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RESUMO

Urashima, A.S., Leite, S.F., Galbieri, R. Eficiéncia da disseminagdo aérea em Pyricularia grisea. Summa Phytopathologica, v.33,n.3, p.275-

279, 2007.

Pyricularia grisea (teleomorfa Magnaporthe grisea) ¢ um
patogeno que infecta mais de 80 gramineas. No Brasil ataca
importantes culturas como arroz e trigo, causando a brusone. Mais
recentemente foi reportada na triticale, cultura alternativa para os
produtores de trigo no sul do estado de Sdo Paulo. Um dos principais
meios de disseminacdo da doenca é a dispersdo aérea embora pouca
informacgdo esteja disponivel sobre a distancia que esses esporos podem
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atingir a partir de uma determinada fonte de indculo. O presente
trabalho teve o objetivo de avaliar a capacidade de disseminagdo de P.
grisea a partir de um foco inicial, empregando ferramentas
moleculares. A presen¢a de clones do patégeno em campos distantes
4, 30 e 1000 metros a partir de um campo infectado sugere que
esporos de um determinado foco podem atingir pelo menos essas
distancias.

ABSTRACT

Urashima, A.S.; Leite, S.F.; Galbieri, R. Efficiency of aerial dissemination of Pyricularia grisea. Summa Phytopathologica, v.33,n.3, p.275-

279, 2007.

Pyricularia grisea (teleomorph Magnaporthe grisea) infects
more than 80 gramineous plants. In Brazil, it attacks important crops
like rice and wheat causing blast disease. Recently the disease was
reported in triticale, an alternative crop to wheat producers in Southern
Sdo Paulo state. Airborne conidia are one of the most important way
of dissemination, although little reliable information is available on
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the distance traveled by spores from an inoculum source. The present
work aimed to determine by molecular tools the efficiency of aerial
dissemination of P. grisea from a known inoculum source. The
presence of pathogen clones in fields distant 4, 30 and 1000 meters
from an infected field suggested that spores can travel at least these
distances.

A brusone causada pelo fungo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.
(telem. Magnaporthe grisea Barr.) ¢ uma das doencas mais
disseminadas ¢ destrutivas entre os fungos fitopatogénicos. Esse
patogeno se caracteriza por possuir uma ampla gama de hospedeiros
englobando grande niimero de gramineas ao redor do mundo (1). Dentre
os hospedeiros desse fungo, o arroz (Oryza sativa L.) ¢ o mais
importante, sendo de ocorréncia generalizada em praticamente todas
as regides produtoras do mundo. Ataque nos estadios de plantula ou
no perfilhamento pode comprometer a cultura, assim como severas
infec¢des nas paniculas podem destruir a producao (14).

No Brasil, além do arroz, a brusone também foi constatada na
cultura do trigo (7riticum aestivum L.) (5) e em lavouras de triticale
(X. Triticosecale Wittmack) (11). No ano de 2001, a brusone atingiu
extensas areas de triticale no estado de Sdo Paulo, com severos danos
a produtividade, compreendendo a regido de Capao Bonito, Itararé,
Itapeva, Taquarituba e Avaré. A cultura do triticale vinha atraindo a
atengdo dos produtores da regido gragas ao menor custo de produgio,
por ser uma cultura que apresenta maior rusticidade que o trigo, por
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ndo requer gastos com produtos quimicos para o controle de doengas
e por possibilitar boa produtividade. Assim, o aparecimento da brusone
fez com que a cultura deixasse de ser uma boa alternativa ao trigo,
visto que para evitar danos a produtividade, o controle quimico passou
a ser necessario, em func¢io da auséncia de variedades resistentes ao
patogeno.

P. grisea é um patdgeno policiclico, uma lesao ¢ produzida em
média 6 dias apos a infec¢@o e uma lesdo tipica é capaz de produzir
2.000 a 6.000 conidios por dia por aproximadamente 14 dias em
condigdes de laboratorio (14). A disseminacdo aérea é considerada o
mais importante meio de dispersdo da doenga, embora ainda pouca
informacao esteja disponivel sobre a distdncia que os esporos podem
atingir a partir de uma determinada fonte de indculo.

As ferramentas moleculares aliadas as técnicas convencionais
podem contribuir para elucidar a capacidade de disseminagdo dos
patogenos. Mizubuti & Maffia (12) utilizaram a técnica de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”) juntamente com os equipamentos
coletores de esporos para fazer uma analise dos esporos aderidos a
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fita adesiva. Outra linha de pesquisa foi empregada por Zwankhuizen
et al. (18) que utilizaram DNA “fingerpriting” para comparar os
genoétipos de Phytophthora infestans em campos comerciais de batata
com os genotipos encontrados em potenciais fontes de indculo para
determinar com precisdo a fonte de indculo inicial. Na brusone do
arroz, Ishiguro et al. (6) também empregou DNA “fingerprinting” em
estudo de dispersdo do patdgeno e observaram que esporos de P,
grisea foram encontrados causando lesdes de brusone a distancia de
pelo menos 700 metros da fonte de inoculo. Distdncias maiores nao
foram estudadas.

O conhecimento da distancia que esporos podem percorrer a partir
de uma determinada fonte de indculo € essencial para delinear estratégias
apropriadas de manejo de doengas que incluam erradicagao de indculo,
aplicagdo de fungicida e dindmica populacional do patégeno. Assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a distancia que esporos de P,
grisea podem percorrer a partir de um determinado campo infectado.

MATERIAL E METODOS

A existéncia ou ndo do fluxo de genes em P. grisea foi examinada
através de ferramentas moleculares em analise direta. Nesse exame,
verifica-se a movimentacao de individuos com o mesmo perfil genético
entre populagdes (12). Para se atingir esse objetivo a seguinte
metodologia foi empregada:

Campos de origem

Os isolados foram oriundos de quatro campos de triticale com
algumas caracteristicas que favoreceram os objetivos do presente
projeto, a saber: 1) todos os campos tinham sido os primeiros a serem
semeados no ano agricola de 2003. Assim, houve uma probabilidade
maior que a fonte de indculo primario tenha se restringido a um tinico
foco ja que os outros campos ao redor apresentavam-se sadios; 2) os
campos encontravam-se em estadio inicial da doenga, o que possibilitou
a coleta da totalidade das espigas doentes, com um minimo de escape;
3) os campos infectados estavam localizados a distancias variaveis, o
que permitiu estudar a existéncia e a eficacia da disseminagdo aérea
nos diferentes campos.

Além destes aspectos comuns, cada campo apresentava algumas
caracteristicas proprias, a saber:

a) O campo denominado 1 estava semeado com triticale da variedade
Embrapa 53, sendo o seu segundo ano de plantio. Como dos campos
estudados era o que se apresentava com a maior incidéncia da doenga,
foi considerado a fonte de indculo primario para outros campos. Deste,
foram coletadas 68 espigas e seus isolados denominados TTTQO1.

b) O campo 2 estava semeado com a variedade Embrapa 53, sendo
o primeiro plantio neste campo. Se encontrava a 4 metros de distancia
do campo 1 e com baixa incidéncia da doenca. Trinta e sete espigas
foram coletadas e denominadas TTTQO2.

¢) O campo 3 estava afastado 20-30 metros do campo 1, estando
semeado também com a variedade Embrapa 53. Foram coletadas 56
espigas deste campo, cujos isolados foram denominados TTTQO3.

d) O campo 4 estava distante aproximadamente 1 km em linha reta
do campo 1 e semeado com triticale BRS148. Deste, foram recolhidas
75 espigas e seus isolados denominados TTTQ04.

Patogeno

As espigas coletadas foram identificadas no campo ¢ levadas
posteriormente para laboratorio onde sofreram esterilizagao superficial
para em seguida serem submetidas as condi¢des favoraveis de
temperatura e umidade para esporulagdo e posterior isolamento
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monosporico. Apos identificag@o dos isolados, estas foram preservadas
em tubo de ensaio com meio BDA (Batata Dextrose Agar) para
preservagdo por curto periodo. Para preservacdo a longo periodo, os
isolados foram inoculados em tubos de ensaio contendo sementes de
trigo autoclavadas e apos sua colonizagdo completa, colocadas em
vasilhames contendo silica gel e estocadas a 4 °C no Laboratério de
Genética Molecular do CCA, UFSCar, Araras.

Extragdo de DNA

DNA foi extraido de acordo com a metodologia descrita por
Urashima et al. (16). Isolados foram incubados em meio CM (3 g de
acido casamino, 3 g de extrato de levedura, 5 g de sucrose/litro) sob
rotacdo constante a 25 °C por 6 a 7 dias. Em seguida o micélio foi
recolhido, filtrado e lavado para extragcdo de DNA gendmico. O micélio
(3 a4 gramas de peso fresco) foi moido em nitrogénio liquido, suspenso
em 4 ml de tampao de extracdo (1% sarkonil, 0,25 M sucrose, 50 mM
NaCl, 20 mM EDTA, 50 mM Tris-Cl pH 8,0 ¢ 10mM
Mercaptoetanol) por 40 min. A soluc¢ao foi em seguida misturada com
igual volume de fenol e centrifugada por 20 min a 3000 rpm. A fase
aquosa foi coletada e misturada com igual volume de fenol/cloroférmio/
isoalcool (25:24:1, v/v/v) e centrifugada por 25 min a 3000 rpm. Ao
sobrenadante extraido, foram adicionados acido sodio acético (1:10, v/
v) e igual volume de isopropanol e em seguida incubado por 30 min a
—70° C e centrifugado por 10 min a 3000 rpm apds o qual o &cido
nucléico foi coletado. Os “pellets” foram dissolvidos em 1 ml de
solucdo tampao TE (10 mM Tris-Hel pH 8,0 ¢ 0,1 mM EDTA).
Posteriormente, o DNA foi purificado incubando-o com 5ul de RNase
(10mg/ml) a 37 °C por 4 h. Em seguida, os “pellets” foram lavados em
alcool 70%, secos e dissolvidos em 50 ml de solugdo tampéo TE.

Digestio de DNA, eletroforese e analises de “Southern blot”
Foi utilizada a metodologia descrita por Urashima et al. (16). Um
micrograma de DNA gendmico foi digerido com enzimas de restricdo
(HindlIl) e separado por eletroforese em gel de agarose (1%) em tampao
0,5XTBE por 17 h (33 V, 30 mA). Os fragmentos de DNA resultantes
foram desnaturados e transferidos por capilaridade para membrana de
“nylon”. A pré e a hibridizacdo dessas membranas foram feitas em
solugdo 6X SSC contendo 5X solu¢do Denhardt mais 0,5% SDS e
DNA de esperma de salmao em plasticos selados a 68 °C por 12 a 15
h. Apos, a hibridiza¢do as membranas foram lavadas em solugdo 2X
SSC, 0,1% SDS e 0,1X SSC, 0,1% SDS. O DNA foi detectado por
quimiluminescéncia usando Phototope™ Star Detection Kit (New
England Biolabs) e fotografados apds coloragdo com brometo de etidio.

Analise da estrutura populacional

O DNA “fingerprinting” foi construido apos avaliagdo visual da
presenca ou auséncia da banda em cada loco. Os dados foram analisados
usando-se o programa NTSYS. As distancias genéticas foram calculadas
pelo coeficiente de similaridade Russel. A analise dos clusteres e a
construgdo dos fenogramas baseados no coeficiente de similaridade
utilizando-se UPGMA (“unweighted pair-group method with
arithmetic mean”).

A robustez do dendograma foi analisada pelo programa
BOOTSTRAP com 3000 repeticdes.

RESULTADOS
Seis diferentes dendrogramas de similaridade empregando isolados

dos campos 1, 2, 3 e 4 foram gerados a partir de seis DNA
“fingerprinting” com diferentes isolados de cada campo. Um desses
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DNA “fingerprinting” que geraram esses dendrogramas ¢ mostrado na
Figura 1. Cinco isolados do campo 1, trés do campo 2, quatro do
campo 3 e quatro do campo 4, apos digestdo com Hindlll, geraram 29
fragmentos polimorficos variando de 0,5 kb a 10 kb. De todos os
isolados, 0 TTTQ03-14 (pogo 9) foi o que se distinguiu por apresentar
um padrao genético distinto dos demais com um niimero menor de
bandas (10), enquanto os outros isolados apresentaram padrao genético
semelhante, com niimero de fragmentos variando de 19 a 22.

e " - . . L} - L]

Figura 1. DNA fingerprinting de isolados de Pyricularia grisea de diferentes
campos de triticale. DNA foi digerido com Hindlll e hibridizado com
Pot2. Os pogos contém DNA dos isolados: 1:TTTQO01.03, 2: TTTQO1.14,
3:TTTQO1.17, 4:TTTQO01.20, 5:TTTQ 01.22, 6:TTTQO02.01,
7:TTTQ02.07, 8: TTTQO02.05, 9:TTTQ 03.14, 10:TTTQO03.02,
11:TTTQO03.21, 12:TTTQO03.03, 13:TTTQO04.04, 14:TTTQO04.05,
15:TTTQO04.19, 16:TTTQO04.10. Marcadores moleculares (Kb) estao
indicados no lado direito.

Devido a dificuldade de analise baseada em observagdo visual, os
dados gerados no DNA “fingerprinting” foram transformados em
dendrogramas de similaridade a partir das avaliagdes visuais da presenga/
auséncia de banda em cada loco do DNA “fingerprinting”. Embora em
todos os dendrogramas produzidos, isolados com 100% de similaridade
tenham-se sido detectados, duas situagdes distintas foram observadas:
uma representada pelas Figuras 2 e 7 onde o valor “bootstrap” foi alto
(95,3% na Fig. 2 e 92,3% na Fig. 7, respectivamente) e a outra com
valores “bootstrap” baixos ou nao robustos, conforme Figuras 3, 4, 5
e 6, onde analises mais detalhadas ndo sdo apoiadas por valores de
confianga altos.

Dentre os dendrogramas que apresentaram baixo “bootstrap”, a
Figura 3 mostra um isolado do campo 01 (TTTQO01-14), um do campo
03 (TTTQO03-03) e cinco do campo 04 (TTTQO04-10, 04-13, 04-14,
04-15, 04-23) com o mesmo perfil genético, ou seja, sdo clones com
100% de similaridade. O mesmo pode ser observado na Figura 5 com
dois isolados do campo 02 (TTTQO01-07 e 01-08), trés do campo 03
(TTTQO03-06, 03-11 e 03-15) e dois isolados do campo 04 (TTTQO04-
03 e 04-09). Ja na Figura 4 uma outra situagdo foi verificada, qual seja,
a ocorréncia de clones entre isolados do mesmo campo: TTTQO01-17
e 01-20 no campo 01, TTTQ02-05 e 02-07 no campo 2 e dos isolados
TTTQO04-05 e 04-19 no campo 4. A distancia genética entre esses
grupos variou de aproximadamente 76 a 90%.

Analises mais detalhadas e com uma confiabilidade maior podem
ser feitas com as Figuras 2 e 7 que apresentaram altos valores
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Figura 7. Dendrograma UPGMA de isolados de Pyricularia grisea de

quatro campos de triticale (conjunto F)

“boostrap” (95,3 e 92,3%, respectivamente). Dos 14 isolados
analisados, 10 apresentaram-se com 100% de similaridade
(Figura 2). Todos os campos estavam representados: 1 isolado
do campo 01 (TTTQO01-20), dois do campo 02 (TTTQO02-06 ¢
02-07), trés do campo 03 (TTTQO03-07, 03-11, 03-15) e quatro
do campo 04 (TTTQO04-03, 04-05, 04-09, 04-19). Os outros
quatro isolados restantes apresentaram similaridade variando
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de 88 a 97%. Para essas analises, 20 bandas polimérficas foram
avaliadas no DNA “fingerprinting” com esses isolados (dado
ndo mostrado). Maior nimero de clones foi identificado na Figura
7, com 13 isolados dentre os 14 analisados. Também aqui, os
clones provinham dos quatro campos: trés do campo 01
(TTTQO1-07, 01-17, 01-20), trés do campo 02 (TTTQO02-05,
02-06, 02-07), um do campo 03 (TTTQ-3-11) e seis do campo
04 (TTTQO04-01, 04-11, 04-12, 04-17, 04-20, 04-21), sendo
analisadas 6 bandas polimorficas.

DISCUSSAO

Resultados do presente trabalho mostraram que a disseminagao
de esporos de P. grisea ¢ um fendmeno comum e um importante fator
de dispersdo da doenga para outros campos. No presente estudo, trés
campos localizados a distancias variaveis do campo foco inicial da
doenga foram estudados, um a curta distancia (4-5 metros) denominado
de campo 2, outro a média (20-30 metros) que foi o campo 3 e um
terceiro a longa distancia (1km) (campo 4) e, em todas as situagdes
foram detectados presenca de isolados clones de P. grisea. Segundo
Boeger et al. (2), trés sdo as razdes principais para a detec¢do de
clones entre campos geograficamente distantes: dispersdo aérea de
propagulos, hospedeiros alternativos e sementes contaminadas. A
possibilidade de sementes contaminadas tenham sido as responsaveis
pela disseminagao do patdgeno é remota, pois diferentes variedades
foram empregadas (campo 4 e campo 01) com conseqiiente uso de
diferentes sementes. Para campos semeados com a mesma variedade
(campo 01, 02 e 03), alguns fatores contribuiram para deduzir que a
disseminagéo de P. grisea via sementes ¢ nula e garantir a eficiéncia dos
testes realizados. Por exemplo, o fato da disseminagao do patdogeno em
sementes de arroz ser baixa (4, 9, 10), confirmado posteriormente por
Dias Martins & Urashima (3) que, mesmo empregando sementes de
triticale comprovadamente infectadas pelo patdgeno e sob condi¢des
favoraveis ao desenvolvimento do fungo, obtiveram 35% de plantulas
sadias sem sintomas da doenga. Outro fator que pode ser acrescentado é
que sementes chochas resultantes do ataque de P. grisea sdo eliminadas no
processo de limpeza e secamento (10) e o mais importante ¢ que nio se
observou lesdes de brusone nas folhas que sdo os locais de aparecimento
de sintomas em caso de transmissdo do patégeno pelas sementes.

Ervas daninhas poderiam ter atuado como hospedeiros alternativos
do patégeno e disseminar a doenga por meio de dispersdo aérea a
curtas distancias de forma continua e consecutiva. Para que isso se
confirmasse deveria ter sido constatada a existéncia de ervas com
sintomas da brusone nos campos estudados. Embora ervas daninhas
possam ser infectadas por P. grisea (17), investigagdo detalhada e
minuciosa desses campos, nio resultou na localizagdo de nenhum
hospedeiro com sintomas da doenga.

Por outro lado, disseminag@o de propagulos via dispersao aérea
direta a longas distancias ¢ considerada um dos principais meios de
disseminacdo de doencgas. Neste aspecto, as ferrugens foram bem
estudadas, sendo que para a ferrugem da folha do trigo (Puccinia
recondita f.sp. tritici) foi verificada que a populacdo que atacou
plantagdes de trigo nas provincias de Quebec e Ontario, no Canada,
foram originadas de patdgenos que migraram de Kansas e Oklahoma,
nos Estados Unidos (8). A ferrugem do café (Hemileia vastatrix) atingiu
a Bahia a partir de voos transocednicos de Angola na Africa (13).
Entretanto, com relagdo a brusone, pouco se sabe sobre a dispersao
dos esporos de P. grisea pelo ar a longas distancias. Embora a maioria
dos esporos seja encontrado a 1 metro da fonte de indculo (14), poucos
trabalhos determinaram com precisdo a distancia percorrida pelo
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patogeno a partir de uma fonte de indculo pré-determinado. Isso porque
experimentos empregando coletores de esporos (15) sdo trabalhosos
na sua execucdo em fungdo da dificuldade em se diferenciar esporos
patogénicos dos nao patogénicos (7), além da impossibilidade de
separar e identificar as fontes de indculo dos esporos coletados.

O advento das modernas técnicas moleculares veio permitir que
estudos sobre a dispersdo ou disseminagdo dos esporos os quais
vinham sendo feitos por meio de caga-esporos fossem substituidos
pela analise genética do isolados. Assim, a ocorréncia do mesmo perfil
genético entre campos demonstra com precisdo ndo alcancada até ento,
que o mesmo isolado do patdgeno esta ocorrendo em campos distintos.
Esta técnica foi empregada por Zwankhuizen et al. (18) para mostrar
que batatas descartadas, porém mantidas no campo de produgio
(refugos) eram o foco inicial de epidemias de requeima (P, infestans).
Outro trabalho empregando a mesma metodologia foi realizado por
Ishiguro et al. (6) com P. grisea para determinar que o esporo foi
capaz de percorrer até 700 metros de distancia entre a palhada deixada
no campo de arroz (fonte de in6culo primario da doenga) e a primeira
geracdo da doenga em plantulas de arroz. O presente trabalho embora
empregue o mesmo patdgeno difere daquele, pois os pesquisadores
japoneses conduziram seus estudos em terras baixas de cultivo irrigado
de arroz. O presente trabalho verificou a distancia percorrida pelo
patdgeno em terras altas de cultivo de triticale em sequeiro.

O campo 1 foi o primeiro a ser atacado pela brusone, por estar
com um incidéncia maior e num estadio mais avanc¢ado da doenga, e
clones do patdgeno foram identificados nos demais campos. Embora
ndo se possa afirmar com precisdo que a fonte de indculo primario
para a doenga nos campos 2, 3 e 4 tenha se originado do campo 1,
pode-se afirmar que esporos deste campo percorreram diferentes
distancias atingindo até 1 km, mostrando alta eficiéncia de disseminacéo
para esporos de P. grisea.

Esse ¢ um estudo pioneiro para avaliar a dispersao de esporos de
fungo empregando técnicas moleculares no Brasil. O presente trabalho
¢ o primeiro a demonstrar que esporos de P. grisea podem atingir
campos distantes a pelo menos 1 km do foco da doenga e indica que
qualquer estratégia de controle da brusone tem que levar essa distancia
em consideragao.
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