .
As sementes foram semeadas em bandejas plasticas, com dimensdes de 45 x
30 x 10 cm, contendo 4,0 Kg de substrato comercial PLANTMAX (casca de
pinus, vermiculita, turfa, corretivo de acidez, super fosfato simples e nitrato de
potassio), autoclavado a 120°C por 30 minutos. Nao foi realizada adubagao de
plantio em funcdo do tempo de permanéncia da cultura no substrato e dos
teores de nutrientes apresentados em analise quimica: Ca, Mg, Al, H+AI
apresentando 16.4, 10.1, 0.24, 10.1 cmol/dm? respectivamente; K 709.5 ppm e
P 362 ppm, 10.7% de matéria organica e pH 5.2 em CaCl,. Em cada bandeja
semeou-se as 3 cultivares, com 15 sementes por loinha. Apds o0 semeio as
bandejas foram mantidas em casa-de-vegetacéo aclimatizada com temperatura
controlada para 25°C até o momento da inoculacdo. Aos quinze dias apos a
emergéncia das plantulas foi realizada adubagao de cobertura com 3g de Uréia
(45% N) por bandeja.

Simultaneamente ao desenvolvimento das plantas foi realizada a
multiplicagdo do indculo, sendo utilizado a raga I1A-1 considerada como a mais
freqlente no Estado do Tocantins (DIAS NETO et al., 2008). Foram realizadas
repicagens do miceélio da placa matriz para 10 placas de Petri contendo meio
de cultura BDA. Apds obtencao das culturas as placas foram acondicionadas
em incubadora tipo B.O.D., com temperatura ajustada para 25°C para o
crescimento micelial. Aos 12 dias as culturas foram submetidas ao estresse e
em seguida os conidios foram quantificados conforme descrito no ensaio 1.

Os tratamentos consistiram de trés diferentes concentragdes do indculo,
foram elas 3 x10%, 3 x10* e 3 x10° conidios. mL™". 20ml da solugéo de indculo
foi pulverizado em cada bandeja, com auxilio de um borrifador manual. As

solugbes de in6culo foram distribuidas homogeneamente entre as trés
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variedades de cada bandeja. Apds a inoculagao, as plantas foram encubadas
por 24 horas sob condigdes de camara umida com umidade relativa maior que
95% proporcionada por umidificador em ambiente fechado e com auséncia total
de luz. Em seguida, as bandejas foram mantidas em camara de crescimento
com temperatura de 25°C, 70% de umidade relativa do ar e fotoperiodo de 12
horas por sete dias.

A severidade foi avaliada aos nove dias apds a inoculagdo. Para isso foi
utilizada a escala de notas de seis graus (0, 1, 3, 5, 7 e 9) proposta por Leung
et al. (1988). Porém modificada, sendo adicionado a nota 4 de uma escala
padronizada de 1 a 9 (STANDARD evaluation system for rice, 1976), (0, 1, 3,
“4” 5, 7 e 9) conforme também sugerido por Prabhu & Filippi (2006). A escala
de sete graus utilizada permite diferenciar com clareza os tipos de infecgao,
sendo: 0 - Auséncia total de lesdes; 1 - Pequenas lesdes cabeca de alfinete de
cor marrom e que nao se desenvolvem; 3 - Lesdes pequenas, na sua maioria
pouco alongadas com pouco ou nenhuma esporulagdo; 4 - Poucas lesdes
tipicas e esporulativas, com centro cinza caracterizada por algumas lesdes
abertas; 5 - Muitas lesdes tipicas e altamente esporulativas que podem estar
isoladas ou coalescentes; 7- Lesdes coalescentes e com mais de 50% da area
foliar afetada; e 9 - Muitas lesdes que coalescem e causando murcha e morte
das folhas.

O experimento foi conduzido por duas vezes. Para a analise estatistica,

utilizou-se a média dos ensaios e os dados originais de severidade (notas)

foram transformados em (4/x+ 0,5 ), sendo submetidos a analise de variancia e

as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico ASSISTAT (SILVA & AZEVEDO, 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio | — Influéncia de meios de cultura na produgao de conidios de P.

grisea.

Houve diferenga significativa entre os tratamentos (Figura 1). Verificou-
se que a maior producao de conidios de P. grisea foi proporcionada pelo meio
de cultura a base de aveia, produzindo 202,5 mil conidios/ml. Se destacaram
também o meio V8 (130 mil conidios/ml) e farelo de arroz (129,5 mil
conidios/ml) que ndo se diferiram estatisticamente. Resultado semelhante foi
obtido por Cruz & Prestes (2007) quando testaram diferentes meios de cultura
na esporulagdo de P. grisea. Os tratamentos a base de AV, FA e V8 foram
descritos por Prabhu & Filippi (2006) como sendo considerados adequados
para a producédo de conidios de P. grisea. Com relagdo a outros patdgenos,
Brunelli et al. (2006) trabalhando com o efeito de diferentes meios de cultura na
esporulacdo de Cercospora zeae-maydis, agente causal da cercosporiose do
milho constatou que o meio V8 induziu a produ¢ado de uma grande quantidade
de conidiéforos. Também verificaram neste estudo que os meios BDA e aveia
estimularam a formagao de conidiéforos, porém em quantidade bem inferior ao
V8. Segundo Lukens (1963) e Strandberg (1987) citados por Brunelli et al.
(2006), o meio V8 apresenta grande riqueza nutricional e de carboidratos
complexos, onde estas caracteristicas sdo capazes de induzir a reproducao de
muitos fungos. O meio V8 é relatado como bom indutor de esporulagdo em
varias espécies de fungos também considerados de dificil esporulagdo como,
por exemplo, do género Cercospora (HANADA et al., 2002; QUEIROZ &
MENEZES, 1993). Sabe-se que, alguns meios de cultura s&o mais favoraveis
para a esporulacdo de fungos que outros, por apresentarem carboidratos
complexos que sdao menos adequados para a producédo de hifas vegetativas,
porém mais adequados a producao de esporos (DINGRA & SINCLAIR, 1995).
Andrade et al. (2007), trabalhando com Colletotrichum gloeosporioides,
causador da antracnose no mamoeiro verificou que diferentes meios de cultura

além de ocasionar diferengas quanto ao crescimento e desenvolvimento das
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culturas podem influenciar na futura severidade do patégeno na cultura
inoculada.

Em relacdo ao meio BDA n&o comercial, embora ndo seja este o mais
produtivo entre os tratamentos avaliados, justifica-se o seu uso em fungéo da
praticidade do seu preparo e obtencdo de um numero razoavel de conidios.

Os meios de culturas a base de farinha de trigo e milharina, nao
produziram conidios em quantidade satisfatéria. Ao comparar os tratamentos
com meios de cultura a base de aveia, farinha de trigo e milharina, verificou-se
que onde se utilizou farinha de trigo e milharina formou-se apenas 6,7 € 9,5%
dos esporos produzidos em relagcdo ao meio aveia.

Dos sete substratos analisados, somente o meio BDA comercial ndo
induziu formacao de conidios. Este fato pode estar relacionado com a presenca
de alguma substancia na composi¢cédo do produto que estaria atuando como

inibidor da conidiogenese.

250000 -
202.500 a

200000 -
% 150000 - 129.500 b 130.000 b
.% 105.000 ¢
‘€ 100000 -
o}
(@]

50000 -
13.500 d 19.250 d ve
0
T™ T2 T3 T4 T5 T6 T7
Meios de Cultura

Figura 1: Influéncia de diferentes meios de cultura na produgcao de conidios de
P. grisea. T1 - Aveia (Av); T2 - Farelo de Arroz (FA); T3 - Farinha de trigo (FT);
T4 — BDA; T5 - Milharina (Mi); T6 - BDA (comercial); e T7 - V8 (suco
concentrado de tomate).

- Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade; CV= 8,71%.

Pbde-se verificar através de analise visual, grande variacdo das
caracteristicas culturais fungicas em relacdo aos meios de culturas testados.
As coloracgbes variaram de cinza escuro ao branco e a massa miceliana de

ralas a cotonosas. Resultado semelhante foi descrito por por Ellis (1971),
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quanto as caracteristicas culturais do patégeno. De acordo com Prabhu &
Filippi (2006), as culturas podem apresentar hifas grosas e de aspecto
algodonaceo.

Verificou-se que diferentes meios de cultura podem induzir a
conidiogenese de P. grisea. No entanto, o desenvolvimento de determinada
pesquisa, como por exemplo, na identificacdo de patoétipos de M. grisea,
apenas um meio de cultura deve ser utilizado. Segundo Prabhu & Filippi,
(2006), o método deve ser padronizado com a finalidade de se evitar falhas.
Santoro et al. (2007), pesquisando a interferéncia da metodologia nos
resultados de bioensaios de selegcao de fungos entomopatogénicos para o
controle de insetos, verificaram que existe diferengca na viruléncia entre
conidios produzidos em diferentes meios de cultura. Também o uso de meios
naturais pode evitar a selecdo de mutantes nutricionais menos patogénicos

muito comuns quando se utiliza meios artificiais (PEREIRA & EIRA, 1999)

Ensaio Il — Influéncia da concentragdo de conidios na severidade da

brusone em diferentes cultivares de arroz irrigado.

Os resultados obtidos através da inoculagdo de trés concentracdes de
conidios de P. grisea, em diferentes cultivares de arroz irrigado, mostraram que
existe correlacdo positiva entre a concentracdo de conidios e a severidade da
brusone nas folhas. Para as cultivares suscetiveis Epagri 109 e Metica 1 o
coeficiente de correlacédo foi R=0,7037. Para a BRS Jacana, cultivar que se
mostrou resistente, o coeficiente de correlagdo foi R=0,3602. A maior
concentracido de conidios proporcionou maior severidade da brusone nas
folhas, nas trés cultivares inoculadas, apresentando diferenca estatistica
significativa nas cultivares Metica 1 e BRS jagand (Tabela 1). As
concentragbes de 3x10° e 3x10* ndo apresentaram diferenca estatistica entre
si. Estes resultados concordam com os obtidos por outros autores. Arendt
(2006), testando diferentes concentragdes de indculo de P.grisea em trigo
observou que a severidade do patdogeno aumentou gradativamente conforme o
aumento da concentragcdo do inoculo. Araujo & Prabhu (2002), trabalhando
com diferentes concentracbes de indculo em somaclones de arroz também

verificaram aumento na severidade da brusone em fungcdo da crescente
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concentragcdo do inéculo. Este fato também ja foi verificado em outros
patossistemas. Silveira et al. (2004), trabalhando com Acidovorax avenae
subsp. citrulli, causador na mancha-aquosa do meléo verificaram reagao similar

da doenga em funcéo da concentragao do inéculo.

Tabela 1: Severidade de brusone nas folhas em funcéo de trés concentragdes
de esporos de P. grisea em trés cultivares de arroz.

Concentragio (esporos mL™)

3x10° 3x10* 3x10°

Cultivares Severidade média de brusone nas folhas
Epagri 109 46 aB 51 aB 7,0 aA
Metica 1 4,1 aB 4,6 aAB 4,9 bA
BRS Jacana 0,5 bB 1,0 bAB 1,3 cA

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem
entre si de acordo com o teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade; CV = 11,32%.

Entre as cultivares avaliadas a BRS Jacana foi a unica que se mostrou
resistente a brusone nas folhas para a raga inoculada (IA-1). Cutrim et al.
(2007), testando a cultivar BRS Jacana no Viveiro Nacional de Brusone nos
anos agricolas de 2002/03 e 2003/04, mostrou que esta cultivar apresentou
boa resisténcia a brusone nas folhas. Os autores comentaram que a resisténcia
pode ser devido a um de seus genitores, o IRI 344, ser fonte de resisténcia a
essa doenca. Mesmo a cultivar sendo considerada resistente, o aumento da
concentragdo do indéculo causou o aumento da severidade da doenga. As
cultivares Epagri 109 e Metica 1 foram amplamente plantadas no Estado do
Tocantins e sao consideradas suscetiveis a brusone. A cultivar Epagri 109 em
todas as concentragbes do indculo mostrou-se mais suscetivel do que a cv.
Metica 1, apresentando maiores indices de severidade, chegando a obter nota
7 na maior concentragdo utilizada. Segundo Prabhu et al (2002), esta cultivar
foi langcada em 1996 a partir do Estado de Santa Catarina. Apesar do seu
elevado potencial produtivo e qualidade de gréos ainda € utilizada pelos
produtores, mesmo com o alto grau de suscetibilidade apresentado. Metica 1
também mostrou-se suscetivel em todas as concentragdes utilizadas, cuja
severidade variou de 4,1 a 4,9. Esta cultivar foi desenvolvida pelo Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), sendo introduzida no Brasil em
1981, pela Embrapa - de Arroz e Feijao (CNPAF). Quando foi langcada, em

1986, mostrou moderada suscetibilidade a brusone nas folhas e paniculas e foi
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recomendada para cultivo em condigdes irrigadas no Brasil (PRABHU &
FERREIRA, 1991). Tal suscetibilidade aumentou ao longo dos anos, resultando
em perdas significativas de produtividade. Mas por causa do seu potencial
produtivo, e certa rusticidade permanece como uma das cultivares plantadas
por alguns produtores (ARAUJO et al., 2002).

CONCLUSOES

O meio de cultura a base de aveia foi 0 que apresentou melhor eficiéncia
na producgéo de conidios de P. grisea.

O meio de cultura a base de BDA comercial ndo induziu a esporulacao.

Existe grande influéncia do meio de cultura sobre a producdo de
conidios de P. grisea.

O aumento da concentracido de conidios aumentou a severidade da

brusone foliar em arroz.
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CAPITULO Il — INFLUENCIA DA IDADE DO MICELIO, NUMERO DE
REPICAGENS E DA COLORAGAO DAS CULTURAS NA PRODUGCAO DE
CONIDIOS DE Pyricularia grisea EM CONDIGOES DE LABORATORIO.
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RESUMO

Em funcdo da dificuldade de se trabalhar com M. grisea devido a
diversidade de fatores que podem influenciar no desenvolvimento do fungo
foram realizados 3 experimentos em condicbes de laboratério. O Primeiro
ensaio foi feito com o objetivo de verificar a idade do micélio na produgao de
conidios e foi instalado em DIC com 6 tratamentos e 4 repeticbes. Os
tratamentos consistiram em culturas de P. grisea com diferentes idades.
Utilizou-se culturas com 10, 14, 18, 22, 26 e 30 dias apds a repicagem. No
segundo ensaio foi estudado o efeito do numero de repicagens na produgao de
conidios de P. grisea. O indculo utilizado foi obtido por meio de isolamento de
conidios em folhas de arroz com sintomas de brusone. Foram utilizados 5
tratamentos e 5 repeticdes em um DIC. Os tratamentos foram obtidos através
de repicagens sucessivas em intervalos de 12 dias de idade da cultura original.
No terceiro ensaio, estudou-se a influéncia da coloracdo das culturas na
conidiogenese de P. grisea. O ensaio foi instalado em um DIC com 5
tratamentos e 5 repeticobes. Os tratamentos foram obtidos através da
classificagdo das culturas de P. grisea quanto a coloragdo em negra; cinza
escuro com estreitas bordas claras; cinza claro; centro cinza com extensas
bordas brancas e branco. No primeiro ensaio, observou-se que a idade do
micélio exerceu grande influéncia sobre a producdo de conidios. As melhores
épocas para esporulagcdo foram aos 10 e 14 dias apds a repicagem, havendo
um aumento na producgao de conidios entre estes intervalos e diminuicao apés
estas épocas. No segundo ensaio, verificou-se que repicagens sucessivas de
um isolado monospérico de P. grisea altera a quantidade de conidios
produzidos. Existiu grande produgdo nas duas primeiras repicagens (1 e 2),
diminuindo drasticamente nas repicagens sucessivas (3, 4 e 5). No terceiro
ensaio, observou-se que a maior producao de conidios foi obtida nas culturas
classificadas como sendo de coloragédo negra, seguida pelas culturas de centro
cinza com extensas bordas brancas e cinza escuro com estreitas bordas

brancas.
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ABSTRACT

Because of the difficulty of working with M. grisea regarding the diversity
of factors that can affect the fungus development under laboratory conditions it
was carried out three experiments under laboratory conditions. The first
experiment aimed to verify the effect of mycelium age on conidia production.
This experiment was installed in complete randomized design with six
treatments and four replicates. Each treatment consisted of colonies with age
varying from 10 to 30 days with intervals of four days among treatments (10, 14,
18, 22, 26 and 30 days after subculture). In the second experiment, the effect of
the number of subcultures on the conidia production by M. grisea from the rice
infected leaves was studied. The experimental design consisted of complete
randomized design with five treatments and five replicates. The treatments
consisted of successive subcultures (1, 2, 3, 4 and 5) in intervals of 12 days
among subcultures. In the third experiment, the relation of culture colors and
sporulation of M. grisea was studied. The experimental design consisted of
complete randomized design with five treatments and five replicates. The
treatments consisted of the following culture colors of M. grisea: black, dark
gray with clearly narrow edge, clearly gray, gray with widener white edge and
white. In the first experiment, the results showed that the mycelium age has
more influenced in the conidia production. The best period for sporulation was
on the days 10 and 14 after subculture, having the increasing on conidia
production and a subsequently decreasing after these periods. In the second
experiment, the results showed that the successive subcultures with a
determined monosporic isolate of M. grisea caused alteration on the amount of
produced conidia. On the first two subcultures (1 e 2) here was a big conidia
production, which severely decreased on the successive subcultures (3, 4 e 5).
In the third experiment, the results showed that the highest production of
conidia was obtained on the cultures classified as black coloration followed by

gray with widener white edge and dark gray with clearly narrow edge.
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INTRODUGAO

O arroz (Oryza sativa L.), planta que se adaptou aos mais variados
ambientes (MACLEAN et al., 2002), esta atualmente entre as culturas mais
plantadas e consumidas, no mundo (VAUGHAN et al., 2005). O Brasil ocupa a
92 posicdo no ranking mundial em uma area de 2,92 milhdes de hectares e
uma estimativa de produgdo calculada em 12,0 milhdes de toneladas
GCEA/IBGE (2008),

A cultura durante todo seu ciclo é afetada por doengas. Existe registros
na literatura de mais de 80 doencas em diferentes paises (EMBRAPA, 2005). A
brusone € uma das mais importantes, pela sua ampla distribuicdo geografica e
capacidade de causar danos nas plantas (NUNES, et al., 2007) e aos grandes
prejuizos na produtividade e na qualidade dos graos (RANGEL et al., 1992).

O agente causal da brusone do arroz é o fungo Magnaporthe grisea
(Barr) [anamorfo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.].

A brusone se desenvolve rapidamente quando existem condi¢cdes
adequadas. Todas as fases do ciclo da doencga, desde a germinagcdo dos
conidios até o desenvolvimento de lesbes, sdo influenciadas, em grande parte,
pelos fatores climaticos. Dentre os fatores ambientais que podem afetar as
relagcbes patdgeno-hospedeiro, a agua e a temperatura sdo os mais
importantes (REIS et al., 1988). Estes fatores estdo bem caracterizados para
M. grisea. Para crescimento micelial em meio de cultura as temperaturas
podem variar de 8 a 37°C, com ponto 6timo em torno 25 a 28°C e a exposicao
das culturas em luz continua favorece a produgdo de conidios (PRABHU &
FILIPPI, 2006).

Diversos sao os fatores que podem influenciar no desenvolvimento do
fungo em condi¢cbes de laboratério. Algumas caracteristicas tais como como
idade do micélio, numero de repicagens e coloragdo das culturas na
esporulacdo devem ser estudados. O presente trabalho teve como objetivo
estudar algumas caracteristicas biologicas na produgdo de conidios de P.

grisea.
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MATERIAIS E METODOS

Ensaio | — Influéncia da idade do micélio na formacao de conidios de P.

grisea.

O experimento foi instalado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 6 tratamentos e 4 repetigdes, e conduzido por duas
vezes. Os tratamentos corresponderam a idade da colénia no momento do da
inducdo da conidiogenese, os quais foram: T1 — col6nias de 10 dias; T2 —
colénias de 14 dias; T3 — colbnias de 18 dias; T4 — col6nias de 22 dias; T5 —
colénias de 26 dias; T6 — colbnias de 30 dias.

Foi utilizado o isolado monospdrico de P. grisea pertencente a raca IA-1.
O isolado foi repicado para placas de Petri contendo meio BDA (250g de
batata, 20g dextrose, 15g Agar e 250mg de antibiotico [Ampicilina]), estas
foram acondicionadas em céamara de crescimento (BOB) sob temperatura de
26°C. Aos 10, 14, 18, 22, 26 e 30 dias de crescimento das culturas, estas foram
submetidas a um estresse.

Para o estresse as placas foram abertas em condi¢cdes assépticas e o
micélio superficial removido com auxilio de um bastdo de acgo estéril. Em
seguida, as placas foram transferidas para cadmara de crescimento com
temperatura ajustada para 25°C permanecendo cobertas por pano crepe sob
luz fluorescente continua por 48 horas.

Para avaliagdo, cada placa foi lavada com 20ml de agua destilada estéril
e realizada raspagem com o auxilio de um pincel de cerdas macias para
desprendimento dos conidios dos conidiéforos. A suspensao foi filtrada em
gaze e os conidios quantificados em camara de Neubauer.

Para anadlise estatistica, os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa estatistico ASSISTAT (SILVA & AZEVEDO, 2006).
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Ensaio Il — Influéncia do niamero de repicagens na produgao de conidios

de P. grisea.

O experimento foi instalado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 5 tratamentos e 5 repeticdes. Cada um dos tratamentos

foi composto de cinco placas de Petri de 90 mm de didmetro. O experimento foi

repetido duas vezes. Foram utilizados os seguintes tratamentos: T1

Esporulagdo da cultura original, obtida de conidio coletado da folha; T2

Esporulagcdo obtida a partir da primeira repicagem da cultura original; T3

Esporulagdo obtida a partir da segunda repicagem da cultura; T4

Esporulagdo obtida a partir da terceira repicagem; T5 — Esporulagéo obtida

o)

partir da quarta repicagem do micélio da cultura original.

Para obtencdo do primeiro tratamento (T1), uma amostra de folha
coletada no Municipio de Formoso do Araguaia, no Projeto Rio Formoso foi
retirada do refrigerador e em seguida recortada, sendo utilizados apenas
fragmentos de folhas com lesdes tipicas de brusone. Estes fragmentos, sem
assepsia, foram entdo colocados em uma camara umida e camara de
crescimento (B.O.D.), com temperatura ajustada para 25°C por 24 horas,
visando possibilitar a esporulagdo do fungo nas lesées. Com o auxilio de uma
lupa e uma agulha de ponta fina realizou-se a transferéncia dos conidios de P.
grisea das lesdes esporuladas para placas de Petri, contendo meio de cultura
Agar-agua (20g de Agar para 1,0L de agua) autoclavado (foram preparadas
cinco placas com meio Agar-agua, sendo para cada uma transferidos conidios
procedentes de uma unica les&o). Apos a transferéncia dos conidios as placas
foram vedadas com plastico PVC, identificadas e colocadas em camara de
crescimento (B.O.D.) com temperatura ajustada para 25°C por 48 horas.
Destes isolados obtidos, apenas um foi selecionado para ser utilizado no
ensaio. Posteriormente, sobre um microscépio estereoscopico com o auxilio de
um bisturi 5 conidios germinados foram repicados e transferidos para placas
com meio de cultura BDA (250g batata + 20g dextrose + 20g Agar por litro de
agua, acrescido de 250mg do antibidético Ampicilina). As placas foram
novamente encubadas em temperatura de 25°C e a partir deste momento se

obteve a cultura original (T1).
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Para a indugdo da conidiogenese e avaliacdo da concentragdo de
conidios utilizou-se a mesma metodologia descrita no ensaio |.

Para a analise estatistica, os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico ASSISTAT (SILVA & AZEVEDO, 2006).

Ensaio lll — Influéncia da coloragao das culturas na produgao de conidios

de P. grisea.

O experimento foi instalado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 5 tratamentos e 5 repeti¢cdes. Foi utilizado meio BDA
para o desenvolvimento das culturas.

Os tratamentos se referiam aos padrdes de coloragdo do micélio dos
isolados monosporicos. Foram utilizados vinte e cinco isolados monosporicos
os quais foram agrupados em cinco categorias conforme a coloragdo do
micélio: Negra (T1), Cinza escuro com estreitas bordas claras (T2), Cinza Claro

(T3), Centro Cinza com extensas bordas Brancas (T4) e branco (T5), conforme

apresentado na Figura 1.

Figura 1: Categorias de coloragdo do micélio de M. grisea em meio BDA:
Negra (T1), Cinza escuro com estreitas bordas claras (T2), Cinza Claro (T3),
Centro Cinza com extensas bordas Brancas (T4) e branco (T5).

Apoés o agrupamento dos isolados monospoéricos nas suas respectivas

categorias, estes foram encubados em camara de crescimento (B.O.D.) sob
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temperatura de 25°C, no escuro por 14 dias. Para inducdo da esporulagao,
quantificacdo e analise estatistica dos dados foram empregadas as

metodologias descritas anteriormente no ensaio |.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio | — Influéncia da idade do micélio na formagao de conidios de P.

grisea.

Os dados obtidos mostram que a idade do micélio exerceu influéncia
sobre a producgdo de conidios em culturas de P. grisea. As melhores épocas
para esporulagdo ocorreram aos 10 e 14 dias apos a repicagem, apresentando
respectivamente 74.526 e 91.850 mil conidios/ml (Figura 2). O periodo 6timo
para produgao de conidios ocorreu aos quatorze dias apds a repicagem. Cruz
& Prestes (2007), avaliando a esporulagcdo de M. grisea em meio BDA
obtiveram quantidade similar aos 10 dias de idade do micélio. Prabhu & Filippi
(2006) comentaram que a idade para esporulagdo das culturas ocorreu, em

geral, de oito a 10 dias de idade em meio aveia.

100.000 - 91.850a y = 235,84x” - 13746x + 201849
R? = 0,7161
80.000 - —e— Conidios/ml

.g 60.000 - 74.526a —— Polindmio
:g (Conidios/ml)
8 40.000 -

20.000 - 11.313b 11.344b

625¢c
0 T T T T T hd 1
6 10 14 18 22 26 30 34
Idade do micélio (dias)

Figura 2: Influéncia da idade do micélio na formacgéo de conidios de P. grisea.
- Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. CV= 13,87%.
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A producgdo de conidios caiu significativamente em culturas com idade
superior a 14 dias, ocorrendo, aos 18 dias diminuicdo de 95% da capacidade
de esporular. Este fato pode estar relacionado ao envelhecimento das culturas
e consequentemente perda de vigor dos conidiéforos influenciado pelo
esgotamento nutricional do meio de cultura. Aparecido et al. (2007) relatou que
a esporulagao de fungos fitopatogénicos em meio de cultura também pode ser
diminuida devido ao consumo do meio de cultura e/ou ao acumulo de
metabdlitos excretados durante o desenvolvimento do microrganismo no
substrato.

Houve pequeno aumento na produgdo de conidios no periodo
compreendido entre 18 e 26 dias. Este fato pode estar relacionado com a
formagdo de novos setores nas culturas. Segundo Prabhu & Filippi (2006),
estes setores ou saltagdes ocorrem comumente e sdo formados durante o
estabelecimento de isolados monospoéricos de M. grisea. Os mesmos autores
comentaram ainda que as formacbes destes setores ndo estdo bem
esclarecidos, porém, tem sido atribuida em parte a dissociacdo de
heterocaridticos e que os setores formados de um isolado monospodrico, ao
serem inoculados em plantas de arroz, causam reacgdes de resisténcia e de
suscetibilidade diferentes da colbnia principal. Castro et al. (2006), trabalhando
com Glomerella cingulata f.sp. phaseoli, causador de antracnose em feijoeiro
comum, observaram formacgao de setores apos 30 dias de desenvolvimento

das culturas, havendo formagao espontanea de ascésporos nestes locais.

Ensaio Il — Influéncia do numero de repicagens na produgao de conidios

de P. grisea.

Repicagens sucessivas em colbénias de P. grisea, podem causar
alteragdes na quantidade de conidios produzidos (Figura 3). As melhores
conidiogeneses foram produzidas na cultura original e na primeira repicagem
da cultura, sendo a primeira repicagem superior a cultura original em 400 mil
conidios/ml, havendo diferencga estatistica significativa entre as duas. A grande
esporulacdo ocorrida na primeira repicagem pode estar relacionada com a

adaptagao da coldnia do fungo ao meio de cultura. Apds a primeira repicagem,
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houve uma grande redugcdo na capacidade de esporulagéo in vitro das
Culturas. Apods a segunda repicagem, a esporulagao do fungo foi diminuida.
Perdas da capacidade de esporulagdo e de infeccdo de alguns
patdbgenos s&o relatadas por diversos autores. Camargo Junior (2004),
trabalhando com Glomerella cingulata, causador da antracnose em feijoeiro
comum, verificou que a produgdao exuberante de peritécios em grandes
aglomerados s6 aconteceu nas primeiras placas isoladas, e que repicagens
sucessivas do isolamento inicial foram perdendo a capacidade de formacao de
estruturas reprodutivas tanto para os parentais como para as culturas
monosporicas. Vechiato et al. (2003), trabalhando com Diaporthe spp. e
Diaporthe phaseolorum causador de queima da haste e da vagem e o cancro
da haste da soja atribuiram a baixa viruléncia a perda de patogenicidade
devido ao procedimento de repicagens sucessivas durante o periodo de
manutengao do fungo em tubos contendo meio de BDA. Ignoffo et al. (1982)
atribuiu a perda da capacidade esporulativa e infectiva de fungos

entomopatogénicos a repicagens sucessivas em meio de cultura sintético.
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Figura 3: Influéncia do numero de repicagens na producao de conidios de M.
grisea em meio BDA.

- Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. CV= 27,6%

Para diversos autores as repicagens periddicas além de representar um
trabalho exaustivo, também resultam em problemas tais como perda da
viabilidade, mudancgas fisioldgicas e morfolégicas (aspecto e coloragdo das
culturas), decréscimo e/ou perda da capacidade de esporulagdo, declinio e,
posteriormente, perda da patogenicidade (BUENO et al., 2006; MEYER et al.,
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2006; VECHIATO et al., 2003; IGNOFFO et al., 1982). Saltacbes e alteragdes
morfoldgicas e/ou fisioldgicas que podem ocorrer nas culturas, como resultado
de repicagens periodicas. Essas alteragbes podem ser decorrentes da
constante manipulagdo exigida pelo método de conservagcdo através de
repicagens sucessivas (APARECIDO et al. 2007). Deve-se ressaltar também
que, normalmente, as amostras mantidas por repicagens peridédicas sao
armazenadas, normalmente, a temperatura ambiente, estando expostas as
alteracbes que possam vir a ocorrer. Tais alteracdes elevam a frequéncia de
mutacgdes e, como resultado, a cultura pode vir a ser perdida (APARECIDO &
FIGUEIREDO, 1997). Para preservar as caracteristicas de esporulacdo e
patogenicidade, Figueiredo & Pimentel (1975) relataram que os
microrganismos precisam ter atividade biolégica diminuida, reduzindo assim, a

possibilidade de ocorrerem modificagdes genéticas.

Ensaio lll — Influéncia da coloragao das culturas na produgao de conidios

de P. grisea.

As diferentes caracteristicas culturais influenciaram na esporulacéo de
P. grisea (Figura 4). A maior produgdo de conidios foi obtida nas culturas
classificadas como sendo de coloragédo negra, seguida pelas culturas de centro
cinza com extensas bordas brancas e cinza escuro com estreitas bordas
brancas. As culturas agrupadas em coloragdo cinza claro (T3) mesmo
apresentando estatisticamente menos conidios que T1, T2 e T4, apresentaram
esporulacao satisfatoria. O tratamento que apresentou menor esporulacao foi o
T5, agrupado (coloragao branca). Estudos quanto a influéncia da coloragéo das
culturas na esporulacdo de M. grisea sao escassos, porem, sao verificados
estudos relacionados a variagbes morfoldgicas e de patogenicidade. Andrade
et al. (2007) estudando a caracterizagdo morfocultural e molecular de isolados
de Colletotrichum gloeosporioides, causador da antracnose no mamoeiro,
agruparam as culturas em diferentes coloragbes e verificaram que todos os
isolados foram patogénicos, independente da coloragdo, apresentando

diferencas quanto a intensidade da viruléncia.
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As culturas em meio de cultura foram muito variadas quanto a massa
miceliana e cor do micélio, podendo-se verificar desde micélio ralo como
algodonosos e culturas de cor branca a escuras dependendo do meio de
cultivo e de variagcbes ocorridas em diferentes isolados monospadricos (ELLIS,
1971).

1.600.000 ;  1.453.000a

£ 1200000 | 991.500b 1.035.000b
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o)
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98.300d
0
ax ™ ) T4 5

Variabilidade de aspectos culturais

Figura 4: Influéncia de aspectos culturais de isolados de M. grisea na produg¢ao
de conidios em BDA. T1= Negra; T2=Cinza escuro com estreitas bordas
brancas; T3=Cinza claro; T4= Centro cinza com extensas bordas brancas e
T5= Branco.

- Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. CV = 16,39%

CONCLUSOES

Culturas de P. grisea com 14 dias, em meio BDA apresentou maior
esporulacao.

Para produgdo satisfatéria de conidios de P. grisea podem ser
realizadas até duas repicagens das culturas.

As culturas de coloragdo negra produziram maior numero de conidios

do que as demais.

66



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDRADE, E. M.; UESUGI, C. H.; UENO, B.; FERREIRA, M.A.S.V.
Caracterizacdo morfocultural e molecular de isolados de Colletotrichum

gloeosporioides patogénicos ao mamoeiro. Fitopatologia brasileira, Jan./Feb.
2007, vol.32, no.1, p.21-31.

APARECIDO, C.C.; HUANG,C.T.M; PASSADOR, M.M.; FINATTILD. ;
FIGUEIREDO, M.B. Avaliagao da viabilidade de culturas fungicas preservadas
pelos métodos de Castellani (agua destilada) e liofilizacdo. Biolégico, Sao
Paulo, v.69, n.1, p.5-8, jan./jun., 2007

APARECIDO, C.C. & FIGUEIREDO, M.B. Manutencdo das caracteristicas
originais de diferentes fungos fitopatogénicos preservados por periodos
superiores a vinte anos. Arquivos do Institituo Bioldégico, Sao Paulo, v.64, p.
59, 1997

BUENO, C. J., AMBROSIO, M. M. Q., SOUZA, N. L. Preservagao de fungos
fitopatogénicos habitantes do solo. Summa phytopathol., Jan./Mar. 2006, vol.
32, no.1, p.42-50.

CAMARGO JUNIOR, O. A. Identificacdo de recombinantes de Glomerella
cingulata f. sp. phaseoli por meio de marcadores RAPD. Dissertacao
(Mestrado), 60 p. Lavras : UFLA, 2004.

CASTRO, R. A.,, MENDES-COSTA, M. C., SOUZA, E. A. Dimorfismo de
ascosporos em Glomerella cingulata f.sp. phaseoli. Fitopatologia brasileira.
vol.31, no.6, p.598-600, 2006.

CRUZ, M. F. A.; PRESTES, A. M. Esporulagdo de Pyricularia grisea em
diferentes meios de cultura. In: | Reunido da Comissao Brasileira de Pesquisa
de Trigo e Triticale e do VIl Seminario Técnico de Trigo, 2007, Londrina. |
Reunido da Comissao Brasileira de pesquisa de trigo e triticale e do VIl
Seminario Técnico de trigo, 2007. Disponivel em:
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do71_tc21-1.PDF

DIAS NETO JJ, SANTOS GR, SILVA LMA, RANGEL PHN, FERREIRA ME,
CUNHA ACF, CANJAO ER, CASTRO NETO MD. Identificagdo de racgas

67



fisiologicas de Pyricularia grisea em arroz no Estado do Tocantins. 41°
Congresso Brasileiro de Fitopatologia. IN: Fitopatologia — Novos Horizontes. Belo
Horizonte — MG, 2008.

ELLIS, M.B. Dematiaceous hyphomicetes. Kew Surrey, England: ommonwealth
Mycological Institute/CAB, 1971. 608p.

EMBRAPA-EMBRAPA CLIMA TEMPERADO. Cultivo do arroz irrigado no
Brasil Sistemas de Produgao, 3 ISSN 1806-9207 Versao Eletrénica Nov./2005.
Disponivel em: http://www.cpact.embrapa.br/sistemas/arroz/autores.htm,
Acesso em: 08/12/2006

FIGUEIREDO, M.B.; PIMENTEL, C.P.V. Métodos utilizados para conservagao
e fungos na micoteca da segdo de micologia fitopatoldgica do instituto
biolégico. Summa Phytopathologica, Piracicaba, v.1, n.4, p. 299-302, 1975.

GCEA/IBGE, DPE, COAGRO - Grupo de Coordenagdao de Estatisticas
Agropecuarias — Instituto Brasileiro de geografia e Estatistica - Levantamento
Sistematico da producao Agricola, Abril 2008. Disponivel em:
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/ indicadores/agropecuaria/lspa/default.
shtm. Acesso em: 06 Junho 2008.

IGNOFFO, C.M.; McINTOSH, A.H.; GARCIA, C.; KROHA, M.; JONSON, J.M.
Effects of sucessive in vitro and in vivo passages on the virulence of the

entomopathogenic fungus, Nomuraea rileyi. Entomophaga, v.27, p.371-378,
1982

MACLEAN, J. L.; DAWE, D. C.; HARDY, B.; HETTER, G. P. Rice Almanac. 32
ed. Internacional Rice Research Institute, Los Bafios, Phillipines. 2002 p.
59-235.

MEYER, M.C., SILVA, J.C. DA, MAIA, G.L.,, BUENO, C.J., SOUZA, N.L.
Mancha de irotécio em algodoeiro causada por Myrothecium roridum Summa
Phytopathologica, v.32, n.4, p.390-393, 2006.

NUNES, C. D. M.; CARVALHO, F. I. F.; PIEROBOM, C. R. & OLIVEIRA, A.
Genética da Resisténcia de Cultivares de Arroz a Raga IA-1 de Pyricularia
grisea. Fitopatol. Bras. 32(1), jan - fev 2007.

PRABHU, A.S.; FILIPPI, M.C.C. Brusone em arroz: controle genético,
progresso e perspectivas. Santo Antonio de Goias: Embrapa Arroz e Feijao,
2006. 388 p.

RANGEL, P.H.N.; ZIMMERMANN, F.J.P.; NEVES, P.C.F. El CNPAF Investiga:
decresce en Brasil el rendimiento del arroz de riego. Arroz en las Americas,
Cali, v.13, n.1, p.2-4, 1992.

REIS, E.M.; FERNANDEZ, J.M.C.; PICININI, E.C. Estratégias para o controle

de doengas do trigo. Passo Fundo: EMBRAPA-CNPT, 1988. 50p.
(EMBRAPA-CNPT. Documentos, 7).

68



SILVA, F. A. S. E. & AZEVEDO, C. A. V. A New Version of The Assistat-
Statistical Assistance Software. In: WORLD CONGRESS ON COMPUTERS IN
AGRICULTURE, 4, Orlando-FL-USA: Anais... Orlando: American Society of
Agricultural Engineers, 2006. p.393-396.

SILVA L.M.A.; SANTOS, G.R. NETO DIAS J.J.; RANGEL, P.H.N.; FERREIRA,
M.E.; CUNHA, A.C.F.; CANJAO, E.R.; CASTRO NETO; M.D. Identificagio de
ragcas de Pyricularia grisea em multilinhas e variedades compostas de
arroz irrigado no Estado do Tocantins. 41° Congresso Brasileiro de
Fitopatologia. IN: Fitopatologia — Novos Horizontes. Belo Horizonte — MG,
2008.

VAUGHAN DA, KADOWAKI K, KAGA A, TOMOOKA N. On the phylogeny and
biogeography of the genus Oryza. Breeding Science. 55:113-122. 2005.

VECHIATO, M.H. ; MARINGONI2, A.C.; MARTINS, E.M.F.; KOHARA, E.Y.
Caracterizacdo de isolados de Diaporthe spp. e Diaporthe phaseolorum var.
meridionalis. Arqg. Inst. Biol., Sao Paulo, v.70, n.2, p.159-167, abr./jun., 2003

69



CAPITULO Il — IDENTIFICAGAO DE RAGAS FISIOLOGICAS DE
Magnaporthe grisea NA REGIAO TROPICAL DO BRASIL
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RESUMO

Em fungcdo da necessidade de desenvolvimento e recomendagédo de
cultivares de arroz resistentes a brusone, torna-se necessario o conhecimento
da diversidade e prevaléncia das racas fisioldgicas nas regides onde as
cultivares serdo recomendadas. Foram realizadas coletas de plantas com
sintomas tipicos de brusone nas folhas e paniculas em diversas regides
tropicais do Brasil. Das amostras coletadas foram produzidos e analisados 534
isolados monospdédricos de M. grisea. A identificacdo das racas se deu através
da avaliagdo das combinagdes de reagdes na seérie internacional de
diferenciadoras apds inoculagdo dos isolados monosporicos. Foram
identificadas sessenta e uma ragas nas regides avaliadas. Estas ragas estao
presentes em oito dos nove grupos de patétipos. Os dez mais prevalentes
foram compostas pelas ragas |IA-1, IC-1, ID-1, IA-65, ID-9, I1B-1, 1A-33, 1A-41,
IA-9 e IB-41 que representam respectivamente 20.6, 11.8, 10.86, 6.18, 5.43,
449, 431, 3.75, 3.18 e 3% do total de ragas identificadas. Uma maior
quantidade de racas foi verificada nos municipios de Lagoa da Confusdo e em
Formoso do Araguaia. Ao se analisar a prevaléncia das ragas em cada um dos
locais, pode se verificar uma mudanga quanto a composicido das dez racas
prevalentes. De um total de 250 isolados monospoéricos obtidos nas areas
experimentais de multilinhas e variedades compostas distribuidos em fazendas
localizadas nos municipios de Lagoa da Confusdo e Formoso do Araguaia
foram identificadas 45 racas fisioldgicas. Também foram identificadas 37 racas
procedentes de 284 isolados monospdricos originarios de cultivares comerciais
plantados em areas do Tocantins (Lagoa da Confusao, Formoso do Araguaia e
Dueré), Goias (Luiz Alves) e Para (Paragominas). Os dados mostraram que
existe alta variabilidade do fungo M. grisea nas regides avaliadas,

principalmente nas areas oriziculas localizadas no Estado do Tocantins.
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ABSTRACT

Because of the need of developing and recommendation of rice resistant
cultivars to blast, this study aimed to known about diversity and prevalence of
physiological races in the areas where future cultivars will be recommended.
Sampling of plants with symptoms of blast on the leaves and on the panicles
were carried out in several areas of Central Brazil. It was produced and
analyzed 534 monosporic isolates of M. grisea from the collected material. The
races identification was assessed by evaluating the combination of the
reactions of the collected isolates in the International Standard Differential (ISD)
after inoculation of monosporic isolates. A total of 61 races was identified in the
studied areas. These races were found in eight out of nine pathotypes groups.
The most ten prevalent pathotypes consisted of the following races: 1A-1, 1C-1,
ID-1, IA-65, ID-9, IB-1, 1A-33, IA-41, IA-9 and IB-41, that presented 20.6, 11.8,
10.86, 6.18, 5.43, 4.49, 4.31, 3.75, 3.18 and 3%, respective, of the total of
identified races. The higher number of races was found at Lagoa da Confusao
and Formoso do Araguaia, respectively. When analyzed the prevalence of
races on each studied areas, it was observed that from the 10 most prevalent
races, each area presented a different race composition. A total of 45
physiological races were identified in a total of 250 monosporic isolates
obtained in experimental areas of multilines and varieties mixture at Lagoa da
Confusdo and Formoso do Araguaia. In the areas planted with commercial rice
cultivars, a total of 37 races were identified in 284 monosporic isolates collected
at Tocantins state (Lagoa da Confusao, Formoso do Araguaia and Dueré), state
of Goias (Luiz Alves) and state of Para (Paragominas). The overall results
showed that there is a high variability of the fungus M. grisea in the evaluated

areas, mainly in the rice farms located at the state of Tocantins.
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INTRODUGAO

O arroz (Oryza sativa L.) esta entre as culturas mais plantadas e
consumidas no mundo, é a base da nutricdo da maior parte da populagao
mundial (VAUGHAN et al., 2005). Segundo GCEA/IBGE (2008), atualmente no
Brasil, a cultura de arroz abrange uma area de 2,92 milhdes de hectares e uma
estimativa de producéao calculada em 12,0 milhdes de toneladas.

A planta do arroz apresenta ampla adaptabilidade as diferentes
condicbes de solo e clima, porém, durante todo seu ciclo, € afetado por
doengas que reduzem a produtividade e a qualidade dos graos (BENSKOW,
2007), bem como a qualidade fisiolégica e sanitaria da semente.

Dentre as doengas do arroz, a brusone causada pelo fungo
Magnaporthe grisea, anamorfo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc., € uma das
mais importantes pela sua ampla distribuicdo geografica e capacidade de
causar danos (NUNES et al.,, 2007). A doenca tem sido um desafio para os
orizicultores, constitui-se um dos fatores limitantes da produtividade do arroz
irrigado (varzeas tropicais) e de sequeiro (terras altas), no mundo e em todo o
territorio brasileiro (IGARASHI et al., 1986).

A severidade da brusone depende de uma série de condigdes
relacionadas a resisténcia do hospedeiro, a presenca de patdtipos e a
ocorréncia de fatores ambientais favoraveis ou ndo a doenca (BEDENDO,
1997). Os prejuizos sao varidveis causando perdas significativas no
rendimento, sendo que sob condigbes favoraveis as perdas podem chegar até
100% (EMBRAPA, 2004). A cada 1% de severidade nas folhas e paniculas, as
perdas de produtividade variaram de 2,7 a 1,5%, em cultivares de ciclo precoce

e tardio, respectivamente (PRABHU et al., 1989). Os fungicidas utilizados no
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controle do patdgeno nao tém apresentado eficiéncia, além de encarecer o
processo de producgao (SANTOS et al., 2003).

Na cultura do arroz, os programas de melhoramento tém criado diversas
cultivares com resisténcia vertical, porém a vida util das mesmas tem sido de
apenas dois a trés anos, pois novas ragas do patégeno surgem capazes de
quebrar essa resisténcia (SANTOS et al, 2005). As causas foram atribuidas a
mudanca no padrdo de frequéncia de patétipos dentro da populacdo do
patogeno (LEVY et al., 1993), a ndo detec¢do de uma raga patogénica durante
o processo de selecdo de uma linhagem (CORREA-VICTORIA & ZEIGLER,
1993) e a evolugao do patdégeno em resposta a pressao seletiva exercida pelo
hospedeiro, uso de fungicidas especificos, ou ainda a migracado de populagdes
do patégeno de uma regido a outra (LEUNG et al., 1993). Outro fator que pode
causar a quebra da resisténcia € o aumento da frequéncia de patdtipos
inexpressivos.

Outras implicagcdes seriam a exposicdo inadequada dos materiais a
diversidade populacional do patégeno durante os programas de melhoramento.
Segundo Filippi et al. (1999) a diversidade patogénica é geralmente alta em
campos experimentais e nos locais de testes de selegao para melhoramento de
cultivares para resisténcia e também a alta variabilidade do fungo causador da
doenga. O fungo é composto de patoétipos, ou ragas fisioldgicas, com
caracteristicas de viruléncia distintas (CORREA-VICTORIA & ZEIGLER, 1993).

Para o desenvolvimento e recomendacdo de cultivares de arroz
resistentes a brusone, € importante o conhecimento da diversidade e
prevaléncia das ragas fisiologicas nas regides onde as cultivares serao
recomendadas e selecionadas. Como a populagdo do patdgeno € altamente
variavel e dindmica, faz-se necessario uma amostragem e identificacdo das
racas prevalecentes para que os genes empregados nas novas cultivares
sejam eficazes na conferéncia de resisténcia as principais ragcas do patogeno.
O presente trabalho teve como obijetivo identificar as ragas fisioldgicas de M.
grisea prevalentes em lavouras comerciais de arroz irrigado na regido tropical

do Brasil.

MATERIAIS E METODOS
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As atividades de pesquisa para determinagdo da ocorréncia das racas
fisiologicas de M. grisea prevalentes em regides tropicais do Brasil foram
desenvolvidas entre Novembro de 2006 e Julho de 2008. O trabalho foi
desenvolvido por meio de uma parceria entre UFT (Universidade Federal do
Tocantins), EMBRAPA Arroz e Feijdo e EMBRAPA Recursos Genéticos e

Biotecnologia.

Coleta de plantas infectadas

As coletas foram realizadas nos anos agricolas 2006/2007 e 2007/2008
em polos representativos de produgdo comercial de arroz irrigado em diversas
lavouras no Estado do Tocantins, nos Municipios de Lagoa da Confusao,
Dueré, Formoso do Araguaia (Projeto Rio formoso), Luiz Alves do Araguaia no
Estado de Goias (projeto “Luiz Alves”) e em Paragominas no Estado do Para.
As plantas doentes sdo provenientes de nove variedades comerciais: Best
2000, Curinga (terras altas), Epagri 108, Epagri 109, Epagri 112, Epagri 114,
KM 113, Piracema e Primavera (terras altas). Também foram feitas coletas em
ensaios de avaliagcdo de Multilinhas e cultivares compostas de arroz irrigado
(TABELA 1) e em duas cultivares de arroz de terras altas. A relagdo dos
municipios onde se procedeu as coletas e das variedades coletadas em cada

local sédo apresentados na figura 1.

Tabela 1: Ensaio com multilinhas e cultivares compostas de arroz irrigado no
qual foram realizadas coletas de plantas de arroz com sintomas tipicos de
brusone, na safra 2007/2008.

Trat Variedade Composicao

01 Formoso CNA (10891, 10894, 10899, 10902, 10904)

02 Diamante CNA (10905, 10906)

03 CNA8502 CNA (10910, 10914, 10918, 10923, 10926, 10927)
04 Formoso + Diamante CNA (10891, 10899, 10905, 10906)

05 Formoso + CNA8502 CNA (10891, 10894, 10899, 10914, 10926, 10927)
06 Diamante + CNA8502 CNA (10905, 10906, 10910, 10914)

07 Formoso+Diamante+CNA8502  CNA (10891, 10899, 10905, 10906, 10914, 10926)
08 Formoso Testemunha

09 Diamante Testemunha

10 CNA8502 Testemunha

11 EPAGRI 109 Testemunha
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As coletas foram realizadas em duas épocas distintas, uma na fase
vegetativa, folhas infectadas, e outra na fase reprodutiva, em paniculas. As
coletas nas folhas foram realizadas em plantas com idade entre 20 a 50 dias,
constituindo-se o periodo mais critico para a brusone na fase vegetativa. Foram
coletadas as folhas que apresentavam reacao de susceptibilidade a brusone,
com lesbes esporulativas principalmente nas folhas mais novas para
possibilitar o isolamento. Durante as coletas foram evitadas areas tratadas com
fungicidas, sendo realizado nestes locais apds quinze dias da aplicagéo,
quando ocorreu reincidéncia da doenca ou passado o periodo residual do
fungicida. Evitou-se coletar folhas mais velhas, pois estas normalmente
apresentam lesdes que teoricamente ja esgotaram a produgdo de esporos,
e/ou apresentam contaminagdes por outros organismos, tais como bactérias e

fungos saprofiticos dificultando o isolamento.

Mult. e
Var. Comp.

| Best2000 |
I Formoso I

I Curinga i
| Epagri 108 | i Lagoa I

[ Epagri 109 |
i Dueré I

| Epagri 112 |
[ Epaori114_]

| Km 113 |
[P ]

| Piracema |

| Primavera |

Figura 1. Diagrama esquematico da relagéo entre municipios e cultivares em
cada regido onde foram realizadas coletas de arroz com sintomas tipicos de
brusone, safras 2006/2007 e 2007/2008.

Todo material coletado recebeu identificacdo individual quanto ao
municipio, propriedade, denominacdo da parcela na propriedade, cultivar
plantada, data de plantio e de coleta. Apds a coleta, as amostras foram
armazenadas em embalagens de papel e transportadas para laboratorio, sendo

secas a sombra em temperatura ambiente por 24 horas com a finalidade de
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reduzir a umidade evitando-se contaminacgao e proliferagédo de microrganismos,
além de evitar que o fungo esporulasse durante o armazenamento. Em
seguida, as amostras foram armazenadas em refrigerador a 4°C até o
isolamento.

Apds a emissao das paniculas, as parcelas onde se realizou a coleta de
folhas foram localizadas com auxilio de GPS e amostras com sintomas tipicos
de brusone e com lesdes esporulativas na panicula, raquis e ramificacdes
foram coletadas, sendo as mesmas identificadas, secas a sombra por 24 horas

e armazenadas em refrigerador a 4°C até o isolamento.

Producgao do inéculo (Isolados monospéricos)

As atividades para obtencdo dos isolados monospéricos foram
realizadas no laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal do
Tocantins, Campus Universitario de Gurupi. Cada uma das amostras coletadas
deu origem a apenas um isolado monosporico, sendo produzidos um total 534
isolados. As amostras foram retiradas do refrigerador e em seguida recortadas,
sendo utilizados apenas fragmentos de folhas e de paniculas com lesdes
tipicas de brusone. Estes fragmentos, sem assepsia, foram entdo colocados
em placas de Petri estéreis contendo guardanapos de papel umedecido em
agua destilada estéril (camara umida). As placas foram acondicionadas em
camara de crescimento (B.O.D.), com temperatura de 25°C por 24 horas, para
favorecer a esporulagédo do fungo nas lesdes.

Com o auxilio de uma lupa ética e utilizando uma agulha de ponta fina
realizou-se a transferéncia dos conidios das lesbdes esporuladas para placas de
Petri estéreis, contendo meio de cultura agar-agua 2%, que foi espalhado sobre
a superficie do meio com alga de platina. Apds a transferéncia do esporo para
0 meio agar-agua, as placas foram vedadas com fita PVC, identificadas e
colocadas em camara incubadora tipo B.O.D. com temperatura ajustada para
25°C por 48 horas.

Posteriormente, com o auxilio de uma lupa e bisturi, os conidios
germinados foram transferidos para meio de cultura BDA (250g batata + 20g
dextrose + 20g agar por litro de agua, acrescido de 250mg do antibidtico

Ampicilina), encubados por 14 dias em temperatura de 25°C. Para preservacao
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dos isolados monospodricos estes foram transferidos para tubos de ensaios
contendo meio de cultura BDA e encubados a temperatura de 25°C. Apds o
crescimento do fungo em toda a superficie do meio de cultua, os tubos foram

armazenados em -18°C.

Identificacao de ragas fisiolégicas de Magnaporthe grisea

A identificagdo das ragas fisioldégicas de M. grisea foi realizada por meio
da observacgao visual apos a inoculagdo dos isolados monospéricos na Série
Internacional de Diferenciadoras (SID) Quadro 1, (ATKINS et al., 1967).
Inicialmente, foram padronizados os métodos de inoculacido, avaliacido das
plantas e as condicdes ambientais pelas quais as etapas da identificagao das
racas foram expostas. Segundo Prabhu & Filippi (2006), a padronizagao é
importante, pois as reagbes estdo sujeitas as variagdes quanto ao estado
nutricional, idade das plantas na época de inoculagao, densidade de plantio,
condicbes microclimaticas durante o periodo de incubacgao, colonizagdo do
patogeno e posterior desenvolvimento das lesdes.

A fase de identificacdo das racas foi composta basicamente por quatro
etapas: a) Plantio das diferenciadoras, b) Multiplicagdo do indculo, c)
Inoculagdo do patdégeno nas diferenciadoras e D) Avaliacdo das reacgoes,

sendo esta seguida da entrada dos dados na chave de identificagao.

Quadro 1. Grupos, Série Internacional de Diferenciadoras de ragas fisioldgicas
de Magnaporthe grisea e sua origem.

Grupo Diferenciadora Origem
A Raminad Str-3 Filipinas
B Zenith, E.UA.
C NP-125 india
D Usen, China
E Dular Paquistao
F Kanto 51 Japéao
G Sha-tiao-tsao China
H Caloro E.U.A.

Fonte: Prabhu & Filippi, (2006), adaptado.

a) Plantio das diferenciadoras
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As diferenciadoras foram semeadas em bandejas plasticas com
dimensdes de 38 x 28 x 7 cm, utilizando-se doze sementes por linha. Em cada
bandeja foram semeadas as oito linhagens internacionais diferenciadoras. Foi
utilizado para o plantio 3,5 litros de substrato comercial PLANTMAX,
autoclavado a 120°C por 30 minutos antes do semeio. As bandejas com as
plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo climatizada com temperatura
controlada para 25°C para crescimento das plantulas at¢é o momento da
inoculacdo aos 25 dias. Nao foi realizada adubacéo de plantio, pois o substrato
utilizado apresentou teores adequados de nutrientes (Tabela 2), mostrando-se
suficiente para manutencao dos processos fisiolégicos das plantas sem o
aparecimento de sintomas de deficiéncia até o seu descarte. Aos quinze dias
apos a emergéncia das plantulas foi realizada adubacéo de cobertura com 3g
de Uréia (45% N) por bandeja com a finalidade de predispor as plantulas ao

ataque de M. grisea.

Tabela 2. Analise quimica: Ca, Mg, Al, H+Al, CTC (T), CTC efetiva (t) e SB em
cmol/dm®, Ke P em ppm, MO em %, pH em CaCls,.
Ca Mg Al H+Al T (pH7) t SB K P MO pH
Cmol/dm?® ppm % CaCl,
16,4 10,1 0,24 10,11 384 285 283 709,5 362 10,7 5,2

b) Multiplicagado do indculo

A multiplicagdo do indculo se deu simultaneamente ao desenvolvimento
das diferenciadoras. Cada um dos isolados foi repicado sob condicao
asseptica com auxilio de um bisturi, para placas de Petri estéreis contendo
meio BDA. No décimo segundo dia os isolados monospéricos foram
submetidos ao estresse. Para isso as placas foram abertas em condicbes
assépticas e o micélio superficial raspado com um bastao de ago estéril. Logo
apos, os isolados foram novamente acondicionadas em camara de crescimento
com temperatura ajustada para 25°C e as placas cobertas por um pano crepe e

sob luz fluorescente continua por 48 horas para esporulacdo abundante.

c) Inoculagao do patégeno nas diferenciadoras
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Apos a esporulacdo, cada placa contendo o isolado monospérico foi
lavada com 20ml de agua destilada estéril e foi realizada raspagem com o
auxilio de um pincel de cerdas macias para desprendimento dos micélios. Apds
a lavagem, a solucgao foi filtrada em gaze e os conidios foram quantificados em
camara de Neubauer. Para inoculagao do patégeno a concentragao da solugao
de esporos foi ajustada para 3 x 10° conidios /ml. Foram inoculados 20ml da
solugéo por bandeja com auxilio de um borrifador manual, sendo distribuida de
maneira homogénea entre as oito diferenciadoras presentes em cada bandeja.

Imediatamente apds a inoculagéo das diferenciadoras as bandejas foram
colocadas por 24 horas sob condi¢des de camara umida, com umidade relativa
maior que 95% proporcionada por umidificador em ambiente fechado e escuro.
Em seguida, as bandejas foram acomodadas em camara de crescimento com
temperatura de 25°C e 70% de umidade relativa do ar por sete dias em

fotoperiodo de 12 horas.

d) Avaliagédo das reacgdes

A identificacdo das ragas de M. grisea se deu através de analise visual
das classes de reagdes em cada uma das oito diferenciadoras da SID. A
avaliacao foi realizada sete dias apds a inoculacéo baseada na escala de notas
de seis graus proposta por Leung et al. (1988) modificada, sendo adicionado a
nota 4 de uma escala padronizada de 1 a 9 (STANDARD evaluation system for
rice, 1976), (0, 1, 3, “4”, 5, 7 e 9) conforme também sugerido por Prabhu &
Filippi, (2006). A escala de sete graus utilizada permite diferenciar com clareza
os tipos de infecgao, sendo:
* 0 - Auséncia total de lesdes;
* 1 - Pequenas lesbes cabeca de alfinete de cor marrom e que nao
se desenvolvem;
* 3 - Lesdes pequenas, na sua maioria pouco alongadas com pouco
ou nenhuma esporulagéo;
e 4 - Poucas lesbdes tipicas e esporulativas, com centro cinza

caracterizada por algumas lesdes abertas;
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e 5 - Muitas lesdes tipicas e altamente esporulativas que podem
estar isoladas ou coalescentes;

* 7-Lesdes coalescentes e com mais de 50% da area foliar afetada;

* 9 - Muitas lesdes que coalescem, causando murcha e morte das
folhas.

Foram avaliadas 12 plantas. A reagao da planta foi considerada como
resistente (R) quando recebeu nota de severidade menor ou igual a 3 e
suscetivel (S) quando a nota foi igual ou superior a 4. Durante a avaliagado das
reagdes as bandejas que apresentaram um total de plantas com infec¢ao
menor que 30% foram descartadas e o isolado inoculado novamente em outra
bandeja com a SID.

Apds a avaliagdo das reagdes nas diferenciadoras a identificagdo das
racas de M. grisea foi baseado na chave de identificagdo de acordo com a
tabela de racas (Anexo 1) proposta LING & OU (1969). Considerando-se que
existe um total de 256 combinagdes possiveis de ragas e que ha dificuldade
para leitura e caracterizacao, foi desenvolvido no Microsoft Office 2003 um
programa para identificacdo de ragas de M. grisea visando facilitar a

identificacdo das racas obtidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram constatadas sessenta e uma racas fisiolégicas de Magnaporthe
grisea nas regides avaliadas. O estudo para determinagdo destas ragas foi
realizado em um total de 534 isolados monospéricos. Foram identificadas as
seguintes racas: 1A-1, IA-3, 1A-9, IA-10, 1A-13, 1A-25, IA-33, 1A-34, 1A-35, IA-37,
IA-41, IA-45, 1A-57, |A-65, IA-73, IA-77, 1A-81, IA-97, IA-101, IA-105, 1A-109,
IA-121, 1B-1, IB-3, IB-5, IB-9, I1B-17, IB-21, I1B-26, I1B-33, 1B-34, I1B-41, 1B-49,
IB-57, IB-58, IC-1, IC-2, IC-4, IC-9, IC-13, IC-17, ID-1, ID-2, ID-3, ID-4, ID-5,
ID-6, ID-7, ID-9, ID-10, ID-13, ID-14, ID-15, IE-1, IE-2, IE-3, IF-1, IF-3, IF-4, IG-
E e II-1. O grande numero de ragas encontrado na regido vem confirmar a

diversidade da viruléncia do patégeno causador da doenga.
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Segundo Correa-Victoria & Zeigler (1993) a populagdo do fungo M.
grisea € composto de patétipos ou ragas fisiolégicas, com caracteristicas de
viruléncia distintas. Os resultados obtidos concordam com Garrido (2001) que
apos analisar nove populag¢des de M. gisea, verificou alta variabilidade genética
em isolados coletados no Estado do Tocantins, os autores comentaram que
estas populagdes possuem numero de alelos médio em 13 locos STR que
variam de 3,4 a 9,2 alelos por loco. Eles comentaram que em outras regides do
Brasil, como no Sul, esta variabilidade € muito menor como relatado por
Brondani (2000).

A alta variabilidade e diversidade do patégeno, aliado ao ambiente
favoravel ao desenvolvimento da doenga nas condicbes do Estado do
Tocantins, fazem crer que provavelmente seja uma das razdes para a quebra
da resisténcia em um curto periodo de tempo. Geralmente com menos de trés
anos, fato este também corroborado por Santos et al. (2005).

Pode-se verificar (Tabela 3) que as racgas identificadas estao distribuidas
em oito dos nove grupos de ragas possiveis para identificacdo através das
diferenciadoras internacionais e conforme chave de identificacido proposta por
Ling & Ou, (1969).

Foram verificados os grupos IA, IB, IC, ID, IE, IF, IG e Il, ndo sendo
constatado o grupo IH em nenhum dos isolados avaliados. Trabalhos
realizados em diversas regides do pais relatam a ocorréncia de todos os nove
grupos de ragcas de M. grisea no Brasil, tanto em cultivares de terras altas
quanto em sistemas irrigados (RIBEIRO, 1980; URASHIMA, & ISOGAWA,
1990; MALAVOLTA & SOUZA, 1992; CASSETARI NETO, 1996; FILIPPI &
PRABHU, 1996; MIURA et al., 1998; CORNELIO, 2001; PRABHU & FILIPPI,
2001; PRABHU et al., 2002; MACIEL et al., 2004; PRABHU & FILIPPI, 2006).
Porém, ndo ha registros da ocorréncia de todos os grupos de ragas em uma
unica regiéo.

Dentre os 534 monospoéricos avaliados prevaleceram os grupos A, IB,
ID e IC que apresentaram, respectivamente, 22, 13, 12 e 06, o que
corresponde a 36.1, 21.3, 19.7 e 9.8 % das sessenta e uma ragas encontradas.
Foram encontradas apenas 3 ragas pertencentes aos grupos IE e IF, que
corresponde a 4,9% do total de ragas encontradas e apenas uma raga

pertencente aos grupos IG e Il, correspondendo a 1,6% cada um.
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Tabela 3. Grupos da série internacional de diferenciadoras (SID), ragas de M.
grisea e numero de ragas por grupos identificadas na Regido Central do Brasil,
safras 2006/2007 e 2007/2008.

Grupos da SID

IA IB IC ID IE IF IG IH I
IA-1 IB-1 IC-1 ID-1 IE-1 IF-1 1G-1 - 1I-1
IA-3 IB-3 IC-2 ID-2 IE-2  IF-3 - - -
IA-9 IB-5 IC-4 ID-3 IE-3  IF-4 - - -
R IA10 IB-9 IC-9 ID-4 - - - - -
A IA13 IB-17 IC-13 ID-5 - - - - -
¢ IA25 IB-21 IC-17 ID-6 - - - - -
A IA-33 IB-26 - ID-7 - - - - -
IA-34 IB-33 - ID-9 - - - - -
F IA-35 IB-34 - ID-10 - - - - -
I IA-37 IB-41 - ID-13 - - - - -
S  IA-41 IB-49 - ID-14 - - - - -
I IA-45 IB-57 - ID-15 - - - - -
O IA57 IB-58 - - - - - - -
L IA-65 - - - - - - - -
0 IAT73 - - - - - - - -
G IAT77 - - - - - - - -
I IA-81 - - - - - - - -
C IA97 - - - - - - - -
A 1A-101 - - - - - - - -
IA-105 - - - - - - - -
IA-109 - - - - - - - -
IA-121 - - - - - - - -

22(128) 13(64) 6 (32) 12 (16) 3(8) 3(4) 1(2) 0(1) 1(1)
%
36,1 21,3 9,8 19,7 4,9 4,9 1,6 0,0 1,6
*Os valores entre parénteses sdo os possiveis numeros de ragas por grupo.

As ragas em ordem de prevaléncia identificadas na Regido Tropical do
Brasil estdo dispostas na Tabela 4. Pode-se verificar que as dez mais
prevalentes sdao compostas pelas racas |IA-1, IC-1, ID-1, 1A-65, ID-9, IB-1,
IA-33, IA-41, IA-9 e IB-41 que apresentam, respectivamente, 20.6, 11.8, 10.86,
6.18, 5.43, 4.49, 4.31, 3.75, 3.18 e 3% do total de racas identificadas. As dez
racas mais prevalentes somam 73.6% do total de ocorréncias na regido. Os
26.4% restantes estao distribuidos em 51 ragas com menor ocorréncia nas

regides avaliadas. Dentre estas, oito delas ainda apresentam um numero
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razoavel de ocorréncia (13.11%) das quais as ragas I1B-33 representam 2.62%,
IA-109 (1.87%), 1A-97 e IE-1 (1.69%), IF-1 (1.5%), IA-73 e ID-13 1.31% e a IC-9
apresentando 1.12%. As demais racas apresentam ocorréncia menor que 1%,

totalizando as quarenta e trés racas 13.29%.

Tabela 4. Racgas fisiolégicas de M. grisea identificadas na Regiao Tropical do
Brasil em ordem de prevaléncia, nas safras 2006/2007 e 2007/2008.

PREV. RACAS % PREV. RACAS % PREV. RACAS %
1 IA-1 20,60 21 IB-17 0,75 43 IA-81 0,19
2 IC-1 11,80 22 IF-4 0,75 44 IA-101 0,19
3 ID-1 10,86 23 IA-77 0,56 45 I1A-121 0,19
4 IA-65 6,18 24 IB-57 0,56 46 IB-3 0,19
5 ID-9 5,43 25 ID-14 0,56 47 IB-5 0,19
6 IB-1 4,49 26 IA-3 0,37 48 IB-21 0,19
7 IA-33 4,31 27 IB-9 0,37 49 IB-26 0,19
8 IA-41 3,75 28 IB-49 0,37 50 IB-34 0,19
9 IA-9 3,18 29 IC-13 0,37 51 IB-58 0,19
10 IB-41 3,00 30 IC-17 0,37 52 IC-2 0,19
Total 73,60 31 ID-4 0,37 53 IC-4 0,19
11 IB-33 2,62 32 ID-5 0,37 54 ID-2 0,19
12 IA-109 1,87 33 ID-15 0,37 55 ID-3 0,19
13 IA-97 1,69 34 IE-2 0,37 56 ID-6 0,19
14 IE-1 1,69 35 -1 0,37 57 ID-7 0,19
15 IF-1 1,50 36 IA-10 0,19 58 ID-10 0,19
16 IA-73 1,31 37 IA-25 0,19 59 IE-3 0,19
17 ID-13 1,31 38 IA-34 0,19 60 IF-3 0,19
18 IC-9 1,12 39 IA-35 0,19 61 1G-1 0,19
Total 13,11 40 IA-37 0,19 Total 13,29
19 IA-13 0,75 41 IA-45 0,19
20 IA-105 0,75 42 IA-57 0,19 Total 100%

De acordo com os dados obtidos, pode-se verificar o alto grau de
variabilidade de M. grisea nas regides avaliadas, bem como diferengas na
prevaléncia de tais racas. Enquanto em dois anos de coletas (safras 2006/2007
e 2007/2008) foram encontradas 61 ragas, Cornelio et al. (2003) relataram que
em outras regides como no Estado de Sdo Paulo até 1979, Amaral et al. (1979)
identificaram 16 ragas de M. grisea, das quais foram predominantes: IE-8 e II-1.
Em outro estudo realizado também em Sao Paulo no periodo de 1981-90,
foram identificadas 20 ragas do fungo, entre elas apenas duas ragas, a IA-65 e
[I-1, haviam sido relatadas anteriormente (MALAVOLTA & SOUZA, 1992).
Essas novas ragas, somadas, totalizam 32 ragas no Estado, no periodo de
1966-90. No Rio Grande do Sul, Ribeiro e Terres (1987) encontraram grande

variabilidade, com prevaléncia das ragas dos grupos IG e IA. Comparando-se
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esses resultados com os obtidos no periodo de 1969-78 por Ribeiro (1980),
verificou-se uma diminuicdo na frequéncia das ragas do grupo IB e um
aumento do grupo IA. Esses pesquisadores identificaram no periodo de
1979-85, 24 novas ragas que, somadas as 36 ja determinadas anteriormente
por Ribeiro (1980), totalizaram 60 ragas no periodo de 1969-85. Em outros
Estados brasileiros, como Mato Grosso, Cassetari Neto (1996) identificou a
presenga das ragas do grupo IB (IB-41, I1B-61, I1B-62). Em Santa Catarina,
Miura et al. (1998) verificaram a prevaléncia de ragcas do grupo G e a
ocorréncia de ragas do grupo D, C, E e |. Diversos trabalhos foram
desenvolvidos no Estado de Goias. Durante o periodo de 1986 a 1988 a
frequéncia das racas nas cultivares melhoradas de arroz de terras altas foi
determinada por Prabhu & Filippi (1989), constatando-se a presenca de 27
racas fisioldgicas. As ragas do grupo IB, principalmente I1B-1, IB-9, IB-13 e
IB-41, foram as predominantes. Em outro trabalho, Prabhu et al. (1990)
verificaram em 12 isolados de M. grisea a presenca de cinco ragas, sendo IB-9
a mais prevalente e as demais IB-1, IB-41, IC-10 e IA-9 ocorreram com menos
frequéncia Filippi et al. (1999), estudando a compatibilidade diferencial de
isolados de M. grisea em algumas cultivares de arroz irrigado, identificaram
sete racas entre os 24 isolados testados, sendo predominante a raca IB-9, que
foi detectada em oito das onze cultivares. Em estudos mais recentes Filippi &
Prabhu (2001) identificaram, em arroz de terras altas, 16 ragcas de M. grisea
sendo que, as predominantes foram a IB-9 e IB-41. Os autores verificaram
ainda que os isolados da raga IB-9 exibiram padrdo similar de viruléncia.
Prabhu et al. (2001), avaliaram a diversidade de ragas de 85 isolados de M.
grisea coletados durante um periodo de cinco anos em 14 cultivares de arroz
de terras altas e identificaram 11 patétipos, e desses, os predominantes foram
IB-9, 1B-1 e IB-41. Cornelio et al. (2003), em Minas Gerais, coletaram amostras
de folhas de arroz com sintomas da brusone em 15 municipios representativos
do Estado. Foram obtidos 138 isolados, destes, foram identificadas 14 racas
(IA-1, 1A-9, 1A-10, IA-13, 1A-65, IA-73, IB-1, IB-9, IB-15, IB-41, IB-64, IC-9,
IC-14, IC-16). A raga predominante foi a IA-9 em 41,18% dos isolados, seguida
pela IA-1 em 18,37% e I1B-9 em 16,92%.

A diversidade da populagdo de M. grisea também é muito variavel em

outros paises. Segundo Prabhu & Filippi (2006), em seis Estados do Sul dos
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Estados Unidos, somente 20 ragas internacionais de M. grisea foram
identificadas desde 1950. Xia et al. (2000) em Arkansas, de um total de 470
isolados coletados em 1992 em 18 campos comerciais de arroz em nove
municipios foram selecionados 60 para identificacdo de racas, sendo
identificadas apenas trés ragas (IB-49, IC-17 e 1G-1). No estudo foram
prevalentes as racas IB-49 e IC-17. Mekwatanakarn et al. (2000) trabalhando
com um total de 527 isolados produzidos de materiais coletados em cinco
locais nos anos 93 e 94 em lavouras da Tailandia identificaram 175 patétipos,
sendo que destes apenas 21 representaram 53% da populagédo do patoégeno,
sendo 160 patdgenos considerados raros. Segundo os mesmos autores, a
raridade de muitos patdtipos indica que muitos outros podem nao ter sido
identificados. Os autores estimam que no local possam existir
aproximadamente 473 patotipos. Noda et al. (1998) ao analisarem 129 isolados
monospoéricos de M. grisea no Vietna identificou 12 grupos de ragas
patogénicas com base na série diferencial japonesa, apresentando duas
prevalentes sendo constatadas em dez provincias da regido. Dados mais
antigos, datados de 1980 relatam registros de 18 ragas no Japao, 27 ragas em
Taiwan, 31 na india e 250 na Filipinas (OU, 1980). Chen et al. (2001)
avaliaram 792 isolados monosporicos de M. grisea coletados em 13
regides produtoras de arroz na regido central e sul da China, sendo
identificados 48 patodtipos para as seis linhas quase isogénicas e 82
patotipos para a série japonesa.

No presente trabalho, foram verificadas em Formoso do Araguaia, Lagoa
da Confusdo, Dueré, Luiz Alves e Paragominas 38, 42, 11, 11 e 4 racas
fisiolégicas, respectivamente. Das ragas encontradas na regido Central do
Brasil, a maior quantidade foi verificada nos municipios de Lagoa da Confusao
e em Formoso do Araguaia (Tabela 5). Estas regides apresentam maior area
plantada, além de se cultivar arroz irrigado a mais de 25 anos, como é o caso
do Projeto Formoso que se localiza no municipio de Formoso do Araguaia —
TO. Outro fato que pode explicar o maior numero de ragas nas duas regides &
0 maior numero de cultivares plantadas nos dois locais. Estes municipios

apresentaram todas as dez racas prevalentes e também tiveram maior
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frequéncia de ocorréncia das racas. Esses resultados poderdo explicar a rapida
quebra da resisténcia de cultivares de arroz nessas regides.

Entre os motivos para se encontrar a grande diversidade de ragas, pode
ser atribuido ao fato de que os produtores trazem diversas variedades cujas
sementes foram obtidas em outras regides com prevaléncia de diferentes
racas, aonde provavelmente o patégeno vem nas sementes. Verifica-se
também nestes dois locais, maior ocorréncia de ragas raras (pouco frequentes

na regiao).

Tabela 5. Ocorréncia de ragas fisioldgicas de M. grisea em municipios do
estado do Tocantins (Formoso do Araguaia, Lagoa da Confusdo e Dueré),
Goias (Luiz Alves) e Para (Paragominas), nas safras 2006/2007 e 2007/2008.

Raca For. Lag. Due. L.A. Par. Raca For. Lag. Due. L.A. Par.
IA-1 39 41 - 1 29 ID-5 1 1 - - -
IC-1 13 36 11 1 2 ID-15 - 2 - - -
ID-1 20 29 4 5 - IE-2 - - 2 - -

IA-65 24 7 - - 2 -1 - 2 - - -
ID-9 5 20 3 1 - IA-10 1 - - - -
IB-1 3 14 4 3 - IA-25 - 1 - - -

IA-33 12 9 1 1 - IA-34 1 - - - -

1A-41 9 9 - 1 1 IA-35 - 1 - - -
IA-9 12 5 - - IA-37 - 1 - - -

IB-41 10 2 - 4 - IA-45 1 - - - -

IB-33 10 4 - - - IA-57 1 - - - -

IA-109 6 4 - - - IA-81 - 1 - - -

IA-97 7 2 - - - IA-101 - 1 - - -
IE-1 5 3 1 - - IA-121 1 - - - -
IF-1 - 7 1 - - IB-3 - 1 - - -

IA-73 4 3 - - IB-5 1 - - - -

ID-13 1 4 - 2 - IB-21 - 1 - - -
IC-9 2 4 - - - IB-26 - 1 - - -

IA-13 2 2 - - - IB-34 - 1 - - -

IA-105 1 3 - - - IB-58 1 - - - -

IB-17 3 - - 1 - IC-2 - - 1 - -
IF-4 - 4 - - - IC-4 - 1 - - -

IA-77 3 - - - - ID-2 - 1 - - -

IB-57 1 2 - - - ID-3 1 - - - -

ID-14 1 1 1 - - ID-6 - 1 - - -
IA-3 2 - - - - ID-7 1 - - - -
IB-9 2 - - - - ID-10 1 - - - -

IB-49 1 - - 1 - IE-3 1 - - - -

IC-13 - 2 - - - IF-3 - 1 - - -

IC-17 2 - - - 1G-1 - 1 - - -
ID-4 - - 2 - - 210 238 31 21 34

Ao se analisar a prevaléncia das ragas em cada um dos locais, pode se
verificar uma mudanca quanto a composicao das dez ragas prevalentes da

regido do Brasil Central compostas pelos patotipos I1A-1, IC-1, ID-1, I1A-65, ID-9,
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IB-1, IA-33, 1A-41, IA-9 e IB-41. Em Formoso do Araguaia foram prevalentes as
ragas IA-1, 1A-65, ID-1, IC-1, IA-33, IA-9, IB-41, IB-33, 1A-41 e IA-97, no
municipio de Lagoa da Confusdo as ragas mantiveram basicamente a mesma
composicao, ficando a prevaléncia da IA-1, IC-1, ID-1, ID-9, IB-1, IA-33, 1A-41,
IA-65, IF-1 e IA-9. Em Dueré, destacaram-se IC-1, ID-1, IB-1 e ID-9. Em Luiz
Alves ocorreram: ID-1, IB-41 e IB-1. Por outro lado no estado do Para, na
regido de Paragominas, foi prevalente apenas a raga IA-1. Estas diferencas
podem estar relacionadas com as cultivares plantadas em cada local,
bem como o manejo empregado em cada regido. Também pode estar
relacionado com as condi¢gdes microclimaticas verificadas em cada local.
Chen et al. (2001) verificaram grandes diferengcas na estrutura
populacional de patétipos de M. grisea entre diferentes locais coletados,
mesmo em locais proximos. Segundo estes autores, existe uma

distribuicdo desigual entre as regides quanto a frequéncia das racgas.
Cornelio et al. (2003) também verificaram diferengas entre as ragcas de M.
grisea em diferentes regides no estado de Minas Gerais.

Na Tabela 6, estdo dispostos os dados referentes as ragas fisiolégicas
de M. grisea coletados em diferentes variedades plantadas nas areas
comerciais e ensaios de multilinhas e variedades compostas. De um total de
250 isolados monospodricos obtidos em plantas dos ensaios de multilinhas e
variedades compostas foram identificadas 45 ragas fisiolégicas de M. grisea.
Estas racas estao distribuidas em sete grupos, onde se destaca o grupo IA que
apresentou 20 ragas identificadas. Neste grupo, estdo cinco ragas prevalentes
na regido do Brasil central. A raga mais prevalente nas variedades compostas
foi a IA-1, representando 24,8% dos 250 isolados testados. Destacaram-se
também as racas IA-65, com 11,2% e 1A-33, com 6,4%. Foram verificadas 11
ragas do grupo IB, quatro do grupo IC, seis do ID, duas no grupo |IE e apenas
uma para os grupos IF e IG. Grande parte das racas identificadas nas
cultivares compostas teve baixa ocorréncia. Foram identificadas também 37
racas em 284 isolados monospodricos originarios de cultivares comerciais
plantados nas regides analisadas. A distribuicdo destas ragas foi mais
homogénea dentro dos grupos. Foram identificadas 7 ragcas do grupo IA, oito

ragas para os grupos IB e ID, duas ragas para os grupos IC e IE e uma raga
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para o grupo IF. Entre cada uma das cultivares houve diferenga quanto ao
numero de ragas identificadas. Nas variedades Best, BRS Curinga; Epagri 108;
Epagri 109; Epagri 112; Epagri 114; KM 113; Piracema e BRS Primavera
foram identificadas 19, 8, 7, 17, 9, 9, 17, 18 e 4 racas, respectivamente, em um
total de 41, 14, 10, 69, 18, 13, 41, 44 e 34 isolados de cada cultivar.

Tabela 6. Ocorréncia de ragcas de M. grisea nas cultivares coletadas. 1 - Var.
Comp.; 2- Best 2000, 3 - BRS Curinga; 4 - Epagri 108; 5 - Epagri 109; 6 -
Epagri 112; 7 - Epagri 114; 8 - Km 113; 9 — Piracema e 10 — BRS Primavera.
Cultivares coletadas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
IA-1 IA-1 1A-33  IA-65 IA-1 IA-41  1A-33  1A-1 IA-1 IA-1
IA-3  IA-9  IC-1 IA-9 IA-33  IB-1 IA-41  IA-25  1A-33  IA-41
IA-9  1A-33  ID-1 IB-1 IA-41  IB-33  IA-97 IA-33 IA-41 1A-65
IA-10  IA-41  ID-14 IC-1 IA-9  IB-41 IB-33 IA-41 IA-65 IC-1
IA-13  IA-73  ID-4 ID-1 IB-1 B9  IB-41 1A-81 IA-9 -
IA-33  IB-1 ID-9 ID-10  IB-17  IC-1 IB-49  IB-1 IB-1 -
IA-34 IB-33  IE-2 IE-1 IB-33  ID-1 IC-1 IB-41  IB-33 -
IA-35 IB-34  IF-1 - IB-41 ID-13  ID-1 IC-1 IB-57 -
IA-37  IB-41 - - IB-49  ID-9 ID-9 IC-9 IC-1 -
IA-41  IB-57 - - IC-1 - - ID-1 IC-2 -
IA-45  1C-1 - - IC-17 - - ID-14  IC-9 -
IA-57  IC-4 - - IC-9 - - ID-5 ID-1 -
IA-65  ID-1 - - ID-1 - - ID-6  ID-13 -
IA-73  ID-13 - - ID-13 - - ID-9 ID-4 -
IA-77  ID-2 - - ID-14 - - IF-1 ID-9 -
IA-97  ID-9 - - ID-9 - - IF-4 IE-1 -
IA-101  IE-1 - - IF-4 - - -1 IE-2 -
IA-105  IF-3 - - - - - - IF-1 -
IA-109  IF-4 - - - - - - - -
IA-121 - - - - - - - - -
IB-1 - - - - - - - - -
IB-3 - - - - - - - - -
IB-5 - - - - - - - - -
IB-9 - - - - - - - - -
IB-17 - - - - - - - - -
IB-21 - - - - - - - - -
IB-26 - - - - - - - - -
IB-33 - - - - - - - - -
IB-41 - - - - - - - - -
IB-57 - - - - - - - - -
IB-58 - - - - - - - - -
IC-1 - - - - - - - - -
IC-9 - - - - - - - - -
IC-13 - - - - - - - - -
IC-17 - - - - - - - - -
ID-1 - - - - - - - - -
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ID-3 - - - - - - - - -
ID-5 - - - - - - - - -
ID-7 - - - - - - - - -
ID-9 - - - - - - - - -
ID-15 - - - - - - - - -
IE-1 - - - - - - - - -
IE-3 - - - - - - - - -
IF-1 - - - - - - - - -
1G-1 - - - - - - - - -

As diferengas quanto ao numero de ragas em cada uma das cultivares,

pode estar diretamente relacionada com a resisténcia e suscetibilidade de cada
material. Outro fator que pode ter influenciado no numero de ragas encontrado
€ a diferenca na quantidade de isolados entre os gendtipos. Segundo
Mekwatanakarn et al. (2000), através de uma maior amostragem, torna-se
possivel a verificacdo de ragcas mais raras em um determinado local. Para as
ragas |IA-1 encontradas nas variedades comerciais, somente em Paragominas
— PA, houve grande prevaléncia desta raga, ao contrario do ocorrido nos
ensaios de variedades compostas. Neste local, a ragca IA-1 representou 85%
dos isolados analisados que foram originarios da cultivar primavera. Cornelio et
al. (2003) verificaram que no Estado de Minas gerais também na cultivar
primavera houve grande incidéncia desta raca, representando 41,7% dos
isolados encontrados, sendo observado também a presenga da raga |IA-65 na

referida cultivar.

CONCLUSOES

Existe alta variabilidade de racgas fisiolégicas de M. grisea em arroz
irrigado cultivado na Regido Tropical do Brasil.

As dez ragas mais prevalentes sao IA-1, IC-1, ID-1, IA-65, ID-9, I1B-1,
IA-33, 1A-41, IA-9 e IB-41.

Ocorreu diferenga na frequéncia de aparecimento das ragas nas regides
estudadas.

Existiu maior numero de racas identificadas nos ensaios de multilinhas e

variedades compostas do que em cultivares comerciais.
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ANEXOS

Anexo 1. Chave para identificagdo de racgas fisioldgicas de Magnaporthe grisea
em arroz, conforme metodologia de Ling & Ou, (1969).

Grupo e Reag. Diferencial Grupo e _Reag. Diferencial Grupo e __Reag. Diferencial
raca ABCDEFGH raca ABCDEFGH raca ABCDEFGH
1A-1 SSSSSSSS 1A-92 SRSRRSRR IB-53 RSRRSRSS
1A-2 SSSSSSSR IA-93 SRSRRRSS IB-54 RSRRSRSR
I1A-3 SSSSSSRS 1A-94 SRSRRRSR IB-55 RSRRSRRS
1A-4 SSSSSSRR I1A-95 SRSRRRRS IB-56 RSRRSRRR
IA-5 SSSSSRSS 1A-96 SRSRRRRR IB-57 RSRRRSSS
1A-6 SSSSSRSR 1A-97 SRRSSSSS IB-58 RSRRRSSR
1A-7 SSSSSRRS 1A-98 SRRSSSSR IB-59 RSRRRSRS
IA-8 SSSSSRRR 1A-99 SRRSSSRS IB-60 RSRRRSRR
1A-9 SSSSRSSS IA-100 SRRSSSRR IB-61 RSRRRRSS
IA-10 SSSSRSSR IA-101 SRRSSRSS IB-62 RSRRRRSR
1A-11 SSSSRSRS IA-102 SRRSSRSR IB-63 RSRRRRRS
1A-12 SSSSRSRR IA-103 SRRSSRRS IB-64 RSRRRRRR
IA-13 SSSSRRSS IA-104 SRRSSRRR
1A-14 SSSSRRSR IA-105 SRRSRSSS
1A-15 SSSSRRRS IA-106 SRRSRSSR IC-1 RRSSSSSS
IA-16 SSSSRRRR IA-107 SRRSRSRS IC-2 RRSSSSSR
1A-17 SSSRSSSS IA-108 SRRSRSRR IC-3 RRSSSSRS
IA-18 SSSRSSSR IA-109 SRRSRRSS IC-4 RRSSSSRR
IA-19 SSSRSSRS IA-110 SRRSRRSR IC-5 RRSSSRSS
1A-20 SSSRSSRR IA-111 SRRSRRRS IC-6 RRSSSRSR
1A-21 SSSRSRSS IA-112 SRRSRRRR IC-7 RRSSSRRS
1A-22 SSSRSRSR IA-113 SRRRSSSS IC-8 RRSSSRRR
1A-23 SSSRSRRS IA-114 SRRRSSSR IC-9 RRSSRSSS
1A-24 SSSRSRRR IA-115 SRRRSSRS IC-10 RRSSRSSR
1A-25 SSSRRSSS IA-116 SRRRSSRR IC-11 RRSSRSRS
1A-26 SSSRRSSR IA-117 SRRRSRSS IC-12 RRSSRSRR
1A-27 SSSRRSRS IA-118 SRRRSRSR IC-13 RRSSRRSS
IA-28 SSSRRSRR IA-119 SRRRSRRS IC-14 RRSSRRSR
1A-29 SSSRRRSS IA-120 SRRRSRRR IC-15 RRSSRRRS
1A-30 SSSRRRSR IA-121 SRRRRSSS IC-16 RRSSRRRR
1A-31 SSSRRRRS IA-122 SRRRRSSR IC-17 RRSRSSSS
1A-32 SSSRRRRR IA-123 SRRRRSRS IC-18 RRSRSSSR
IA-33 SSRSSSSS IA-124 SRRRRSRR IC-19 RRSRSSRS
1A-34 SSRSSSSR IA-125 SRRRRRSS IC-20 RRSRSSRR
IA-35 SSRSSSRS IA-126 SRRRRRSR IC-21 RRSRSRSS
IA-36 SSRSSSRR IA-127 SRRRRRRS IC-22 RRSRSRSR
IA-37 SSRSSRSS IA-128 SRRRRRRR IC-23 RRSRSRRS
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IA-38 SSRSSRSR IC-24 RRSRSRRR
IA-39 SSRSSRRS IC-25 RRSRRSSS
IA-40 SSRSSRRR IB-1 RSSSSSSS IC-26 RRSRRSSR
IA-41 SSRSRSSS IB-2 RSSSSSSR IC-27 RRSRRSRS
IA-42 SSRSRSSR IB-3 RSSSSSRS IC-28 RRSRRSRR
IA-43 SSRSRSRS IB-4 RSSSSSRR IC-29 RRSRRRSS
IA-44 SSRSRSRR IB-5 RSSSSRSS IC-30 RRSRRRSR
IA-45 SSRSRRSS IB-6 RSSSSRSR IC-31 RRSRRRRS
IA-46 SSRSRRSR IB-7 RSSSSRRS IC-32 RRSRRRRR
Continua...
Anexo 1. Continuacao...
Reag. Reag. Diferencial Reac. Diferencial
Grupo e___Diferencial Grupo e Grupo e
raca ABCDEFGH raca ABCDEFGH raca ABCDEFGH
IA-47 SSRSRRRS IB-8 RSSSSRRR ID-1 RRRSSSSS
IA-48 SSRSRRRR IB-9 RSSSRSSS ID-2 RRRSSSSR
IA-49 SSRRSSSS IB-10 RSSSRSSR ID-3 RRRSSSRS
IA-50 SSRRSSSR IB-11 RSSSRSRS ID-4 RRRSSSRR
IA-51 SSRRSSRS IB-12 RSSSRSRR ID-5 RRRSSRSS
IA-52 SSRRSSRR IB-13 RSSSRRSS ID-6 RRRSSRSR
IA-53 SSRRSRSS IB-14 RSSSRRSR ID-7 RRRSSRRS
IA-54 SSRRSRSR IB-15 RSSSRRRS ID-8 RRRSSRRR
IA-55 SSRRSRRS IB-16 RSSSRRRR ID-9 RRRSRSSS
IA-56 SSRRSRRR IB-17 RSSRSSSS ID-10 RRRSRSSR
IA-57 SSRRRSSS IB-18 RSSRSSSR ID-11 RRRSRSRS
IA-58 SSRRRSSR IB-19 RSSRSSRS ID-12 RRRSRSRR
IA-59 SSRRRSRS IB-20 RSSRSSRR ID-13 RRRSRRSS
IA-60 SSRRRRRR IB-21 RSSRSRSS ID-14 RRRSRRSR
IA-61 SSRRRRSS IB-22 RSSRSRSR ID-15 RRRSRRRS
IA-62 SSRRRRSR IB-23 RSSRSRRS ID-16 RRRSRRRR
IA-63 SSRRRRRS IB-24 RSSRSRRR
IA-64 SSRRRRRR IB-25 RSSRRSSS
IA-65 SRSSSSSS IB-26 RSSRRSSR IE-1 RRRRSSSS
IA-66 SRSSSSSR IB-27 RSSRRSRS IE-2 RRRRSSSR
IA-67 SRSSSSRS IB-28 RSSRRSRR IE-3 RRRRSSRS
IA-68 SRSSSSRR IB-29 RSSRRRSS IE-4 RRRRSSRR
IA-69 SRSSSRSS IB-30 RSSRRRSR IE-5 RRRRSRSS
IA-70 SRSSSRSR IB-31 RSSRRRRS IE-6 RRRRSRSR
IA-71 SRSSSRRS IB-32 RSSRRRRR IE-7 RRRRSRRS
IA-72 SRSSSRRR IB-33 RSRSSSSS IE-8 RRRRSRRR
IA-73 SRSSRSSS IB-34 RSRSSSSR
IA-74 SRSSRSSR IB-35 RSRSSSRS
IA-75 SRSSRSRS IB-36 RSRSSSRR IF-1 RRRRRSSS
IA-76 SRSSRSRR IB-37 RSRSSRSS IF-2 RRRRRSSR
IA-77 SRSSRRSS IB-38 RSRSSRSR IF-3 RRRRRSRS
IA-78 SRSSRRSR IB-39 RSRSSRRS IF-4 RRRRRSRR
IA-79 SRSSRRRS IB-40 RSRSSRRR
I1A-80 SRSSRRRR IB-41 RSRSRSSS
IA-81 SRSRSSSS IB-42 RSRSRSSR 1G-1 RRRRRRSS
IA-82 SRSRSSSR IB-43 RSRSRSRS 1G-2 RRRRRRSR
IA-83 SRSRSSRS IB-44 RSRSRSRR
IA-84 SRSRSSRR IB-45 RSRSRRSS
IA-85 SRSRSRSS IB-46 RSRSRRSR IH-1 RRRRRRRS
IA-86 SRSRSRSR IB-47 RSRSRRRS
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IA-87
IA-88
IA-89
IA-90
IA-91

SRSRSRRS
SRSRSRRR
SRSRRSSS
SRSRRSSR
SRSRRSRS

IB-48
IB-49
IB-50
IB-51
IB-52

RSRSRRRR
RSRRSSSS
RSRRSSSR
RSRRSSRS
RSRRSSRR

-1

RRRRRRRR

Fonte: Ling & Ou, 1969. A — Raminad Str-3; B — Zenith; C — NP-125; D — Usen; E — Dular; F —

Kanto 51;

G — Sha-tiao-tsao; H — Caloro.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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