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Influéncia do estadio reprodutivo do trigo na infec¢do de Fusarium
graminearum s. str. e na contaminacgédo dos graos por desoxinivalenol

RESUMO
A giberela no sul do Brasil é causada por cinco espécies do complexo Fusarium graminearum,
das quais F. graminearum sensu stricto do tipo DON/15-ADON é a espécie predominante. O
objetivo do estudo foi analisar a influéncia do estadio reprodutivo do trigo na infeccao por F.
graminearum s.str. e na contaminagdo dos grdos por desoxinivalenol (DON) em cultivares
suscetivel e moderadamente suscetivel a giberela e, adicionalmente, analisar o efeito da
aplicacdo preventiva de 36 horas do fungicida no controle de giberela e na reducdo de DON. O
inoculo foi constituido por uma suspensdo de macroconidios de 5x10* esporos/ml e a
inoculagdo do patogeno foi realizada em trés estadios reprodutivos diferentes: metade do
florescimento (GS65), inicio do gréo leite (GS73) e inicio do grdo massa (GS83), com ou sem
aplicacdo preventiva do fungicida tebuconazole. Apos a inoculacgéo, as plantas foram mantidas
em molhamento foliar continuo por 48h em temperatura de 25°C em cadmara de crescimento e,
posteriormente, transferidas para casa de vegetacdo. A avaliacdo de incidéncia e severidade foi
realizada aos sete dias apds a inoculagdo, a avaliagcdo dos graos giberelados procedeu-se apds a
colheita e a analise de DON, por procedimento UPLC. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado e conduzido em esquema fatorial 2 (cultivares) x 2 (auséncia ou
presenca de fungicida) x 3 (épocas de inoculacdo). Verificou-se que a infeccao do trigo por F.
graminearum s. str. € influenciada pelo estadio fenoldgico da planta. Os indices de severidade
s&o maiores com a inoculagdo no estadio de metade do florescimento do que no estédio de inicio
de gréo leite, enquanto que a inoculacdo no estadio de inicio de grdo massa induziu baixissimo
nivel de severidade (<1%). Para contaminacdo de DON nos gréos de trigo, o estadio de inicio
de gréo leite apresentou maiores concentracGes de micotoxinas do que os demais estadios
reprodutivos. As cultivares Campeiro e CD105, moderadamente suscetivel e suscetivel,
respectivamente, possuem ampla janela de vulnerabilidade a infeccdo de F. graminearum s.
str., porém diferem entre si em relacdo a intensidade de giberela e a concentragdo de DON. A
cultivar Campeiro apresenta maior resisténcia a doenga e menor risco de contaminacao por
toxinas ao longo do seu desenvolvimento. A aplicacdo preventiva de 36 horas do fungicida
tebuconazole, em tratamentos inoculados com F. graminearum s. str. no estadio de metade do
florescimento, de inicio do grdo leite e de inicio de grdo massa, reduzem eficazmente a

intensidade de giberela e a contaminacdo dos grdos por DON em ambas as cultivares. A



aplicacdo de fungicida tebuconazole no estadio de inicio de grdo massa sugeriu ser um momento
critico para o controle de DON em gréos de trigo.

Palavras-chave: Controle quimico. Resisténcia genética. Fusariose. Triticum aestivum.



Fusarium graminearum s. str. infection on growth stages of wheat and
deoxynivalenol production

ABSTRACT
In Southern Brazil, scab wheat or Fusarium Head Blight (FHB) is caused by up to five species
of the Fusarium graminearum species complex, from which F. graminearum sensu stricto-type
DON/15-ADON is the predominant species. The objective of this study was to analyze the
influence of wheat’s reproductive stage on F. graminearum s.str. infection and DON
contamination in wheat grains in susceptible cultivar and moderately susceptible cultivar to
Fusarium Head Blight (FHB) and, additionally, to analyze the effect of the preventive fungicide
application in the control of FHB and DON reduction in wheat grains. The inoculum consisted
of a suspension of macroconidia (5x10* spores/ml) and the inoculation was done at growth stage
65 (anthesis half-way), growth stage 73 (early milk), and growth stage 83 (early dough). After
inoculation, plants were maintained in continuous leaf wetting for 48h at 25°C in growth
chamber and then were transferred to greenhouse. Evaluation of incidence and severity was
carried out seven days after the inoculation; the evaluation of Fusarium Damaged Kernels
(FDK) was obtained after harvest and DON analysis by UPLC procedure. The experimental
design was completely randomized and conducted in factorial scheme: 2 (cultivars) x 2 (with
or without of fungicide) x 3 (inoculation times). The plant infection by F. graminearum s. str.
is influenced by wheat’s phenological stage. Severity was higher with inoculation at the anthesis
half-way stage than at the early grain milk stage. At the grain mass stage, inoculation induced
a very low severity level (<1%). The early milk grain stage had higher DON accumulation than
the other reproductive stages. Campeiro and CD105, moderately susceptible and susceptible,
respectively, have a wide window of vulnerability to F. graminearum s. str. infection, but they
differ in relation to the intensity of FHB and DON concentration. The cultivar Campeiro shows
greater resistance to the disease and lower DON accumulation during its development. The
preventive spray of fungicide tebuconazole reduced effectively the intensity of FHB and DON
accumulation in wheat grains in both cultivars in all stages. Fungicide spray at the early grain
mass stage suggests being a potentially critical moment for the control of DON in wheat grains.

Keywords: Chemical control. Genetic resistance. Triticum aestivum.
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1 INTRODUCAO

A populacdo do planeta Terra atingiu a incrivel marca de 7,2 bilhGes de habitantes,
com uma previsdo de 9 bilhdes para 2050. O grande desafio desse acontecimento esta na
producdo, manutencdo e distribuicdo de alimentos. Para essa demanda é necessario que 0S
paises invistam US$ 44 bilhGes ao ano — aproximadamente cinco vezes mais do que os atuais
US$ 7,9 bilhGes — para conseguirem atingir um crescimento de 60% na produgéo (FAO, 2013).

Os cereais sdo uma das principais — se ndo a principal — fonte de alimento para a
populacdo mundial. O trigo caracteriza-se como o segundo cereal mais cultivado e consumido
no mundo, com uma produgdo mundial de 736 milhdes de toneladas na ultima safra, tendo
como paises expoentes na producdo: Unido Europeia, China, India, Russia e Estados Unidos
(ICG, 2016). O Brasil, por sua vez, tem suas fragilidades no contexto da triticultura e, por isso,
apresenta-se como um fiel importador dessa matéria prima, aproximadamente 50% da demanda
interna — cerca de 5 milhdes de toneladas — sdo importados (CONAB, 2016).

Dentre as diversas adversidades — desde estresses hidricos e altas temperaturas até
elevados indices de pluviosidade e geadas que limitam o aumento do rendimento da cultura no
cenario nacional (SCHEEREN et al., 2008) —, os problemas fitossanitarios representam
crescente preocupagdo por causarem perdas significativas no rendimento e depreciagdo da
qualidade dos graos de trigo (LAU et al., 2012).

Dentre os fatores bioticos, a giberela destaca-se como umas das principais doencas nos
campos de trigo, no Brasil e em muitos outros paises. Considerada cosmopolita e qualificada
como uma doenca tipicamente de infeccdo floral, proporciona altos danos a cultura e afeta o
rendimento e, principalmente, a qualidade, j& que a presenca de micotoxinas como 0
desoxinivalenol (DON) ocorre como resultado da colonizacdo do fungo no hospedeiro
(GOSWAMI & KISTLER, 2004; DE KUPPLER et al., 2011).

Com etiologia complexa, a giberela é causada por vérias espécies de Fusarium, dentre
as quais F. graminearum é a mais importante e considerada como um complexo formado por
16 espécies, dentre as quais Fusarium graminearum sensu stricto é a Unica cosmopolita no
mundo (AOKI et al., 2012) e também a mais frequente no sul do Brasil (DEL PONTE et al.,
2014). O tipo tricoteceno de F. graminearum s. str. presente no Brasil € 0 DON/15-ADON, o



qual se caracteriza pela producdo de DON e da forma acetilada, precursora, 15-
acetildesoxinivalenol, ambos tricotecenos do tipo B (DEL PONTE et al., 2012; 2014).

Devido a crescente preocupacdo com a seguranca alimentar, por causa das implicacdes
toxicoldgicas que as micotoxinas podem causar em humanos e animais, diversos paises -
inclusive o Brasil - tém adotado limites de concentracdo, para que niveis minimos no produto
final sejam assegurados ao consumo humano e animal (ANVISA, 2011).

A utilizacdo do manejo integrado de doencas para a reducdo de ocorréncia da giberela
e, consequentemente, de DON, tem sido indicado por diversos pesquisadores e estudos. Entre
as medidas efetivas e viaveis para o controle de giberela no Brasil estdo, basicamente, o
emprego de resisténcia genética parcial, época e escalonamento da semeadura e o controle
quimico pela aplicacdo de fungicidas (SANTANA et al., 2011). Outras medidas mencionadas
na literatura internacional que fazem parte da estratégia de manejo de giberela e reducéo de
DON incluem a utilizacdo de modelos de previsdo, manejo adequado de irrigagdo, medidas
culturais que evitem acamamento das plantas na lavoura, utilizagdo de controle bioldgico e
rotacdo de culturas (DEL PONTE et al., 2004; 2009; SALGADO et al., 2014; WEGULO et al.,
2012; 2015).

O manejo da giberela no sul do Brasil é incontestavelmente mais complexo do que as
regides triticolas tradicionais da América do Norte e da Europa, devido a elevada intensidade
da doenga, provocada pelo volume e frequéncia de chuvas durante o ciclo de producéo do trigo.
Além do predominio do sistema de cultivo em plantio direto, que favorece a sobrevivéncia do
patdgeno e aumento do indculo.

Dessa forma, em areas em que a incidéncia de giberela encontra-se elevada e o trigo
carece de altos niveis de resisténcia, o uso de fungicidas torna-se uma importante opcao para o
controle (MESTERHAZY et al., 2011). Os produtos do grupo DMI (inibidores de demetiliacio)
e benzimidazole tém sido amplamente mais recomendados do que os do grupo Qol (quinone
outside inhibitor) devido a uma maior eficiéncia. Além disso, existem relatos de que as
estrobilurinas podem provocar o aumento de DON, especialmente, quando pulverizados na
floracdo (ZHANG et al., 2009).

H&, também, as diversas janelas de suscetibilidade do hospedeiro em relagdo ao
patdgeno — como alta umidade relativa do ar, precipitacdo elevada, molhamento durante a

antese e enchimento precoce dos gréos — que propuseram questdes sobre o tempo ideal para a



melhor eficiéncia do fungicida. Diversos estudos mostraram a eficidcia na reducdo da
intensidade de giberela e DON entre os tratamentos com fungicidas do grupo azol na pré e pds
antese (PAUL et al., 2008; YOSHIDA e NAKAJIMA, 2010; YOSHIDA et al., 2012;
SIMPFENDORFER et al. 2016). Nenhum dos estudos, porém, foram realizados nas regifes
produtoras de trigo do Brasil, sendo necessario mais pesquisas para quantificar o controle das
aplicacdes tardias sobre as taxas de doenca e toxinas associadas a ela sob cultivares de trigo
utilizadas no sul do pais.

O objetivo do presente estudo foi analisar a influéncia do estadio reprodutivo do trigo
na infeccdo por F. graminearum s.str. e na contaminagéo dos grdos por DON em cultivares
suscetivel e moderadamente suscetivel a giberela e, adicionalmente, analisar o efeito da

aplicacdo preventiva de 36 horas do fungicida no controle de giberela e na reducdo de DON.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos botanicos e agronémicos do trigo

O trigo, monocotiledénea pertencente a Familia Poaceae (gramineas) e Género
Triticum (SOUZA & LORENZI, 2008), é uma graminea de ciclo anual e cultivada durante o
inverno no Brasil. Como principal caracteristica morfologica, possui flores envoltas em
bracteas as quais sao agrupadas em estruturas conhecidas como espiguetas, que, por sua vez,
ficam anexadas diretamente em uma haste central, condicionalmente adensada, formando uma
espiga (PETERSON, 1965).

E uma das culturas de maior expansdo em nivel mundial. Originaria da Asia, foi
primeiramente cultivado no Crescente Feértil, no Médio Oriente e, posteriormente, introduzida
na India, na China e na Europa desde 5.000 anos a.C. Nos dias atuais, é possivel encontrar
plantacdes de trigo no mundo todo, devido a selecdo natural e ao desenvolvimento de novas
variedades, que sdo adaptadas as condi¢des ambientais especificas de cada local (OSORIO,
1982).

O grdo do trigo divide-se tecnologicamente em trés partes: o gérmen (2 a 3%), o
endosperma (80 a 85%) e o pericarpo ou farelo (13 a 17%) (BELDEROK, 2000). O primeiro
contém alta concentracdo de proteina, lipideos, agucares redutores, minerais e vitaminas do
complexo B e E, além de armazenar o material genético para o desenvolvimento de uma nova
planta. O endosperma é considerando a principal porcdo do grao e, constituido basicamente de
proteina, lipideos, minerais (fésforo e fitato), enzimas e vitaminas (niacina, tiamina,
riboflavina). Enquanto que o pericarpo é rico em pentosanas, celulose e minerais (MIRANDA,
1998; POSNER, 2000) (Tabela 1).

Trés espécies do género Triticum representam aproximadamente 90% do trigo
cultivado no mundo — T. aestivum L. (trigo comum); T. compactum L. (trigo tipo racimoso); T.
durum L. (trigo duro). As duas primeiras espécies sdo consideradas hexaploides (2n = 42) por
conterem trés genomas, enquanto a Ultima é considerada tetraploide (2n = 28) por conter dois
genomas (WIESE, 1987; ATWELL, 2001; WRIGLEY, 2009). O T. aestivum representa quatro
quintos da producdo mundial, sendo o mais utilizado para o processo de panificacéo por possuir

15% de proteinas, em especial o gluten. O T. compactum é utilizado largamente para producéo



de biscoitos e bolos macios, devido a baixa quantidade de gliten em sua composi¢éo, enquanto
que, o T. durum possui a capacidade de formar um glaten resistente, sendo indicado para

producdo de massas e macarrao (ABITRIGO, 2013).

Tabela 1. Composi¢do quimica do gréo de trigo

Determinacéo Gréo (%) Gérmen (%) Farelo (%) Endosperma (%)
Proteina 16 22 16 13
Lipideo 2 7 5 1,5
Carboidratos 68 40 16 82
Fibras 11 25 53 1,5
Minerais 1,8 45 7,2 0,5
Outros 1,2 15 2,8 1,5
Total 100 100 100 100

Fonte: BELDEROK (2000), adaptado de POMERANZ (1988).

A classificacdo através da textura do grdo separa o trigo em mole e duro. O primeiro
contém um menor teor de proteina, 6 a 11%, e um maior teor de amido. Por esse motivo é
utilizado para confeccdo de bolos e bolachas. Em contrapartida, o trigo duro possui um maior
teor de proteina, 11 a 17%, sendo empregado largamente para preparagdo de massas, por ter um
gluten mais resistente que confere uma textura firme apds o cozimento. A mistura entre trigo
duro e mole é amplamente utilizado, por conta de sua ampla finalidade - especialmente para
produtos cozidos em forno (WIESE, 1987; ABITRIGO, 2013).

Além da classificacdo botéanica, o trigo pode ser classificado conforme as condi¢des
climaticas da regido. No Hemisfério Norte, pode ser dividido em trigo de inverno ou trigo de
primavera. O trigo de inverno € semeado no outono e proporciona maiores rendimentos quando
comparado com o trigo de primavera, além de necessitar de um periodo de 30 a 60 dias de
vernalizagdo — temperaturas frias de 0 a 5°C — e sua colheita ocorrer somente no verdao ou no
outono seguinte. Ja o trigo de primavera — utilizado no Brasil - € semeado na primavera e
colhido no verdo ou no outono, de forma a evitar o inverno rigoroso por ser comumente
utilizado em locais que possuem clima frio com fortes geadas (WIESE, 1987).

Por ser uma cultura heterogénea, o trigo tem diversas formas de classificagéo e
diferenciacdo, seja morfoldgica, botanica ou agrondémica, como numero de cromossomos,

altura da planta, resisténcia a pragas e doencas, trigo de inverno ou de primavera, resposta ao



comprimento do dia, qualidade do seu gréo para alimentagdo humana ou animal, cor e textura

da semente e tolerancia a climas quentes ou frios (WIESE, 1987).

2.2. Panorama da triticultura no Brasil

O trigo caracteriza-se como o segundo cereal mais cultivado e consumido no mundo,
com uma producdo mundial de 736 milhdes de toneladas na ultima safra, tendo como paises
expoentes na producéo: Unido Europeia, China, India, Russia e Estados Unidos (ICG, 2016).
O Brasil, por sua vez, tem fragilidades no contexto da triticultura e, por esse motivo, caracteriza-
se como dependente de importagao.

Com uma area plantada de 2,1 milhdes de hectares e uma producéo estimada para 2016
de 6,2 milhdes de toneladas, o Brasil esta longe de alcangar a autossuficiéncia, uma vez que a
demanda interna de trigo exige 10,5 milhdes de toneladas. A exemplo disso, a SECEX —
Secretaria de Comércio Exterior - estima que entre agosto de 2015 a junho de 2016 a importagédo
brasileira tenha sido de 4,9 milhdes de toneladas, ao custo total de, aproximadamente, 1 bilhdo
de ddlares (CONAB, 2016).

No Brasil, a semeadura de trigo concentra-se nos meses de maio a julho, e a colheita
de setembro a novembro. A regido sul, tradicionalmente, & a maior produtora de trigo do pais,
respondendo por aproximadamente 90% do produto total. A predominancia do cultivo no sul
do Brasil esta explicada pelo clima frio exigido pela cultura e pelo desenvolvimento de
cultivares adaptados a essa regido (CUNHA, 2009).

Os estados do Parand e do Rio Grande do Sul apresentam-se como 0s maiores
produtores nacionais do cereal, ocupam 1,08 milhdo de hectares e 776,9 mil hectares da area
plantada, com uma estimativa de producéo de 3,3 milhdes de toneladas e 2,09 milhGes toneladas
para a safra atual, respectivamente. Nos dois estados houve uma significativa reducdo na area
plantada, de 19,3% no Parané e 14,4% no Rio Grande do Sul, devido a inimeros motivos, entre
eles a migracdo para a cultura do milho segunda safra, as condi¢des climéaticas ndo favoraveis
e os problemas fitossanitarios, em especial, a brusone (CONAB, 2016).

A dependéncia de um produto béasico, como o trigo, pode comprometer o
abastecimento nacional e a seguranca alimentar. No mercado internacional, a Argentina se

posiciona como o principal fornecedor de trigo para o Brasil. Entre maio do ano de 2015 até o



atual momento, estima-se que a Argentina ja tenha fornecido cerca de 65% do trigo importado
(CONAB, 2016).

O trigo sequeiro no cerrado aparece como solucdo para o aumento da produtividade
nacional, com um potencial de 4 milhdes de hectares para cultivo, utiliza apenas 5% dessa area
—incluindo &reas de cultivo irrigado, que apesar da alta producéo, disputam espago com culturas
mais rentaveis sob pivds, além do custo elevado (MINGOTI et al., 2014).

O Brasil Central tem aumentado seu interesse pela cultura do trigo por diversos
motivos. Destaca-se entre eles, 0 vazio sanitario aplicado para as culturas da soja e do feijdo, a
utilizacdo de gramineas (no caso o trigo) para intervir no ciclo de microrganismos causadores
de doengas em hortalicas e leguminosas, a producdo de palhada de longa duracdo para a
sustentabilidade do sistema de semeadura direta, a busca por infraestrutura e recursos humanos
durante o inverno e a renda na entressafra.

Independentemente do acréscimo de 11,4% que € esperado na producao de trigo para
a safra de 2016, a produtividade média estimada em 2939 kg/ha (CONAB, 2016) ainda é
considerada baixa e instavel quando comparada com areas mais tecnificadas do mundo como a
Unido Europeia e a América do Norte. Possui, porém, possibilidades de altos rendimentos
quando as recomendacbes de pesquisas - selecdo de cultivares adaptadas, controle
fitossanitario, praticas adequadas de semeadura e manejo quimico do solo e da planta - sdo
adequadas e seguidas (FORNASIERI FILHO, 2008).

Apesar da contribuicdo do melhoramento genético, por meio de -cultivares
agronémicas, fitossanitarias e industriais, a falta de incentivo a producgdo, a pequena area
cultivada e os baixos niveis de rendimento sdo fatores que contribuem para o déficit anual na
producéo brasileira de trigo (MUNDSTOCK, 1999).

Ligado as adversidades mencionadas, os fatores bidticos aparecem como outro
limitador de produtividade, além de estarem relacionados com a depreciacdo da qualidade do
trigo. Dentre as doencas que causam significativas perdas aos produtores esta a giberela,
responsavel por redugdes no rendimento dos grdos e contaminagdes com micotoxinas, que

implicam em problemas toxicolégicos em humanos e animais (MCMULLEN et al., 2012).



2.3. Giberela: importancia

A giberela, também conhecida como fusariose da espiga ou denominada em inglés
como Scab, Fusarium Head Bligth, Pink Mold, Whiteheads ou Tombstone Scab (WIESE et al.,
1987), é uma das doencas mais importantes no mundo que limita severamente a producéo das
culturas, especialmente, do trigo e da cevada.

A primeira descri¢do da giberela ocorreu em 1884 na Inglaterra (PARRY et al., 1995;
LEGZDINA & BUERSTMAYR, 2004). Na América do Sul, o primeiro relato da doenca foi
em 1927, na Argentina. J& no Brasil, a giberela foi relatada por Costa Neto em 1947, em
Veranopolis, no Rio Grande do Sul.

A doenca é encontrada praticamente em todas as regides triticolas do mundo, sendo
considerada cosmopolita e tem sido fator de severas epidemias, principalmente no oeste e norte
central dos Estados Unidos, oeste do Canadd, oeste e leste Europeu, Russia, China e Brasil
(BERGSTROM, 1993; MCMULLEN et al., 2012).

McKay (1957) relatou uma severa epidemia de giberela na Irlanda em 1942, causando
perdas de 21 a 55% na producao final de trigo e prejudicando social e economicamente o pais.
Durante a déecada de 90, diversas outras epidemias foram relatadas, em especial, nos Estados
Unidos causando perdas econdmicas significativas (MCMULLEN et al., 1997). Estima-se que
num prazo de cinco anos — 1991 a 1996 — produtores americanos de trigo tiveram perdas
equivalentes a 2,6 bilhGes de ddlares (SAYLER, 1998). Sob condicdes de alta incidéncia, a
doenca pode ser considerada catastrofica para a triticultura. Na China, incidéncias de 50 a 100%
tém sido relatadas em anos de epidemias severas e, por isso, causou reducdes de até 40% no
rendimento (BAI & SHANER, 1994).

A doenca é considerada re-emergente no Brasil e no mundo, devido ao gradativo
aumento de epidemias a partir de 1990, justificado pela implantacéo do plantio direto, caréncia
de cultivares resistentes, rotacdo de culturas com hospedeiros suscetiveis e baixa eficiéncia de
produtos fitossanitarios (MAULER-MACHNIK & ZAHN 1994), além de condic¢des climaticas
favoraveis semelhantes, quando comparadas as décadas passadas (DEL PONTE et al., 2009).
Favorecida, historicamente, por precipitacbes superiores a 500 mm durante seu ciclo
(MCMULLEN et al., 1997), no Brasil, epidemias frequentemente séo observadas no sul do

pais, em virtude das elevadas precipitacdes pluviais.



Causadora de danos quantitativos — reducéo no rendimento e no peso hectolitrico —e
qualitativos — producdo de micotoxoinas (WIESE, 1987; PARRY et al., 1995; MAULER-
MACHNIK & ZAHN, 1994; MESTERHAZY & BARTOK, 1996) —, no Brasil, as perdas de
rendimento na cultura do trigo estdo estimadas em 23% (CASA et al., 2004). No cenario
nacional, em um periodo de aproximadamente duas décadas — 1984 a 1994 e 1999 a 2010 — o
dano médio estimado em trigo causado por giberela foi de 18,62%, com dano maximo estimado
em 39,8% em 2007 (REIS et al., 1996; PANISSON et al., 2003; CASA et al., 2004; REIS &
CARMONA, 2013).

Danos secundarios estdo associados a reducdo do poder germinativo e do vigor das
sementes (TUITE et al., 1990), além da redug&o de proteinas dos gréos, diminuindo a qualidade
da farinha (MAULER-MACHNIK & ZAHN, 1994; MESTERHAZY & BARTOK, 1996).

O aumento das epidemias e, principalmente, a presenca de micotoxinas nocivas a
salde humana e animal tém causado preocupacdo na cadeia produtiva de trigo. Estudos tém
mostrado a presenga de micotoxinas produzidas pelo complexo de espécies Fusarium
graminearum, em particular, os tricotecenos do tipo B, como desoxinivalenol (DON) e
nivalenol (NIV), e, ocasionalmente, em niveis preocupantes em graos de trigo produzidos no
Brasil (CALORI-DOMINGUES et al. 2007; DEL PONTE et al. 2012; TRALAMAZZA et al.
2016).

A vista disso, os estudos buscam elucidar fatores de risco para aperfeicoar o manejo e
minimizar o impacto causado pela giberela, junto com a busca de solu¢Bes que visem minimizar
o problema de micotoxinas. Atualmente, baseiam-se em medidas integradas em toda cadeia
produtiva, comegando pela escolha de cultivares com maior grau de resisténcia, escolha da &rea,
época de plantio, manejo fitossanitario, operacbes de colheita, tratos pos-colheita,
armazenamento e medidas legislativas — regulamentacdo de teores maximos estipulados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — para regulamentar os niveis de
micotoxinas em graos e seus derivados (ENGELHARDT et al., 2006; BRYDEN, 2007).



2.4. Giberela: sintomatologia

As plantas de trigo podem néo exibir os sintomas depois de alguns dias apés a infec¢éo
do agente causal (TRAIL et al., 2005), em condi¢des favoraveis, entretanto, as lesdes podem
aparecer entre trés ou quatro dias (PRITSCH et al., 2001). As lesdes iniciais sdo caracterizadas
como manchas acastanhadas na raquis ou nas glumas (PARRY et al., 1995), além de lesdes
necréticas marrom-avermelhada no pedunculo logo abaixo da espiga (DEL PONTE et al.,
2004). Prolongados eventos de umidade podem acarretar na formacao de esporoddquios —
massa de esporos rosa-alaranjadas do fungo na espigueta (PARRY et al., 1995) —, enquanto que
a formac&o dos peritécios depende de condi¢des climaticas mais especificas, mas podem, ainda,
ser vistos nas espigas e, particularmente nas glumas (PARRY et al, 1995; OSBORNE & STEIN,
2007). Espigas, totalmente esbranquicadas a partir da lesdo sdo sintomas finais da doenca
(CHONGO et al, 2001; BAI & SHANER, 2004; OSBORNE & STEIN, 2007).

Espigas sem grdos sdo comumente encontradas em areas atacadas pelo patdgeno, em
virtude da incapacidade do grdo em desenvolver-se por completo, uma vez que cultivares
suscetiveis tém seu floema destruido. Ja os grdos formados, mas infectados, sdo deformados,
pequenos, enrugados e esbranquicados (CHAMPEIL et al, 2004; OSBORNE e STEIN, 2007),
resultado da escassez de nutrientes e agua dentro das espiguetas (BAl & SHANER, 2004;
ARGYRIS et al, 2005).

A intensidade dos sintomas nos gréos, entretanto, depende do momento da infeccéo.
Quanto mais proximo da antese, mais eminentes serdo os sintomas; ja na fase de enchimento
de gréos, as alteracBes serdo mais sensiveis, ou nulas, porém ndo ausentam os gréos da presenca
de micotoxinas (DEL PONTE et al., 2007; COWGER & ARRELANO, 2010).

2.5. Giberela: etiologia

A giberela é uma doenga complexa por conta do grande nimero de espécies de fungos
associados a ela (ROSSI & GIOSUE, 2002). Existem 17 espécies de Fusarium causadoras de
giberela (MUTHOMI et al, 2007, AUDENAERT et al, 2013.), além do género ndo toxigénico
Microdochium, em especial, Microdochium nivale (Fr.) Samuels & 1.C. Hallet (MUTHOMI et
al, 2007; OSBORNE & STEIN, 2007). Entretanto, as espécies de Fusarium comumente

10



encontradas nas lavouras de trigo sdo: F. graminearum Schwabe (teleomorfa: Gibberella zeae
(Schwein.) Petch, F. avenaceum (Corda: Fr). Sacc, F. culmorum (WG Smith) Sacc e F. poae
(Peck) Wollenw.

Fusarium graminearum Schwabe (Sin. Fusarium roseum LK emed Snyder e Hans. f.
sp. cerealis (Cke.) Snyder e Hans. cv. "graminearum") é um fungo homotélico e a espécie mais
importante e presente nas regides triticolas do mundo, além de ser caracterizado por um
complexo de espécies, ou seja, constituido por diferentes linhagens filogenéticas.

O complexo de espécies Fusarium graminearum — FGSC (O’DONNEL et al, 2004) —
inclui atualmente 16 espécies, denominadas: Fusarium acacia-mearnsii, F. aethiopicum, F.
asiaticum, F. austroamericanum, F. boothii, F. brasilicum, F. cortaderiae, F. gerlachii, F.
graminearum sensu stricto, F. meridionale, F. mesoamericanum, F. ussurianum, F. vorosii, F.
nepalense, F. lousianense e Fusarium sp., com diferentes estilos de vida, diferentes tipos de
micotoxinas produzidas e diferentes distribuicdes geograficas (O’DONNEL et al., 2000;
O’DONNEL et al., 2004; O’'DONNEL et al., 2008; SARVER et al., 2011; AOKI et al., 2012)
(Figura 1).
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Figura 1. Filogenia de especies de Fusarium produtoras de tricotecenos e estruturacdo das
espécies filogenéticas do complexo de espécies Fusarium graminearum (FGSC — Fusarium
graminearum species complex).

Fonte: AOKI et al. (2012).
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As espécies do complexo F. graminearum apresentam diferentes perfis de producéo
de micotoxinas tricotecenos do tipo B, em que o quimiotipo 15-ADON, além de DON, também
produz quantidade significativa da forma acetilada, precursora, 15-ADON e o quimiotipo 3-
ADON, além de DON, também produz a forma acetilada, precursora, 3-ADON. Ja o quimiotipo
NIV produz apenas nivalenol (GOSWAMI & KISTER, 2004). O quimiotipo NIV é considerado
mais toxico do que o DON, no entanto, eles sdo encontrados com menos frequéncia
(DESJARDINS et al., 1993, ROTTER et al., 1996).

No Brasil, as espécies mais frequentes do FGSC sdo: F. graminearum s. str., F.
meridionale e F. cortaderiae. Em menores frequéncias sdo encontradas as espécies F.
austroamericanum e F. asiaticum (DEL PONTE et al., 2014). Comumente identificadas quanto
ao genotipo tricoteceno, se constatou que, no cenario nacional, o F. graminearum é do genétipo
15-acetildesoxinivalenol, o F. meriodionale € do gendtipo nivalenol e o F. cortaderiae € do
genotipo 15-acetildesoxinivalenol ou do gendtipo nivalenol (ASTOLFI et al., 2012; DEL
PONTE et al., 2014). Na América do Norte, o F. graminearum s. str. também aparece como a
principal espécie do complexo, no entanto pode segregar tanto para o genotipo 15-
acetildesoxinivalenol, como para o 3-acetildesoxinivalenol ou para o nivalenol (TOTH et al.,
2005; SOMMA et al., 2014).

Com o surgimento dos métodos moleculares, atualmente, a identificacdo das espécies
com base em sequéncias de mais de um gene, permite uma maior precisdo no reconhecimento,

garantindo estudos detalhados de cada espécie (AOKI et al, 2012).

2.6. Giberela: ciclo da doenca e epidemiologia

O patdgeno, caracterizado como saproéfita, sobrevive nos restos culturais de cereais
como aveia, centeio, cevada e milho (MCMULLEN et al., 1997). O fungo, do filo Ascomycota,
também possui ampla gama de hospedeiros secundarios que consequentemente contribuem
para sua sobrevivéncia e disseminacdo, destacam-se, entre eles, as espécies do género
Agropyron, Agrostis, Andropogon, Botriochloa, Bromus, Cenchrus, Cortaderia, Digitaria,
Echinochloa, Lolium, Pannicum, Paspalum, Pennisetum, Poa e Setaria (PEREYRA & DILL-
MACKY, 2004; LANDSCHOOT et al., 2011).
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Sua fase sexual, determinada pela formagdo de hifas dicariéticas (binucleadas),
formam corpos de frutificacdo favorecidos por temperaturas entre 5 a 35°C, comumente
chamados de peritécios (SUTTON, 1982; REIS, 1990; LEPLAT et al., 2013). A producéo de
ascosporos pode ser influenciada tanto pela temperatura 6tima, de 25 a 28°C, quanto pelo maior
fotoperiodo, que contribui diretamente para liberagcdo dos esporos (TRAIL et al., 2002). Os
ascosporos, originados nas ascas, sao transportados pelo vento e pelos respingos da chuva a
longas distancias e depositados na antera da planta, causando a infeccdo (SCHMALE &
BERGSTROM, 2003; PAUL et al., 2004). Segundo Del Ponte et al. (2005) as maiores
deposicdes dos esporos ocorrem durante o periodo noturno, devido a inversao da turbuléncia
atmosferica.

Os macroconidios representam 0s esporos assexuais €, assim como 0s ascOsporos, sao
carregados pela acdo do vento e da chuva até atingirem o hospedeiro suscetivel. A proporcao
de esporos sexuais para esporos assexuais no ambiente sdo de 9,8 para 2 e de 9 para 1, segundo
Reis (1988) e Panisson et al. (2002) respectivamente, mostrando a predominancia dos
ascosporos.

O periodo de antese da planta é considerado o mais suscetivel para a infeccdo, porém
pode prolongar-se até os estadios de enchimento de graos — inicio do grdo massa —em cultivares
suscetiveis (DEL PONTE et al., 2007). Com a disseminacdo e deposi¢do de propagulos nas
espiguetas, 0s esporos germinam e penetram através das flores sensiveis, anteras, embrides,
aberturas naturais e tecidos degenerados, que caracteriza o inicio da infec¢do (PRITSCH et al.,
2000; BUSHNELL et al., 2003; BOENISCH & SCHAFER, 2011).

Apos a etapa inicial, o fungo cresce intercelularmente, coloniza os tecidos e causa,
como consequéncia, necrose que resultard em espiguetas descoloridas ou rosadas e na formagéo
de gréos imperfeitos — enrugados, pequenos, chochos e roseos (WIESE, 1987; REIS et al.,
1996). A producdo de micotoxinas ocorre durante a infec¢do. Estudos moleculares mostram
alta expressdo dos genes Tri (Tri4, Tri5, Tri6, Tri9 e Tril4) no inicio da infec¢do. Esses genes
estdo relacionados diretamente & sintese das micotoxinas da classe dos tricotecenos (BROWN
etal., 2011) e, por conseguinte, essa producéo, no tecido do hospedeiro, inibe a sintese proteica
(JANSEN et al., 2005).

Para que a infeccdo ocorra, as condi¢cdes climaticas, em particular a temperatura e a

umidade, devem ser consideradas 6timas para o patégeno (BOSHOFF et al, 1999; CLEAR e
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PATRICK, 2000; XU, 2003). Comprovadamente, a doenca é favorecida em ambientes com
chuvas prolongadas, clima quente e alta umidade relativa do ar no periodo de floracédo da planta.

O ciclo de infeccdo da giberela é iniciado pela germinacdo dos esporos que foram
previamente depositados sobre ou dentro do tecido floral (GOSWAMI & KISTLER, 2004; BAI
& SHANER, 2004; YUEN & SCHONEWEIS, 2007; SEONG et al., 2008). A velocidade da
colonizacao depende da penetracdo bem-sucedida e do momento de abertura da flor, uma vez
que as plantas se tornam mais resistentes no estagio de massa dura, além da suscetibilidade do
cultivar (PARRY et al, 1995; WALTER et al., 2010). Segundo Malbran et al. (2014), a
colonizacao tende a progredir na direcdo basipetal em detrimento do movimento acropetal e, de
acordo com Brown et al. (2011), a fitotoxidez das toxinas produzidas durante o ciclo de infeccao

do agente causal podem acarretar a senescéncia da espiga.
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Figura 2. Ciclo da doenca
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Caracterizada como uma doenga monociclica, os restos culturais, como citado acima,
sdo a principal fonte do in6culo primario da doenca (SUTTON, 1982; XU et al., 2004; LEPLAT
et al., 2013) (Figura 2). A infeccdo precoce e a floracdo irregular, entretanto, podem acarretar
em ciclos secundarios.

Dessa forma, os conhecimentos dos fatores epidemioldgicos tornam-se a chave para o
sucesso do manejo da re-emergente giberela. A utilizacdo de modelos matemaéticos para
descrever o progresso da severidade da giberela no tempo tem sido extremamente Util para o
desenvolvimento de modelos de previsdo da doenga (DEL PONTE et al., 2005), que auxiliam
diretamente na tomada de decisdo para o inicio das medidas de controle, assim como alertar
niveis epidémicos. Além disso, o conhecimento da populagdo de patdgenos presentes na regido
torna-se necessario para entender a adaptabilidade e a variabilidade do fungo em relagédo as
cultivares, a sensibilidade aos fungicidas, ao seu perfil toxigénico e as demais praticas culturais
utilizadas (GALE et al., 2002).

2.7. Quimiotipos tricotecenos FGSC e distribuicdo geogréafica

Os tricotecenos, principal grupo de micotoxinas produzidas pelo complexo de espécies
Fusarium graminearum, sdo metabolitos secundarios com capacidade de inibir a sintese
proteica de organismos eucariotos (KRSKA et al.,, 2001). As espécies filogenéticas do
complexo podem ser constituidas de uma ou mais populacées de quimiotipos tricotecenos que,
através de sua composicdo, compdem o perfil toxigénico da especie (WARD et al., 2002;
GOSWAMI & KISTLER, 2005).

Diversos estudos sobre a identificacdo e a variabilidade do perfil toxigénico FGSC —
através de isolados do patdgeno associados a espigas ou graos sintomaticos — tém sido relatados
na América do Sul (RAMIREZ et al., 2006; ASTOLFI et al., 2012, DEL PONTE et al., 2014)
e nos demais locais do mundo, como Asia (SUGA et al., 2008; WANG et al., 2011), Europa
(BAKAN et al., 2001; TOTH et al., 2005) e América do Norte (SCHMALE et al., 2011).

Tecnologias que envolvem PCR — Polimerase chain reaction — e PCR-Luminex
alavancaram o desenvolvimento de protocolos para realizacdo da genotipagem de populacgdes
FGSC para predizer o potencial toxigénico dos isolados. Permitindo, com isso, a analise da

diversidade genética das espécies do complexo Fusarium graminearum e a utilizagdo de
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primers especificos para caracterizacdo de genes ligados a sintese dos tricotecenos — Tri3, Tri5,
Tri7, Tril2 e Tril3 (WARD et al., 2008; SCHMALE et al., 2011; ASTOLFI et al., 2011).

Tao importante quanto a identificacdo do perfil toxigénico, € o conhecimento da
distribuicdo geografica das popula¢Bes dos gendtipos tricotecenos. No Brasil, cinco espécies do
complexo F. graminearum ja foram identificadas: Fusarium graminearum s. str. (Fgra),
Fusarium meridionale (Fmer), Fusarium cortaderiae (Fcor), Fusarium austroamericanum
(Faus) e Fusarium asiaticum (Fasi) (ASTOLFI etal., 2011; DEL PONTE et al., 2014). Segundo
Del Ponte et al. (2014), todos isolados de Fgra apresentaram genétipo 15-ADON e os isolados
de Fmer e Fasi apresentaram gen6tipo NIV, enquanto que os isolados Fcor e Faus apresentaram
os dois gendtipos — ndo foram relatadas evidéncias do gendtipo 3-ADON.

Diversos estudos de populacdo (SCOZ et al., 2009; ASTOLFI et al., 2012; DEL
PONTE et al., 2014) sugerem uma forte relacdo entre a regido geogréafica e a frequéncia das
espécies filogenéticas, mostrando predominéncia da espécie Fgra (90%) e da espécie Fmer
(10%) no sul do Brasil com dominancia do genotipo 15-ADON, seguido pelo gendtipo NIV.
Além disso, no estado do Parana, a ocorréncia de Fmer em trigo € aproximadamente trés vezes
maior do que no estado do Rio Grande do Sul (DEL PONTE et al., 2014).

Apesar de DON ser a micotoxina de maior importancia dentre os tricotecenos com
diversos relatos de concentragOes elevadas em trigo e seus derivados (DE KUPPLER et al.,
2011), NIV também pode ser detectado em niveis significativos e representar preocupacao na
seguranca alimentar (DEL PONTE et al., 2012).

Em sintese, com base nos estudos das regiGes amostradas até 0 momento, o genoétipo
tricoteceno DON/15-ADON ¢ predominante na América do Sul, na América do Norte e na
Europa (SCHMALE et al., 2011; NIELSEN et al., 2012; PAN et al., 2013), enquanto que o
gendtipo tricoteceno NIV é predominante na Asia (WANG et al., 2011). J4 com relacdo a 3-
ADON, sua ocorréncia é secundaria, porém ha registro de aumento na regido oeste do Canada
e noroeste dos EUA (VON DER OHE et al., 2010).
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2.8. Desoxinivalenol: producéo e impacto

Em isolados de Fusarium graminearum € encontrado uma alta gama de metabolitos
toxicos, entre eles, destaca-se o desoxinivalenol. Comumente chamado de DON ou
Vomitoxina, pertence ao grupo dos tricotecenos — quimicamente derivados de um sistema
aromatico, chamado tricotecano — da familia de sesquiterpenoide tipo B e contém uma dupla
ligacdo entre a posicdo C 9, 10, um anel epoxido na posi¢do C 12, 13 € um namero variavel de
grupos hidroxila e acetil (BENNETT et al., 1990). Os quimiotipos DON podem ainda ser
classificados em 3-acetildesoxinivalenol (3-ADON) e 15-acetildesoxinivalenol (15-ADON),
em funcdo da posicdo do derivado acetil-éster do oxigénio, C-3 ou C-15, respectivamente
(MILLER et al., 1991) (Figura 3).

H H

= PM_ Ry Ry Ry
NIV 312 OH OH OH
DON 206 OH H OH
FUSX 354 OH Oac OH

3-ADON 338  OQAc H OH
15-ADON 338  OH H OAc

Figura 3. Estrutura quimica de tricotecenos. NIV: nivalenol, DON: desoxinivalenol, FUS X:
fusarenona, 3-ADON: 3-acetildesoxinivalenol, 15-ADON: 15-acetildeosxinivalenol, PM: peso
molecular

Fonte: FREIRE et al. (2007)

O DON representa grave perigo para saude humana e animal por ser um potente
inibidor da biossintese das células eucaridticas (BAl & SHANER, 2004), causando decréscimo
ou rejeicdo alimentar que acarreta em graves problemas nutricionais como, anorexia, vomitos
e consequente perda de peso, além de diversas toxicoses (MCMULLEN et al., 1997). Os niveis
de concentracdo de DON em cereais sdo altamente variaveis por depender de diversos fatores
como, suscetibilidade do cultivar, genotipo do fungo e condicdes climaticas.

Produzido para auxiliar na colonizacdo dos tecidos da planta de trigo, o DON néo é
essencial para a infeccdo (HALLEN-ADAMS et al. 2011), o que sugere que ele seja um fator

de viruléncia para o desenvolvimento da giberela. Boenisch e Schafer (2011) mostraram que a
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biossintese do tricoteceno é induzida pelas estruturas infectivas, porém nédo é necessaria para o
desenvolvimento da doenca, nem para 0s sintomas primarios no trigo. Em outro estudo Hallen-
Adams (2011) investigou a expressdo do gene Tri5 e constatou sua ligagdo durante o estagio
inicial da infecgdo. Os estudos sugerem que as toxinas ajudam na propagacao e colonizacgéo do
fungo, além da ativacéo posterior do gene Tri5, contribuindo, consequentemente, para as altas
concentragOes de DON nos grdos, mesmo sem sintomas visuais no campo. Logo, 0s maiores
desafios do manejo entre giberela e DON estdo na presenca de grdos assintomaticos com niveis
significativos de toxinas.

Como resultado, diversos paises, especialmente os produtores de cereais, adotaram
limites de concentragdo, para que niveis minimos da micotoxina no produto final sejam
assegurados para o consumo humano e animal (VAN EGMOND, 1989). No Brasil, a resolucéo
— RDC n°® 7 de 18 de fevereiro de 2011 dispde limite maximo tolerado (LMT) para 0 DON a
partir de 2012, com a reducéo gradativa até atingir nivel menor em 2016 (ANVISA, 2011). Os
prazos sofreram prorrogacdo em dezembro de 2013 pela RDC n° 59, para o ano de 2017
(ANVISA, 2013).
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Tabela 2. Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas do tipo desoxinivalenol em
grdos de trigo e produtos a base de trigo e prazos limites para adequacédo, de acordo com
resolugdo RDC N° 59 da Anvisa de 11 de fevereiro de 2011.

Prazo
Alimento LMT limite

(oka)  (ano)

Alimentos a base de cereais para alimentacdo infantil (lactentes e

. ORI 200  Imediato
criangas de primeira infancia)

Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo,
farelo de arroz, gréo de cevada

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de 4gua e sal, e produtos de
panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada 1750 2012
malteada

Trigo e milho em gréos para posterior processamento 3000 2014*
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo,

~ 1500 2014*
farelo de arroz, gréo de cevada
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de 4gua e sal, e produtos de
panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada 1250 2014*
malteada.

Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo,
farelo de arroz, gréo de cevada

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e produtos de
panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada 750 2016*
malteada.

2000 2012

1000 2016*

*Prazos prorrogados em dezembro de 2013 pela RDC n° 59, para o ano de 2017.

2.9. Resisténcia genética para giberela

A utilizacdo do manejo integrado de doencas para a reducdo de ocorréncia da giberela
e, consequentemente, de DON, tem sido indicado por diversos pesquisadores e estudos. Entre
as medidas efetivas e vidveis estdo o uso de cultivares resistentes. Entretanto, a resisténcia em
relacdo a giberela é descrita como parcial e ndo-especifica, o que significa que o trigo néo é
completamente resistente e que ndo demonstra diferentes respostas de resisténcia em relacéo as
populac6es de Fusarium graminearum (SNIJDERS et al., 1992). Caracterizada como altamente
complexa, em razdo da heranca quantitativa e significativas interaces entre o gendtipo e o
ambiente, diversas vezes, a busca do melhoramento para a doenca estd associada as
caracteristicas agronémicas indesejaveis (SNIJDERS, 1990; BAIl & SHANER, 2004).
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A resisténcia genética em trigo foi descrita pela primeira vez em 1963 e, para
diferencia-las, diversos métodos de inoculacdo sdo utilizados. A resisténcia tipo | € determinada
pela resisténcia a infeccdo inicial e a de tipo Il pela resisténcia a propagacdo da doenca na
espiga. A primeira, geralmente, avalia visualmente a doenca apds a inoculacao via pulverizagao
de suspenséo de esporos na floragéo do trigo, com intuito de imitar a infec¢do natural. Enquanto
que, a segunda, amplamente mais estudada, devido a maior estabilidade aos fatores néo
genéticos pode ser avaliada através de realizacbes pontuais de inoculagdo, ou seja, em locais
especificos do trigo onde o patdgeno penetrou e infectou o que permite a avaliagdo do progresso
da doenga na espiga (SCHROEDER & CHRISTENSEN 1963, BAlI & SHANER, 1994).

Ambos os procedimentos sdo realizados, tipicamente, em uma estufa, onde as
condi¢des de infeccdo podem ser controladas cuidadosamente. Para ambas as técnicas, as
estimativas visuais da proporcdo de espiguetas deterioradas podem ser utilizadas para
avaliacdo. Seja como contagens de espiguetas arruinadas ou estimativas visuais da porcentagem
de espiguetas deterioradas. Além disso, os dados podem ser anotados em intervalos de 3 a 5
dias apo6s a inoculacdo, para discernir o padrdo de progresso da giberela e, posteriormente, 0s
dados podem ser utilizados para determinar a area sob a curva de progresso da doenca
(AACPD) (SHANER & FINNEY, 1977)

Outros trés tipos de resisténcia foram propostos (MILLER et al.,, 1985;
MESTERHAZY et al, 1995), Tipo Il — resisténcia do cultivar a acumulacdo de
desoxinivalenol (DON) —; Tipo IV — resisténcia do gréo a infec¢do —; Tipo V — tolerancia. A
resisténcia Tipo Il esta associada a baixa acumulacdo de DON em alguns cultivares de trigo
em relagcdo com outros cultivares, no mesmo ambiente (MILLER et al., 1986). A raz&o para o
contetdo de DON na planta pode estar associada a trés fatores: (1) baixo nivel de toxina
produzido pelo fungo; (2) capacidade de degradacdo das toxinas pelas enzimas presentes na
planta ou (3) elevado nivel de DON em graos especificos e incapacidade de migracéo durante
o0 desenvolvimento (MILLER et al., 1986).

A relacdo entre a resisténcia do trigo a severidade de giberela e ao teor de DON ainda
ndo esta completamente clara. Geralmente, correlacBes positivas sdo encontradas entre os dois
fatores em cultivares resistentes ao patdgeno. Em contrapartida, porém, a correlacdo das
variaveis em cultivares suscetiveis e moderadamente suscetiveis continua causando duvidas
(BAl et al., 2000).
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D’Mello et al. (1998) sugeriram que a resisténcia Tipo III pode ser definida como um
elevado grau de resisténcia do Tipo | ou do Tipo Il. Estudos recentes de mapeamento molecular
sugerem que os QTL’s de resisténcia associados a baixa severidade de giberela, também estdo
associados a baixa quantidade de DON em trigo e cevada (BAI et al., 2000; DE LA PENA et
al., 1999), alem da baixa intensidade da doenca devido a resisténcia do Tipo | ou Il normalmente
coincidirem com baixo teor de DON (BAI et al., 2000). Dessa forma, mais pesquisas Sao
necessarias para identificar a posicdo do QTL no genoma e estimar se seus efeitos controlam
as mesmas caracteristicas ou estdo fortemente correlacionados.

Os outros dois tipos de resisténcia propostos ndo foram amplamente aceitos, devido
deficiéncias conceituais e operacionais. Uma vez que a presenca de resisténcia do Tipo | ou do
Tipo 1, também pode, presumivelmente, afetar a resisténcia do Tipo 1V, reduzindo o numero
de gréos giberelados, 0 que, por conseguinte, dificulta a quantificacdo da resisténcia do gréo a
infeccdo. Enquanto que a tolerancia — Tipo V — pode ser medida pela reducdo do rendimento

em relacdo as plantas doentes e saudaveis da mesma cultivar (SHANER, 2002).

2.10. Manejo da giberela e reducdo de micotoxinas no trigo com fungicidas

Em é&reas em que a incidéncia de giberela encontra-se elevada e o trigo carece de altos
niveis de resisténcia, o uso de fungicidas torna-se uma importante opcdo para o controle
(MESTERHAZY et al., 2011). No Brasil, os indices de controle da doenca com a utilizac&o de
fungicidas estdo estimados entre 40 a 70% (PANISSON et al., 2002; 2003; CASA et al., 2007;
SANTANA et al., 2012).

Os fatores que limitam a utilizagdo dos fungicidas estdo relacionados ao alto custo e a
ineficacia dos produtos disponiveis no mercado para o controle da giberela e,
consequentemente, de DON (MESTERHAZY et al, 2003; BAlI & SHANER, 2004; KHAN et
al., 2004; YUEN & SCHONEWEIS, 2007; DI et al., 2010). A causa da ineficacia tem sido
atribuida as aplica¢Oes desuniformes ou a estreita janela para pulverizacdo eficiente (HEIER et
al, 2005; YUEN & SCHONEWEIS, 2007; MESTERHAZY et al., 2011). Para a total eficacia
do fungicida, varios fatores devem ser levados em consideracao, entre eles, a capacidade de

reduzir a concentracdo de desoxinivalenol nos graos de trigo (PAUL et al., 2008)
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Os fungicidas mais utilizados atualmente para o controle séo os pertencentes ao grupo
do benzimidazol e ao grupo DMI (inibidores de demetilacdo) que podem ser formulados
individualmente ou em misturas — envolvem 0s grupos quimicos triazol ou triazolintiona
(PAUL et al., 2008; ZHANG et al., 2009). A funcdo do triazol é de inibir a biossintese de
ergosterol, especificamente, da enzima esterol 14a-desmetilase pertencente a superfamilia do
citocromo P450, comprometendo a integridade da membrana dos fungos ascomicetos e
basidiomicetos (BECHER et al., 2009).

Os fungicidas pertencentes ao grupo quimico Qol — quinone outside inhibitor — sdo
inibidores da quinona oxidase, com capacidade de atuar no complexo Il da cadeia
transportadora de elétrons, na mitocéndria. A ligacdo de um inibidor ao sitio da quinona
oxidase, consequentemente, bloqueia a transferéncia de elétrons entre o citocroma bl e c1 e
impede a produgdo de ATP. Em vista disso, as estrobilurinas tendem a ser mais eficazes no
controle de fungos durante o elevado requerimento de energia, como na germinacdo de esporos
e motilidade de zo6sporos (BARTLETT et al., 2002).

Apesar dos fungicidas Qol terem alta seletividade para os oomicetos e fungos do filo
Ascomycota e Basidiomycota e tenderem a ser mais eficazes, ha divida quanto a sua utilizacéo
para o controle de giberela, por mérito de relatos do aumento de DON quando aplicados ap6s
0 espigamento (MAGAN et al., 2002 WEGULO, 2012). A relagédo entre o aumento de DON
como consequéncia das aplicacGes de estrobilurinas diverge entre pesquisadores e estudos.

Simpson et al. (2001), Beyer et al. (2006) e Zhang et al. (2009) sugeriram que
aplicac@es de fungicidas Qol realizadas antes da antese s&o nocivas as espéecies ndo toxigénicas,
especialmente, para 0 Microdochium nivale, o que facilita a colonizagéo e infecgédo de Fusarium
graminearum. Sob outra perspectiva, estudos sugerem que os aumentos dos niveis de DON
estdo relacionados com o fato das estrobilurinas retardarem a senescéncia da planta, o que
provocaria maior tempo para o fungo colonizar o tecido e produzir a micotoxina. A teoria deve-
se a circunstancia dos pesquisadores ndo encontrarem correlacdo entre a biomassa flingica e a
concentracdo de DON nos gréos giberelados (RUSKE et al., 2003; BLANDINO et al., 2009).

Outro fator de preferéncia ao grupo DMI, esta associado a resisténcia dos patdgenos
que tendem a desenvolve-la rapidamente aos fungicidas de alta especificidade, como do grupo
Qol e promove, assim, a baixa eficacia. A resisténcia dos fungos, entretanto, ja esta relatada
tanto para os fungicidas Qol (KIM et al., 2003) como para o DMI (BECHER et al., 2009). Os
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benzimidazois, especialmente, o carbendazim, também s&o recomendados para o controle de
giberela (MESTERHAZY et al. 2003).

Visto que os produtos ndo completamente letais aos patdgenos podem torna-los
resistentes e estimular a concentragdo de DON nos grios (MESTERHAZY et al., 2003;
JOUANY, 2007), a taxa de aplicacdo, a concentragdo, o gerenciamento das misturas quimicas
e a rotacdo de principios ativos com diferentes modos de a¢do, aparecem como 0s principais
meios para evitar a futura ineficacia do produto (HOBBELEN et al. 2011).

Diversos estudos tém sido realizados para avaliar a eficiéncia dos fungicidas para
reduzir giberela e DON nos graos de trigo. A atividade fungicida dos derivados do grupo azol
tem revelado melhor eficacia em todos os estudos (SIMPSON et al., 2001; EDWARDS et al.,
2001; MENNITI et al., 2003; I00S et al., 2005), porém, altamente variavel (BEYER et al.,
2006). O triazol mais testado em pesquisas e com recomendacédo padrédo pelas industrias tem
sido, durante anos, o tebuconazole, entretanto estudos recentes mostraram eficacia similar do
metconazole (IOOS et al.,, 2005). Klix et al. (2007) mostraram que 0 protioconazole,
introduzido no mercado em 2004, teve maior atividade inibitoria contra F. graminearum in
vitro do que o metconazole e o tebuconazole, Paul et al. (2008) comprovaram o resultado em
campos experimentais.

Simpfendorfer (2016) investigou em campos de experimentacdo a eficacia de
tebuconazole + protioconazole (Prosaro; Bayer Cropscience) e tebuconazole (Folicur 3,6;
Bayer Cropscience), sete dias antes e sete dias depois da inoculacdo artificial de esporos em
GS61 (inicio do florescimento). As aplicacdes, tanto pré quanto pds-antese, reduziram
eficazmente a intensidade da doenca, porém as perdas de rendimento foram maiores nas
parcelas com tebuconazole isolado. Outros tratamentos adicionais, como a aplicacédo de
tebuconazole + protioconazole cinco, dez e quinze dias antes do inicio florescimento (GS61)
foram testadas e concluidas como significativas para 0 manejo de giberela em campos com alta
incidéncia da doenga.

Assim como a rotagdo de culturas com plantas ndo hospedeiras e a utilizacdo de
cultivares resistentes, 0 momento de aplicacdo bem cronometrado pode ser crucial para gestdo
giberela versus DON (MESTERHAZY, 2003; HAIDUKOWSKI et al., 2005, BEYER et al.,
2006). As diversas janelas de suscetibilidade do hospedeiro em relagdo ao patégeno — alta

umidade relativa do ar, precipitacdo elevada, molhamento durante a antese e enchimento
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precoce dos grdos — causaram divergéncias quanto as aplicagdes de fungicidas pré ou pos-antese
do trigo.

Desse modo, diversos estudos tém sugerido a floracdo (GS61-GS69) como a melhor
época para aplicacdo e gerenciamento da doenca x DON. Wiersma e Motteberg (2005), no
Canada, compararam cinco diferentes épocas de aplicacdo em diferentes gen6tipos de trigo e
relataram que a aplicacéo no inicio do florescimento (GS61) foi a mais eficiente para o controle
da fusariose do trigo e reducdo de desoxinivalenol, com tebuconazole (Folicur 3,6 F; Bayer
Cropscience). Em estudo similar, Edwards e Godley (2010) avaliaram os efeitos da aplicacao
de protioconazole (Prolina 480 SC; Bayer CropScience) sobre giberela e DON em trés épocas
distintas — GS31, GS39 e GS65, correspondente a primeiro nd detectavel, folha bandeira
completamente visivel e metade do florescimento, respectivamente — em cultivar de trigo de
inverno no Reino Unido. Os tratamentos reduziram a incidéncia de giberela em relacdo ao
controle em 50, 58 e 83%, respectivamente. As concentracdes de DON também foram reduzidas
em 27, 49 e 57%, nessa ordem. O tratamento com a aplicagdo do protioconazole nas trés épocas
(GS31, GS39 e GS65) alcancou maiores redugdes para incidéncia de giberela e de DON, de 97
e 83%, respectivamente.

D’Angelo et al. (2014), por sua vez, avaliaram a eficiéncia de protioconazole +
tebuconazole e metconazole em cinco tratamentos distintos — antese precoce, antese + 2, antese
+ 4, antese + 5 e antese + 6 —, em sete experimentos de campo, conduzidos entre 2011 e 2013,
nos estados de Ohio e Illinois, nos Estados Unidos da Ameérica. O tratamento antese + 2 mostrou
0 maior indice de controle para giberela e para DON, 69 e 54%, respectivamente. As aplicacdes
realizadas 6 dias apds a antese, entretanto, foram tdo eficazes quanto durante a antese, com 62
e 48% de controle para giberela e para DON, nessa ordem.

Por fim, € notoria a eficicia da aplicacao de fungicidas pré e pos-antese. Estudos tém
enfatizado, no entanto, a utilizacdo de um manejo integrado para a reducao de ocorréncia de
giberela, como medidas efetivas e viaveis estdo, principalmente, a utilizagdo de cultivares
resistentes (WEGULO et al. 2011; GILBERT & HABER 2013) bem como, a selecdo do
fungicida, o tempo, a taxa e a cobertura de aplicacdo (MESTERHAZY, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. In6culo

Os isolados foram selecionados de uma colecdo obtida de espigas sintomaticas
coletadas em lavouras comerciais de trigo entre as safras de 2011 a 2013 no estado do Parana
(Tabela 3). Foram utilizados uma mistura — pool — de 9 isolados de Fusarium graminearum
sensu stricto do gend6tipo 15-ADON, com o objetivo de retratar a populacéo predominante dos
genotipos tricotecenos da regido centro sul do Parana.

Os isolados foram cultivados em meio SNA — Spezieller Nahrsoffarmer Agar —
seguindo o protocolo descrito por Leslie e Summerell (2006) em placas de Petri 90x15mm, e
para estimular a esporulacdo foram utilizados fragmentos de papel filtro com dimensdes de
1cm2 sobre 0 meio de cultura. O indculo — fragmentos de micélio do fungo — foi mantido em
temperatura de 25°C e fotoperiodo com luz negra de 12 horas por 15 dias.

Apos a esporulacao, foi realizada a coleta dos esporos, para isso, uma aliquota (10 mL)
de agua destilada e esterilizada foi adicionada em cada placa, com o intuito de realizar a
raspagem (alca de Drigalski de vidro) da superficie do meio de cultura. Para determinar a
concentracdo de esporos assexuais — macroconidios — na suspensao, se utilizou uma Camara de

Neubauer, também conhecida como Hemacitdmetro ou Camara de Contagem.
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Tabela 3. Isolados de F.graminearum s. str. utilizados no estudo

Espécie Gendtipo Caodigo Caodigo Safra Local
Filogenética Tricoteceno Colecéo Dissertacéo Origem
F. graminearum 15-ADON 5 Fgral 2011 Manuel Ribas
46 Fgra2 2011 Manuel Ribas
47 Fgra3 2011 Manuel Ribas
Y20 Fgra9 2011 Candoi
P81 Fgrad 2012 Guarapuava
HKT3 Fgra5 2012 Santa Maria
do Oeste
130 Fgra6 2012 Séo de
Cantagalo
135 Fgra7 2013 Sao de
Cantagalo
143 Fgra8 2013 Séo de
Cantagalo

O critério da escolha foi baseado na espécie filogenética, gendtipo tricoteceno e regido,

de forma a representar no estudo o0s genotipos mais frequentes na porcao centro sul do estado.

3.2. Inoculacéo

Ainoculagdo de F. graminearum s. str. Realizou-se por pulverizagdo de suspensao de
macroconidios com concentragdo de 5x10* esporos/mL, através de um pulverizador borrifador
de pressdo acumulada 1,2 L Pv-21 direcionados para as espigas até o ponto de escorrimento. O
procedimento foi realizado sempre no periodo final da tarde e os vasos foram embrulhados
individualmente em saco plastico umedecido — com a finalidade de manter a umidade relativa
do ar superior a 90% — e condicionados em camara climatizada com temperatura de 25°C por
48 horas.
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O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na safra de inverno de 2015 —
entre 0s meses de maio e agosto —, sendo utilizado duas cultivares de trigo com diferentes graus
de resisténcia a giberela. A cultivar Campeiro como moderadamente suscetivel e a cultivar
CD105 como suscetivel (DE ALMEIDA et al., 2016).

Inicialmente foram semeadas vinte sementes por vaso, com capacidade de 11 litros e
contendo uma mistura de 1:1:1 de terra agricultavel, areia e substrato para jardim (himus, casca
de pinus e vermicomposto), por conseguinte foi realizado o desbaste, permanecendo, assim, 15
plantas por vaso. O delineamento experimental empregado foi inteiramente ao acaso e
conduzido em esquema fatorial 2 (cultivares) x 2 (auséncia ou presenca do fungicida) x 3
(épocas de inoculagdo), constituido por 12 tratamentos (Tabela 5) com 6 repeticdes, em que
cada unidade experimental era representada por 2 vasos e 30 plantas. Vasos, de ambas as
cultivares, sem inoculacdes de F. graminearum s. str. e sem aplicagdo do fungicida, foram

utilizados como testemunhas.

Tabela 4. Tratamentos utilizados no experimento

Tratamentos  Descricdo dos tratamentos

T1 Cultivar Campeiro + inoculagdo de Fgsst em GS652

T2 Cultivar Campeiro + inoculacdo de Fgss em GS73

T3 Cultivar Campeiro + inoculagdo de Fgss em GS83

T4 Cultivar Campeiro + fungicida® + inoculacdo de Fgss em GS65
T5 Cultivar Campeiro + fungicida + inoculagdo de Fgss em GS73
T6 Cultivar Campeiro + fungicida + inoculacéo de Fgss em GS83
T7 Cultivar CD105 + inoculacédo de Fgss em GS65

T8 Cultivar CD105 + inoculagdo de Fgss em GS73

T9 Cultivar CD105 + inoculacédo de Fgss em GS83

T10 Cultivar CD105 + fungicida + inoculacdo de Fgss em GS65
T11 Cultivar CD105 + fungicida + inoculacédo de Fgss em GS73
T12 Cultivar CD105 + fungicida + inoculacdo de Fgss em GS83

1 Fgss: Fusarium graminearum sensu stricto

2 Epocas de inoculacdo: metade do florescimento, inicio do gréo leite, inicio do grdo massa,
correspondendo a GS65, GS73 e GS83 na escala fenoldgica do trigo de Zadoks et al. (1974)

3 Com ou sem aplicacgéo preventiva de 36 horas do fungicida tebuconazole
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3.3. Aplicacdo de fungicida

O fungicida utilizado no estudo foi o Tebuconazole (Folicur 200 EC; Bayer
CropScience). A aplicagéo foi realizada com um pulverizador costal propelido a CO2com bicos
TTJ60-110.02 VP. Os vasos, em ambiente isolado, foram distribuidos em uma area de 10 m? e
foi utilizado a dose de 0,95 L/ha com vazédo de 200 L de calda/ha, equivalente a dose de 1,8
mL/10m2 e 400 mL de calda/10m2. Todas aplicacdes ocorreram no inicio da manha, de forma
preventiva e antecederam em um periodo de 36 horas a inoculagdo de F. graminearum.

Os estadios do trigo que receberam o tratamento com o fungicida triazol foram
distintamente: GS65 (metade do florescimento), GS73 (inicio do gréo leite) e GS83 (inicio do
gréo massa), com o objetivo de determinar o efeito do produto sobre a intensidade da doenca e

a concentracao final de DON no gréo.

3.4. Avaliacéo

A avaliacdo da doenca — severidade — em espigas foi determinada através da escala
visual de Stack e McMullen (2010), 7 dias ap6s os tratamentos serem retirados da camara
climatizada. Enquanto que, a determinagdo da incidéncia foi quantificada pelo numero de
espigas com sintomas visuais em relagdo ao total de espigas no vaso e relatado através de
porcentagem, também 7 dias ap0s a climatizacdo dos vasos.

A porcentagem dos graos giberelados foi determinada ap6s a debulha manual das
espigas. Para isso, uma luminéria de mesa foi utilizada e os graos foram classificados como
giberelados quando se apresentavam deformados, pequenos, enrugados e esbranquigados
(CHAMPEIL et al., 2004; OSBORNE & STEIN, 2007)

Posteriormente a colheita, debulha manual e contagem dos gréos giberelados, cinco a
dez gramas de gréos de trigo de cada repeti¢do foram moidos em Liquidificador Industrial Alta
Rotacdo Inox 800w Cs até a granulometria de 35 Mesh e encaminhados para o Laboratorio
Central da Cooperativa Agraria Agroindustrial para quantificacdo de DON.

A determinacdo de DON foi conduzida por um sistema de ultra performance de
cromatografia liquida (UPLC) -MS / MS (Waters, Milford, MA, EUA). Aliquotas de 5 g de
amostras trituradas de cada repeticdo foram extraidas por agitacdo com 40 ml de acetonitrilo:
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agua (80:20, v / v) num agitador de laboratorio HS501 (IKA Labortechnik) durante 2 horas a
200 rpm. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2320 rpm durante 10 min (Rotanta
460 R Centrifuge, Hettich, Alemanha). O sobrenadante foi filtrado através de um filtro de
seringa PVDF (0,2 um, 13 mm, Whatman, Maidstone, UK). O extrato foi diluido em agua
ultrapura, tendo uma aliquota de 250 pl e diluicdo para 1000 pl. Aliquotas de 20 pl foram
injetadas no sistema UPLC-MS / MS. A separacdo cromatografica liquida foi realizada com
uma coluna de 50 x 2,1 mm i.d., 1,7 um, Aquity UPLC C18 (Waters) utilizando os seguintes
parametros: solvente A (agua 0,1% de acido formico); solvente B (acetonitrilo 0,1% acido
férmico); gradiente: 10-90% de solvente B em 10 min, 2 min de retencdo de 90% de solvente
B, 90-10% de solvente B em 3 min; Caudal, 0,4 ml / min; Volume de injec¢do, 20 ul. As
amostras foram analisadas utilizando um sistema Acquity UPLC acoplado a um espectrémetro
de massa tripla de quadrupolo equipado com uma interface de electrospray operada no modo

de ions positivos.

3.5. Andlise de dados

Para a analise de homogeneidade da variancia das variaveis consideradas no estudo, foi
realizado o teste de Levene no pacote estatistico SAS, versdo 9.4 (SAS Institute, 2003).
Posteriormente, para estabilizar as variancias os dados de severidade da doenca e gréos
giberelados foram transformados por raiz quadrada de arco-seno e os dados de desoxinivalenol
foram transformados em log de x. Os dados foram submetidos a analise de variancia por meio
do pacote ExpDes.pt (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013) no Software R (R
Core Team, 2016), e as médias dos tratamentos pelos dados transformados foram comparadas
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Com o objetivo de verificar se existe correlacao
entre as variaveis, foi aplicado o teste de correlagdo de Spearman utilizando o procedimento
PROC CORR (SAS, 2003)
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4 RESULTADOS

4.1. Interacdo entre os fatores para severidade

A analise de variancia mostrou que tanto os efeitos principais dos fatores — cultivar (Cv),
auséncia ou presenca do fungicida (Fung) e épocas de inoculagdo (Inoc) — como as interaces
entre os fatores foram significativos (Tabela 5). A significancia da intera¢do “Cv x Fung x Inoc”
implica que a severidade da doenca nos cultivares varia de acordo com a auséncia ou presenca
do fungicida, sendo as respostas medidas sobre as trés épocas de inoculagdo; alternativamente,
as diferencas entre os valores de severidade na auséncia ou presenca do fungicida variam para

as duas cultivares, sendo as respostas medidas sobre as trés épocas de inoculagao.

Tabela 5. Andlise de variancia de acordo com o esquema fatorial 2 x 2 x 3 para a
variaveis de severidade (%), grdos giberelados (%) e DON (ppb).

Analise de Variancia

- p-valor
Fonte de Variagao G.L Severidade Gréos Giberelados Desoxinivalenol
Cultivart 1 >0,01 ** >0,01 ** 0,001 **
Fungicida? 1 >0,01 ** >0,01 ** >0,01 **
Inoculagéo® 2 >0,01 ** >0,01 ** >0,01 **
Cv x Fung 1 >0,01 ** >0,01 ** 0,9514 NS
Cv x Inoc 2 >0,01 ** 0,0235 ** 0,5372 NS
Fung x Inoc 2 >0,01 ** 0,0043 ** >0,01 **
Cv x Fung x Inoc 2 >0,01 ** 0,6667 NS 0,1952 NS

1 Campeiro e CD105;

2 Com ou sem aplicacgéo preventiva de 36 horas do fungicida tebuconazole;

3 Epocas de inoculacdo: metade do florescimento, inicio do gréo leite, inicio do grdo massa,
correspondendo a GS65, GS73 e GS83 na escala fenoldgica do trigo de Zadoks et al. (1974);
** = (p=<0,05).

Para o estudo do comportamento dos cultivares em cada combinagdo de niveis de
fungicida e de épocas de inoculacdo, a analise de variancia para o desdobramento apresentou
diferencas significativas.

Para detectar essas diferencas, foi aplicado o teste de Tukey as médias da severidade
dos cultivares em cada combinacdo de niveis de fungicida e de épocas de inoculagdo. Houve
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diferenga significativa entre as duas cultivares — na auséncia do fungicida combinado com a
época de inoculacdo GS65 (metade do florescimento) e na auséncia de fungicida combinado
com a época de inoculacdo GS73 (inicio do gréo leite). Em ambos os casos, a cultivar Campeiro
apresentou menor indice de severidade do que a cultivar CD105, ou seja, na combinagdo sem
fungicida no estadio de metade do florescimento e na combinacéo sem fungicida no estadio de
inicio de grdo leite para a cultivar Campeiro, houve, com base nos dados transformados,
respectivamente 64% e 60% menos severidade de giberela. As demais médias de severidade
das cultivares com combinacdes de auséncia ou presenca de fungicida com as diferentes épocas

de inoculagdo n&o diferiram estatisticamente entre si (Tabela 6).

Tabela 6. Severidade (%) de giberela nas cultivares de trigo Campeiro e CD105 submetidas a
inoculacdo de F. graminearum s. str. nos estadios reprodutivos de metade do florescimento
(GS65)2, inicio do grédo leite (GS73) e inicio do grdo massa (GS83), com ou sem aplicacao
preventiva de 36 horas do fungicida

Sem fungicidat Com fungicida

GS652 GS73 GS83 GS65 GS73 GS83
Campeiro  522(0,2°b 24(0,1)b 0(0@a 01()a 0(0)a 0(0)a
CD105 353(0,6)a 14,4(03)a 01(0)a 0,3(0)a 0(0)a 0(0)a

t Aplicagdo do fungicida tebuconazole anterior a inoculagao;

2 Escala de Zadoks et al. (1974);

% Dados transformados;

Dados desconvertidos apresentados, para analise estatistica os dados de severidade foram

transformados em raiz quadrada de arco-seno;

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

Cultivar

Para o estudo do comportamento do fungicida em cada combinacdo de niveis de
cultivares e de época de inoculagdo, a analise de variancia para o desdobramento apresentou
diferengas significativas.

Para detectar essas diferencas, foi aplicado o teste de Tukey as medias da severidade na
auséncia ou presenca de fungicida em cada combinacdo de cultivar e de épocas de inoculagéo.
Com a aplicacdo preventiva do fungicida tebuconazole nas combinacdes: cultivar Campeiro
com inoculacdo no estddio de metade do florescimento (GS65), cultivar Campeiro com
inoculacdo no estadio de inicio de grdo leite (GS73), cultivar CD105 com inoculagdo no estadio

de metade do florescimento (GS65) e cultivar CD105 com inoculagdo no estadio de inicio de
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grdo leite (GS73), os indices de controle, com base nos dados transformados, foram de 82%,
91%, 90% e 95%, respectivamente (Tabela 7).

Verificou-se que ndo existem diferencas significativas entre a auséncia ou presenca de
fungicida quando as cultivares foram submetidas a inoculacdo no estadio de inicio de gréo
massa (GS83), ou seja, os sintomas da doenca foram ausentes ou minimos nessa fase fenoldgica
do trigo (Tabela 7).

Tabela 7. Severidade (%) de giberela na auséncia ou presenca do fungicida nas cultivares de
trigo Campeiro e CD105 submetidas a inoculagdo de F. graminearum s. str. nos estadios
reprodutivos de metade do florescimento (GS65)?, inicio do gréo leite (GS73) e inicio do grdo
massa (GS83)

Fungicida? Cultivar Campeiro Cultivar CD105

GS652 GS73 GS83 GS65 GS73 GS83
Sem 52(0,23%a 24(0,1)a 0(0)a 353(0,6)a 14,4(03)a 01(0)a
Com 0,1(0)b 00b 0()a 03(0)b 00Ob 0()a

1 Aplicacdo do fungicida tebuconazole anterior a inoculagéo;

2 Escala de Zadoks et al. (1974);

3 Dados transformados;

Dados desconvertidos apresentados, para anélise estatistica os dados de severidade foram
transformados em raiz quadrada de arco-seno;

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

Para o estudo das épocas de inoculacdo em cada combinacdo de niveis de cultivares e
de auséncia ou presenca de fungicida, a anélise de variancia para o desdobramento apresentou
diferencas significativas.

Para detectar essas diferencas, foi aplicado o teste de Tukey as médias da severidade
nas diferentes épocas de inoculagdo em cada combinacédo de cultivar e fungicida. Para a cultivar
Campeiro, sem aplicacdo preventiva do fungicida, todas as épocas de inoculacdo diferiram
estatisticamente entre si, sendo que na inoculacdo de Fusarium graminearum s. str. no estadio
de inicio de grdo massa a doenca nao foi visualizada, enquanto que a inoculacdo no estadio de
metade do florescimento apresentou, com base nos dados transformados, um indice de 32%
maior de severidade comparado com a inoculacdo no estadio de inicio de grao leite (Tabela 8).

Para cultivar CD105, sem aplicacdo preventiva do fungicida, todas as épocas de
inoculacdo diferiram estatisticamente entre si, sendo a inoculagdo GS83 a com menor grau de

severidade da doenca quando comparado com a inoculacdo GS65 e GS73, com indices
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inferiores de giberela de 95% e 91%, respectivamente — com base nos dados transformados.
Quando houve a aplicacdo preventiva do fungicida, em ambas as cultivares, as médias de

severidade entre as trés épocas de inoculacdo nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela 8).

Tabela 8. Severidade (%) de giberela nos estadios reprodutivos de metade do florescimento
(GS65)?, inicio do grdo leite (GS73) e inicio do grdo massa (GS83) nas cultivares de trigo
Campeiro e CD105, com ou sem aplicacdo preventiva de 36 horas do fungicida

Inoculagio Cultivar Campeiro Cultivar CD105
Sem fungicidat  Com fungicida ~ Sem fungicida  Com fungicida
GS652 52(0,2)3a 0,1(0)a 35,3(0,6) a 0,3(0)a
GS73 240,1)b 0()a 14,4 (0,3) b 0(0)a
GS83 00)c 0(0)a 0,1(0)c 0(0)a

1 Aplicacédo do fungicida tebuconazole anterior & inoculagéo;

2 Escala de Zadoks et al. (1974);

% Dados transformados;

Dados desconvertidos apresentados, para analise estatistica os dados de severidade foram
transformados em raiz quadrada de arco-seno;

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

4.2. Interacdo entre os fatores para graos giberelados

A analise de variancia, para o esquema em fatorial 2 (Cultivares) x 2 (Auséncia ou
Presenca de Fungicida) x 3 (Epocas de Inoculagdo) para a resposta de grdos giberelados,
apresentou significancia (P<0,05) para as cultivares (Cv), para a auséncia ou presencga de
fungicida (Fung) e para as épocas de inoculacdo (Inoc). Mas como as intera¢des “Cv x Fung”,
“Cv x Inoc” e “Fung x Inoc” também foram significativas (P<0,05), ndo ¢ possivel tirar
conclusoes para os efeitos principais de Cv, Fung e Inoc, pois esses sdo dependentes. Dessa
forma, a anélise procedeu-se com o desdobramento de “Cv x Fung”, “Cv x Inoc” e “Fung x
Inoc”. A interagao tripla entre “Cv x Fung x Inoc” ndo foi significativa (P>0,05) (Tabela 5).

Para o estudo do comportamento dos cultivares na auséncia e na presenca de fungicida,
a analise de variancia mostrou que as cultivares possuem efeito significativo (P<0,05) sem e
com fungicida, da mesma forma que o estudo do comportamento do fungicida dentro de ambas
os cultivares possuem efeito significativo.

Para detectar as diferencas significativas foi aplicado o teste de Tukey as médias de

grdos giberelados. Na auséncia e na presenca do fungicida, a cultivar Campeiro apresentou
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médias inferiores de grdos giberelados, quando comparado com a cultivar CD105, de 53% e
59% respectivamente — com base nas médias dos dados transformados. Dentro das cultivares,
a aplicacdo do fungicida tebuconazole resultou em menores medias de graos giberelados, na

cultivar Campeiro o indice de controle foi de 72% e na cultivar CD105 de 68% (Tabela 9).

Tabela 9. Graos giberelados (%) nas cultivares de trigo Campeiro e CD105, com ou sem
aplicacdo preventiva de 36 horas do fungicida

: Fungicida?
Cultivares Sem Com
Campeiro 6,1 (0,2)2aB 0,5(0)bB
CD105 25,5(0,5)a A 29(0,1)bA

1 Aplicacdo do fungicida tebuconazole anterior a inoculagéo;

Dados desconvertidos apresentados, para analise estatistica os dados de grdos giberelados
foram transformados em raiz quadrada de arco-seno;

2 Dados transformados;

A, B —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem (P>0,05);

a, b —em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem (P>0,05).

Para o estudo do comportamento das cultivares dentro de cada época de inoculacdo, a
analise de variancia apresentou efeito significativo (P<0,05) para todas as épocas. Do mesmo
modo que o estudo das épocas de inoculacdo dentro de cada cultivar apresentou efeito
significativo (P<0,05) para ambas as cultivares.

Para detectar as diferencas significativas foi aplicado o teste de Tukey as médias de
grdos giberelados. Nos estadios de metade do florescimento (GS65), inicio do gréo leite (GS73)
e inicio do grdo massa (GS83), a cultivar Campeiro apresentou médias inferiores de graos
giberelados, quando comparado com cultivar CD105, de 50%, 56% e 60%, respectivamente —
com base nas médias dos dados transformados (Tabela 10).

Todas as épocas de inoculagdo na cultivar Campeiro diferiram estatisticamente entre si
(P<0,05). A inoculacdo GS83 foi a menos prejudicada pela doenca, com uma média de graos
giberelados de 62% menor que a inoculacdo GS65 e 41% menor que a inoculacdo GS73 — este,
com média inferior de 35% comparado a inoculagdo GS65.

Na cultivar CD105, as épocas de inocula¢do tambem diferiram estatisticamente entre si

(P<0,05). Novamente, a inoculacdo GS83 foi a menos prejudicada pela doenca, com uma média
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de gréos giberelados de 52% menor que a inoculagdo GS65 e 34% menor que a inoculagdo

GS73 — este, com média inferior de 27% comparado a inoculacdo GS65 (Tabela 10).

Tabela 10. Gréos giberelados (%) nas cultivares de trigo Campeiro e CD105 submetidas a
inoculagdo de F. graminearum s. str. nos estadios reprodutivos de metade do florescimento
(GS65)1, inicio do grdo leite (GS73) e inicio do grdo massa (GS83)

Estadio Fenoldgicot

Cultivares GS65 GS73 GS83
Campeiro 55(0,2)2aB 2,3(0,1)bB 0,8(0)cB
CD105 211 (0.4)a A 115 (0,3) b A 5,1(0.2) c A

1 Escala de Zadoks et al. (1974);

2 Dados transformados;

Dados desconvertidos apresentados, para analise estatistica os dados de grdos giberelados
foram transformados em raiz quadrada de arco-seno;

A, B —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem (P>0,05);

a, b —em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem (P>0,05).

Para o estudo do comportamento do fungicida dentro das épocas de inoculacéo, a analise
de variancia apresentou efeito significativo (P<0,05) para todas as épocas. Do mesmo modo
que o estudo do comportamento das épocas de inoculacao dentro do fungicida apresentou efeito
significativo (P<0,05) na presenca e na auséncia de fungicida

Para detectar as diferencas significativas foi aplicado o teste de Tukey as médias dos
grdos giberelados. Logo, verificou-se que, em todas as épocas de inoculacdo, a aplicagdo
preventiva do fungicida diminuiu a média de graos giberelados. Nas inocula¢6es GS65, GS73
e GS83 a aplicacgdo de tebuconazole resultou em um decréscimo de gréos giberelados, com base
nos dados transformados, de 61%, 74% e 77%, respectivamente (Tabela 11).

Todas as épocas de inoculagdo sem fungicida diferiram estatisticamente entre si (P>
0,05). A inoculagéo no inicio do grdo massa (GS83) foi o menos prejudicado pela doenca, com
uma média de graos giberelados de 50% menor que a inoculagdo na metade do florescimento
(GS65) e 35% menor que a inoculagéo no inicio do gréo leite (GS73) — este, com média inferior
de 23% comparado a inoculagdo GS65. Enquanto que, entre as épocas de inoculagdo com
fungicida, a inoculacdo GS65 diferiu estatisticamente da inoculacdo GS73 e da inoculagdo
GS83, apresentando medias superiores de grdos giberelados, com base nos dados

transformados, de 49% e 70%, respectivamente (Tabela 11).
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Tabela 11. Graos de trigo gibelerados (%) submetidos a inoculagédo do fungo F. graminearum
s. str. nos estadios de metade do florescimento (GS65), inicio do gréo leite (GS73) e inicio do
grdo massa (GS83), com ou sem aplicacdo preventiva de 36 horas do fungicida tebuconazole

Estadio fenoldgico?

o
Fungicida GS65 GS73 GS83

Sem 24,2 (0,5)3aA 15(0,3)b A 6,5(0,2)c A

Com 39(0,2)aB 1(01)bB 03(0)bB

1 Aplicagdo do fungicida tebuconazole anterior a inoculacéo;

2 Escala de Zadoks et al. (1974);

% Dados transformados;

Dados desconvertidos apresentados, para analise estatistica os dados de gréos giberelados
foram transformados em raiz quadrada de arco-seno;

A, B —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem (P>0,05);

a, b —em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem (P>0,05).

4.3. Interacdo entre os fatores para desoxinivalenol

A analise de variancia de acordo com o esquema fatorial 2 (Cultivares) x 2 (Auséncia
ou Presenca de Fungicida) x 3 (Epocas de Inoculagio) para a variavel de desoxinivalenol
apresentou significancia (P<0,05) para as cultivares (Cv), para a auséncia ou presenca de
fungicida (Fung) e para as épocas de inoculagdo (Inoc). Mas como a interagdo “Fung x Inoc”
também foi significativo (P<0,05), ndo é possivel tirar conclusdes para os efeitos principais de
fungicida e de épocas de inoculacdo, pois esses sdo dependentes (Tabela 5). Dessa forma, a
analise procedeu-se com o desdobramento de “Fung x Inoc” — para o0 estudo do comportamento
da auséncia ou presenca de fungicida dentro de cada época de inoculagdo e 0 comportamento
das épocas de inoculacdo dentro da auséncia ou presenca de fungicida.

Para o estudo do comportamento de fungicida dentro das épocas de inocula¢éo, a analise
de variancia apresentou efeito significativo (P<0,05) para todas as épocas. Da mesma forma
que o estudo do comportamento das épocas de inoculacao dentro de fungicida apresentou efeito
significativo (P<0,05) para auséncia e para presenca de fungicida.

Para detectar as diferencas significativas foi aplicado o Teste de Tukey (P<0,05). Logo,
verificou-se que, em todas as épocas de inoculacdo, a aplicacdo preventiva do fungicida
diminuiu a concentragdo de desoxinivalenol (DON), sendo que na inoculacdo GS83 a aplicagéo
de tebuconazole diminuiu em 82% o acimulo de micotoxina no grdo. Nas inoculacfes GS65 e
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GS73 a aplicacdo do fungicida resultou em um decréscimo de DON de 22% e 20%,
respectivamente — com base nas médias dos dados transformados (Tabela 12).

Entre as épocas de inoculacdo sem fungicida, somente a inoculagdo no inicio do grao
leite e a inoculacdo no inicio do grdo massa diferiram estatisticamente entre si, uma vez que a
Gltima apresentou uma concentracdo inferior de DON de 22,86%. Enquanto que entre as épocas
de inoculagdo com fungicida a inoculagdo GS83 diferiu estatisticamente da inoculagdo GS65 e
da inoculacdo GS73, apresentando uma concentracdo inferior de DON de 80% e 83%,

respectivamente (Tabela 12).

Tabela 12. Teor de DON (ppb) nos grdos de trigo submetidos a inoculacdo do fungo F.
graminearum s. str. nos estadios de metade do florescimento (GS65), inicio do grdo leite
(GS73) e inicio do grdo massa (GS83), com ou sem aplicacdo preventiva de 36 horas do
fungicida tebuconazole

Estadio fenoldgico?!

o
Fungicida GS65 GS73 GS83
Sem 512 (2,73 ab A 1360 (3.1) a A 261 (2,4)b A
Com 126 (21)a B 314 (2,4)aB 2(04)bB

1 Aplicacdo do fungicida tebuconazole anterior a inoculacéo;

2 Escala de Zadoks et al. (1974);

3 Dados transformados;

Dados desconvertidos apresentados, para analise estatistica os dados de DON foram
transformados em log de x;

A, B —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem (P>0,05);

a, b —em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem (P>0,05).

Em relagcdo as cultivares, a cultivar Campeiro classificada como moderadamente
suscetivel a giberela, diferiu estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05) da cultivar CD105
e apresentou, com base nas médias dos dados transformados, uma concentracdo inferior de
DON de 16% (Tabela 13).

38



Tabela 13. Teor médio de desoxinivalenol (DON) em gréos de trigo nas cultivares Campeiro e
CD105

Cultivar DON (ppb)
Campeiro 106 (2)'a
CD105 252 (2,4) b

! Dados transformados
Dados desconvertidos apresentados, para analise estatistica os dados de DON foram

transformados em log de x;
a, b —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem (P>0,05).

4.4. Estudo de correlacdo entre as variaveis

Na anélise de correlacdo de Spearman, verificou-se correlagdo linear positiva >64%
entre as seguintes variaveis: incidéncia, severidade, grdos giberelados e DON. O indice de
correlacdo entre o teor de DON e a incidéncia foi de 65%, ja entre o teor de DON e a severidade,

de 64%, e entre o teor de DON o os gréos giberelados, 76% (Tabela 14).

Tabela 14. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre as variaveis relacionadas a doenca e
a qualidade de gréos de trigo

(<5} (<5}
§e) © 2
© L 3 S
8w g 3 =
£e 52 22 3
= o 9] w D _
25 8% &% 8%
Incidéncia de giberela ns 1,00
Severidade de giberela ns 0,99 1,00
Gréos giberelados ns 0,8 0,81 1,00
Desoxinivalenol ns 0,65 0,64 0,76 1,00

ns: ndo siginificativo a P<0,05.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que as duas cultivares em questdo, Campeiro e
CD105, moderadamente suscetivel e suscetivel, respectivamente, possuem de ampla janela de
vulnerabilidade a infec¢do de F. graminearum. Uma quantidade significativa de graos infectou-
se desde a inoculagdo na fase de meia antese (GS65) até a fase de inicio de grdo massa (GS83),
mesmo que nesse ultimo estadio os sintomas visuais da doenga e a concentracdo de
desoxinivalenol (DON) tenham sido inferiores que os demais.

No momento que a inoculac¢do artificial se procedeu no estadio de inicio de grdo massa
(GS83), a cultivar Campeiro ndo apresentou sintomas visuais de giberela e manteve niveis
baixos de teor de DON, atingindo um méximo de 258 pg/kg. Em contrapartida, a cultivar
CD105, nesse mesmo tratamento, apresentou elevados teores de DON, como 1287 pg/kg em
repeticbes em que os sintomas visuais da doenca eram minimos ou nulos. Del Ponte et al. (2007)
em estudo similar com cultivar de trigo altamente suscetivel, apresentou resultados semelhantes
para a inoculacdo de F. graminearum na fase de inicio de grdo massa (GS83), em que 0 gréo
obteve acumulo de DON de aproximadamente 1330 pg/kg. No mesmo trabalho, concentracdes
significativas de DON foram apresentadas para a época de inoculacdo GS87 (grdo massa dura),
sem que a planta exibisse sintomas visuais.

Yoshida e Nakajima (2010) estudaram o acumulo de DON e NIV durante o
desenvolvimento dos graos de trigo infectados por F. graminearum em quatro cultivares com
diferentes niveis de resisténcia, em casa de vegetacdo e em campo. O autor relatou elevada
concentracdo de DON e NIV, para ambos os experimentos, no estadio de 20 dias apds a antese
— descrito no trabalho como a fase de leite final —, e sugeriu que as micotoxinas podem ser
produzidas até 20 dias ap0s o inicio do florescimento, mesmo que a infeccdo tenha ocorrido
anteriormente. Como no nosso trabalho, as cultivares diferiram entre si quanto a intensidade de
doenca e ao teor de DON, ressaltando a importancia da utilizacdo da resisténcia genética contra
a giberela.

O presente estudo também corrobora com a literatura (DE ALMEIDA et al., 2016) ao
apresentar menores valores de incidéncia, severidade, graos giberelados e concentracdo de

DON para cultivar Campeiro em relacdo a cultivar CD105, que confere um maior nivel de
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resisténcia genética, especialmente, nos tratamentos em que ndo foram realizados aplicagc6es
preventivas do fungicida tebuconazole.

Os resultados das nossas analises indicaram que 0 momento de inoculagédo junto com a
auséncia ou presenca do fungicida afetaram diretamente a intensidade de giberela e
concentracdo de DON. A aplicacdo do fungicida no estadio de inicio de grdo massa (GS83)
reduziu significativamente o teor de DON, sem reduzir a intensidade da doenca, uma vez que
ndo é surpreendente a ndo visualizacdo de sintomas visuais nessa fase, enquanto que a aplicacdo
em GS65 (metade do florescimento) e em GS73 (inicio do grao leite) foi crucial para reducao
de intensidade de giberela.

Em ambos cultivares, a aplicagéo preventiva de 36 horas de tebuconazole em quaisquer
épocas de inoculacdo resultou em menores concentracdes de DON, o nivel de controle para a
micotoxina alcancou meédias de 22,4% para GS65 e 20,28% para GS73. Entretanto, o destaque
ocorreu em GS83 que apresentou uma reducédo de 82,42% para o teor de DON em relacdo ao
tratamento sem fungicida. Esses resultados sugerem que a aplicagdo na fase de inicio de gréo
massa (GS83) pode ser um momento potencialmente critico para o controle de micotoxina em
trigo. Yoshida et al. (2012) estudaram os efeitos de diferentes épocas de aplicacao de fungicida
— entre o inicio da antese até 30 dias apds a antese — sobre a infec¢cdo de F. graminearum e
concentracdo de DON em gréos de trigo e sugeriu que a aplicacdo 20 dias ap6s a antese (final
do estadio de gréo leite) pode ser um momento pontual para o controle de DON.

Apesar dos estudos apontarem para uma época chave para a aplicacdo e potencial
controle de desoxinivalenol, ainda ndo esta claro se o fungicida reduz a taxa de producdo de
micotoxina por interferir na sintese de tricotecenos ou impedir o desenvolvimento do fungo
acompanhando a produc¢éo de micotoxina. Aparentemente, pelos nossos resultados, a aplicagdo
também pode ser efetiva para diminuir a porcentagem de grdos giberelados — relatados na
literatura como a maior caracteristica visual para correlacionar com o teor DON nos gréos de
trigo.

Em estudos com fungicidas, informacdes de correlacdo necessitam ser tomadas com
cautela. Mesmo que as correlacdes sejam relativamente altas, como as registradas nesse estudo,
de 65% para a correlacdo entre teor de DON e incidéncia, de 64% para teor de DON e

severidade e, por fim, de 76% para teor de DON e gréos giberelados.
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A correlagdo entre as varidveis pode ser influenciada por fatores genéticos dos cultivares
e por fatores ambientais. Del Ponte et al. (2007) estudaram a influéncia dos estadios fenolégicos
do trigo sobre a infeccdo de Fusarium graminearum e concentracdo de DON e relataram
correlacdo positiva de 64% entre o teor de DON e a incidéncia de giberela. Mestérhazy et al.
(2005) em estudo de resisténcia genética de trigo contra giberela, a partir de diversos isolados
de F. gramiearum, também relataram altas correlagfes entre o teor de DON e incidéncia da
doenca e entre 0 teor de DON e o numero de grdos giberelados, de 76,3 e 66,9%,
respectivamente.

Apesar de varios trabalhos mostrarem correlacéo positiva para a intensidade de giberela
e teores de DON, essa associa¢do ainda ndo é totalmente compreendida. Paul et al. (2005)
realizaram uma revisdo quantitativa dos resultados de 163 pesquisas publicadas e néo
publicadas e constataram que a correlacdo mais forte esta entre gréos giberelados e DON, com
uma média de 73%, entretanto as correlagdes foram significativamente afetadas pelo tipo de
trigo (trigo de primavera x trigo de inverno), tipo de estudo (ensaio de fungicidas versus
gendtipos) e localizacdo do estudo (regides de cultivo de trigo primeira e inverno nos Estados
Unidos).

Para a correlagéo entre severidade e teor de DON, o estudo de De Almeida et al. (2016)
baseado em 23 genotipos de trigo em dois anos de experimento na regido centro-sul do Parand,
relataram correlagdes de 50% para farinha branca e 51% para farinha integral.

Dessa forma, se torna notério que os estudos de correlacdo entre a incidéncia, a
severidade e os grdos giberelados em relacdo aos teores de DON podem vir a ter grande
importancia em programas de melhoramento genético, especialmente nas fases inicias de
screening de germoplasma com menor contaminagdo por DON, visto que a andlise de
micotoxinas demanda de alto custo econdémico.

Esse estudo melhora a compreensdo da resisténcia genética de genotipos de trigo a
giberela e ao acimulo de DON em gréos em sistemas agricolas subtropicais. Além disso, esses
resultados aumentam as possibilidades de desenvolvimento e utilizacdo de resisténcia genética
contra giberela e, finalmente, integram estudos de resisténcia a F. graminearum com esforcos
para reduzir os niveis de DON em grédos de trigo, visto que cultivares resistentes apresentam

menor risco de contaminacao por toxinas ao longo do periodo de desenvolvimento.
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Em sintese, a cultivar suscetivel apresentou maiores niveis de DON do que a cultivar
moderadamente suscetivel. Porém, para futuros programas de melhoramento, a analise de DON
deve ser conduzida para linhagens que apresentarem promissora resisténcia a giberela que nédo
s6 minimizara a perda de rendimento sob epidemias severas, mas também reduziréa os teores de
DON para um nivel seguro de consumo para animais € humanos.

O controle com fungicidas, especialmente em pos-antese, também pode ser uma medida
eficaz para reduzir a concentracdo final de DON. Espera-se que as aplicacdes tardias ndo
possuam efeitos apenas para prevenir a infeccdo primaria nos estadios tardios, mas também
para evitar a producdo de toxinas nos estadios finais por fungos que infectaram o trigo
previamente.

No Brasil, em geral, aplicacdes de fungicida na antese contra a giberela sdo necessarias
para producéo de trigo. Porém, dependendo do nivel de resisténcia genética do cultivar e das
condicBes climaticas, uma aplicacdo pode ndo ser suficiente para o controle da doenca e
contaminacgéo dos gréos por micotoxinas. Por esse motivo, estudos tém sugerido uma aplicacéo
adicional, notoriamente para o controle de DON. Nossos resultados sugerem que
aproximadamente 18 dias apds a antese, entre o final do grdo leite e inicio do grdo massa, seja
o melhor momento para uma aplicacdo adicional, com intuito de controlar a concentracdo de

micotoxinas.
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b)

d)

6 CONCLUSOES

A infeccdo do trigo por F. graminearum s. str. foi influenciada pelo estadio
fenoldgico da planta. Os indices de severidade foram maiores com a inoculagdo no
estadio de metade do florescimento, enquanto que para contaminacdo de DON nos
grdos de trigo, o estadio de inicio de grdo leite foi o que apresentou maiores

concentragcdes da micotoxina.

A cultivar Campeiro apresenta maior resisténcia a doenca e menor risco de

contaminac&o por toxinas ao longo do seu desenvolvimento.

A aplicacdo do fungicida tebuconazole 36 horas anterior a inoculacdo reduziu
eficazmente a intensidade de giberela e a contaminacdo dos grdos por DON em

ambas as cultivares em todos os estadios reprodutivos.

A aplicacdo do fungicida tebuconazole no estadio de inicio de grdo massa sugeriu

ser um momento critico para o controle de DON em grdos de trigo.
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8 APENDICE A — Analise estatistica completa para severidade

Tabela 1A. Analise de variancia de acordo com o esquema fatorial 2 x 2 x 3 para a variavel de
severidade.

Andlise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Cultivart 1 0,2437 0,2437 132,2697 <0,01 **
Fungicida2 1 0,8614 0,8614 467,4487 <0,01 **
Inoculagéo? 2 0,6674 0,3337 182,0866 <0,01 **
Cv x Fung 1 0,2092 0,2092 113,5324 <0,01 **
Cv x Inoc 2 0,1150 0,0575 31,2122 <0,01 **
Fung x Inoc 2 0,4146 0,2073 112,4917 <0,01 **
Cv x Fung x Inoc 2 0,0931 0,0465 25,2658 <0,01 **
Residuos 60 0,1105 0,0018

Total 71 2,7153

1 Campeiro e CD105;

2 Com ou sem aplicacgéo preventiva de 36 horas do fungicida tebuconazole;

3 Epocas de inoculagdo: metade do florescimento, inicio do gréo leite, inicio do grido massa,
correspondendo a GS65, GS73 e GS83 na escala fenoldgica do trigo de Zadoks et al. (1974);
** = (p<0,05).

Tabela 2A. Andlise de variancia para o desdobramento dos cultivares em cada combinacgéo de
niveis de fungicida e de épocas de inoculacdo para a resposta de severidade

Andlise de Variancia

Fonte de Variacdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Cvi Fe2 128 1 0,4929 0,4929 267,4686 <0,01 **
CviFil, 1 0,1635 0,1635 88,7405 <0,01 **
CviFils 1 0,0034 0,0034 1,8517 0,1786 NS
CviFa Iy 1 0,0011 0,0011 0,6424 0,4259 NS
CviFa Io 1 0,0001 0,0001 0,0548 0,8155 NS
Cv:F2 I 1 0 0 0 1 NS
Residuos 60 0,1105 0,0018

L Cv: cultivares;

2 F1: auséncia de fungicida; F»: presenca de fungicida;

3 I1: inoculagdo no estddio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculagdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagéo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

** = (p<0,05).
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Tabela 3A. Teste de Tukey para as médias dos cultivares em cada combinacdo de fungicida e
de épocas de inoculacédo para a resposta de severidade

Fq2l43 Filo Fil3 Faoly Falo Fols
Cyt 0,2319 b 0,1567 b Oa 0,0418 a 0,0139 a Oa
C> 0,6372 a 0,3902 a 0,0337 a 0,0617 a 0,0197 a Oa

1 Cy: cultivar Campeiro; Co: cultivar CD105;

2 F1: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;

3 I1: inoculagdo no estadio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculagdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagéo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Tabela 4A. Analise de variancia para o desdobramento do fungicida em cada combinacdo de
niveis de cultivares e de épocas de inoculacao para a resposta de severidade

Andlise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Fung®: C42 143 1 0,1083 0,1083 58,7970 <0,01 **
Fung: C1 I2 1 0,0611 0,0611 33,1995 <0,01 **
Fung: C1 I3 1 0 0 0 1 NS
Fung: C2 Iy 1 0,9937 0,9937 539,2091 <0,01 **
Fung: C2 I> 1 0,4117 0,4117 223,4388 <0,01 **
Fung: C2 I3 1 0,0034 0,0034 1,8517 0,1786 NS
Residuos 60 0,1105 0,0018

! Fung: fungicida;

2 Cy: cultivar Campeiro; Ca: cultivar CD105;

3 11: inoculacdo no estadio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculagdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagdo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

% = (p<0,05).

Tabela 5A. Teste de Tukey para as médias do fungicida em cada combinacéo de cultivares e de
épocas de inoculacdo para a resposta de severidade

Cq2l93 Cilz Cils Caols Calo Cals
Fql 0,2319 a 0,1567 a Oa 0,6372 a 0,3902 a 0,0337 a
F, 0,0418 b 0,0139b Oa 0,0617 b 0,0197 b Oa

1 Fy: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;

2 Cy: cultivar Campeiro; Co: cultivar CD105;

3 I1: inoculagdo no estddio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculagdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagéo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Tabela 6A. Andlise de variancia para o desdobramento das épocas de inocula¢Ges em cada
combinacdo de niveis de cultivares e de fungicida para a resposta de severidade

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Inoct: C12 Fy8 2 0,1680 0,0840 45,5902 <0,01 **
Inoc: C1 F2 2 0,0054 0,0027 1,4805 0,2356 N
Inoc: C2 Fy 2 1,1048 0,5524 299,7483 <0,01 **
Inoc: C2 F2 2 0,0119 0,0059 3,2371 0,0462 NS
Residuos 60 0,7732 0,0128

1 Inoc: épocas de inoculagéo;

2 Cy: cultivar Campeiro; Co: cultivar CD105;

8 F1: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;
** = (p=0,05).

Tabela 7A. Teste de Tukey para as médias do fungicida em cada combinagéo de cultivares e de
épocas de inoculagdo para a resposta de severidade

Ci2 k8 Cik C:F1 C:F
11t 0,2319 a 0,0418 a 0,6372 a 0,0617 a
I, 0,1567 b 0,0139 a 0,3902 b 0,0197 a
I3 Oc Oa 0,0337 ¢ Oa

1 I5: inoculacédo no estadio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculacdo no estadio de
inicio de grdo leite (GS73); Is: inoculacdo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

2 Cy: cultivar Campeiro; Ca: cultivar CD105;

3 F1: auséncia de fungicida; F.: presenca de fungicida;

Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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9 APENDICE B - Anélise estatistica completa para gréos giberelados

Tabela 1B. Andlise de variancia de acordo com o esquema fatorial 2 x 2 x 3 para a variavel de

grdos giberelados

Andlise de Variancia

Fonte de Variacdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Cultivart 1 0,6542 0,6542 166,0057 <0,01 **
Fungicida? 1 1,3058 1,3058 331,3518 <0,01 **
Inoculagéo? 2 0,4738 0,2369 60,1226 <0,01 **
Cv x Fung 1 0,1440 0,1440 36,5530 <0,01 **
Cv x Inoc 2 0,0314 0,0157 3,9944 0,0235 **
Fung x Inoc 2 0,0471 0,0235 5,9767 0,0043 **
Cv x Fung x Inoc 2 0,0322 0,0016 0,4082 0,6667 NS
Residuos 60 0,2365 0,0039

Total 71 2,8961

1 Campeiro e CD105;

2 Com ou sem aplicacao preventiva de 36 horas do fungicida tebuconazole;
3 Epocas de inoculacdo: metade do florescimento, inicio do grdo leite, inicio do grdo massa,
correspondendo a GS65, GS73 e GS83 na escala fenoldgica do trigo de Zadoks et al. (1974);

** = (p=0,05).

Tabela 2B. Anélise de variancia para o desdobramento dos cultivares na auséncia e na presenca

de fungicida para a resposta de gréos giberelados

Andlise de Variancia

Fonte de Variacdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Fungt: Cv2 F¢3 1 0,7061 0,7061 179,1768 <0,01 **
Fung: Cv F> 1 0,0921 0,0921 23,3819 <0,01 **
Residuos 60 0,2364 0,0039

1 Fung: fungicida;

2 Cv: cultivares;

3 F1: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;
** = (p=<0,05).
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Tabela 3B. Andlise de variancia para o desdobramento do fungicida dentro de cada cultivar
para a resposta de graos giberelados

Analise de Variancia

Fonte de Variacdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Cvi: Fung? C:3 1 0,2912 0,2912 73,8983 <0,01 **
Cv: Fung C, 1 1,1586 1,1596 294,0065 <0,01 **
Residuos 60 0,2364 0,0039

1 Cv: cultivares;

2 Fung: fungicida;

8 Cy: cultivar Campeiro; Co: cultivar CD105;
** = (p<0,05).

Tabela 4B. Teste de Tukey para as médias dos cultivares e do fungicida para a resposta de grdos
giberelados

Fq2 F>
Cit 0,2503aB 0,0705b B
C 0,5304a A 0,1716 b A

1 Cy: cultivar Campeiro; Co: cultivar CD105;

2 F1: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;

A, B —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem (P > 0,05);
a, b —em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem (P > 0,05).

Tabela 5B. Andlise de variancia para o desdobramento dos cultivares dentro de cada época de
inoculacdo para a resposta de gréos giberelados

Andalise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Inoct: Cv2 I3 1 0,3466 0,3466 87,9623 <0,01 **
Inoc: Cv I2 1 0,2247 0,2247 57,0194 <0,01 **
Inoc: Cv I3 1 0,1143 0,1143 29,0128 <0,01 **
Residuos 60 0,2364 0,0039

1 Inoc: épocas de inoculagéo;

2 Cv: cultivares;

3 I1: inoculacdo no estadio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculagdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagdo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

** = (p<0,05).
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Tabela 6B. Andlise de variancia para o desdobramento das épocas de inoculagdo dentro de cada
cultivar para a resposta de graos giberelados

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Cvi: Inoc? Cy3 2 0,1311 0,0655 16,6355 <0,01 **
Cv: Inoc C; 2 0,3742 0,1871 47,4815 <0,01 **
Residuos 60 0,2364 0,0039

1 Cv: cultivares;

2 Inoc: épocas de inoculacdo

3 Cy: cultivar Campeiro; Ca: cultivar CD105;
** = (p=<0,05).

Tabela 7B. Teste de Tukey para as médias dos cultivares e do fungicida para a resposta de gréos
giberelados

142 ) I3
Cqt 0,2376 aB 0,1533b B 0,0903cB
C 0,4780a A 0,3469 b A 0,2283 c A

1 Cy: cultivar Campeiro; Co: cultivar CD105;

2 |1: inoculagdo no estadio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculagdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagéo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

A, B —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem (P > 0,05);

a, b —em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem (P > 0,05).

Tabela 8B. Andlise de variancia para o desdobramento da auséncia ou presenca de fungicida
dentro de cada época de inoculagdo para a resposta de gréos giberelados

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Inoct: Fung? I3 1 0,5903 0,5903 144,7936 <0,01 **
Inoc: Fung I2 1 0,5281 0,5281 134,0270 <0,01 **
Inoc: Fung I3 1 0,2344 0,2344 59,4845 <0,01 **
Residuos 60 0,2364 0,0039

1 Inoc: épocas de inoculagéo;

2 Fung: fungicida;

3 11: inoculacdo no estadio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculacdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagéo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

** = (p<0,05).

66



Tabela 9B. Anélise de variancia para o desdobramento das épocas de inoculacdo dentro da
auséncia ou presenca de fungicida para a resposta de grdos giberelados

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor

Fung®: Inoc? Fy3 2 0,3958 0,1979 50,2259 <0,01 **
Fung: Inoc F; 2 0,1251 0,0625 15,8734 <0,01 **
Residuos 60 0,2364 0,0039

1 Fung: Fungicida;

2 Inoc: épocas de inoculacao;

8 F1: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;
** = (p=<0,05).

Tabela 10B. Teste de Tukey para as médias dos cultivares e do fungicida para a resposta de
grdos giberelados

112 I2 I3
Fqt 0,5146 a A 0,3985 b A 0,2581c A
F, 0,2009a B 0,1018b B 0,0605b B

! Fy: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;

2 |1: inoculagdo no estadio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculagdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagéo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

A, B —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem (P > 0,05);

a, b —em cada linha, médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem (P > 0,05).
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10 APENDICE C — Anaélise estatistica completa para desoxinivalenol

Tabela 1C. Andlise de variancia de acordo com o esquema fatorial 2 x 2 x 3 para a variavel de
desoxinivalenol

Andlise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Cultivart 1 2,5571 2,5571 11,9753 0,001 **
Fungicida? 1 20,9311 20,9311 98,0206 <0,01 **
Inoculacao® 2 24,6764 12,3382 57,7801 <0,01 **
Cv x Fung 1 0,0008 0,0008 0,0037 0,9514 NS
Cv x Inoc 2 0,2681 0,1340 0,6278 0,5372 NS
Fung x Inoc 2 7,5213 3,7606 17,6112 <0,01 **
Cv x Fung x Inoc 2 0,7171 0,3585 1,6793 0,1952 NS
Residuos 60 12,8122 0,2135

Total 71 2,8961

1 Campeiro e CD105

2 Com ou sem aplicacéo preventiva de 36 horas do fungicida tebuconazole

3 Epocas de inoculacdo: metade do florescimento, inicio do gréo leite, inicio do grdo massa,
correspondendo a GS65, GS73 e GS83 na escala fenologica do trigo de Zadoks et al. (1974)
** = (p<0,05)

Tabela 2C. Analise de variancia para o desdobramento de fungicida dentro das trés épocas de
inoculacdo

Andlise de Variancia

Fonte de Variacdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Inoct: Fung? I3 1 2,2112 2,2112 10,3552 0,0021 **
Inoc: Fung 1> 1 2,4239 2,4239 11,3515 0,0013 **
Inoc: Fung I3 1 23,8172 23,8172 111,5363 <0,01 **
Residuos 60 12,8122 0,2135

! Inoc: época de inoculacéo;

2 Fung: fungicida;

3 |1: inoculacdo no estadio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculagdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculagdo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

** = (p<0,05).
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Tabela 3C. Anélise de variancia para o desdobramento das épocas de inoculacdo dentro da
auséncia ou presenca de fungicida

Analise de Variancia

Fonte de Variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F p-valor
Fung®: Inoc? Fy3 2 3,1143 1,5571 7,2923 0,0015 **
Fung: Inoc F; 2 29,0833 14,5416 68,0989 <0,01 **
Residuos 60 12,8122 0,2135

1 Fung: Fungicida;

2 Inoc: época de inoculacéo;

8 F1: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;
** = (p=<0,05).

Tabela 4C. Teste de Tukey para as médias dos cultivares e do fungicida

11! I I3
Fit 2,7100 ab A 3,1336 a A 24171 b A
F> 2,1029aB 2,4980aB 0,4247b B

F: auséncia de fungicida; F2: presenca de fungicida;

2]1: inoculacdo no estaddio de metade do florescimento (GS65); I2: inoculacdo no estadio de
inicio de gréo leite (GS73); Is: inoculacdo no estadio de inicio de grdo massa (GS83);

A, B —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem (P > 0,05);

a, b —em cada linha, médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferem (P > 0,05).

Tabela 5C. Teste de Tukey para analisar o efeito dos cultivares

Cultivar DON (ppb)
Campeiro 2,0259 a
CD105 2,4028 b

a, b —em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maidscula n&o diferem (P > 0,05).

69



