CARACTERIZAGAO DE SiTIOS DE INFECGAO DE Exserohilum
turcicum (Pass.) Leonard & Suggs EM DIFERENTES G.ENC')TIPOS
DE MILHO (Zea mays L.), COM BASE NOS MECANISMOS DE

DEFESA VEGETAL |

JOSE RENATO STANGARLIN

Engenheiro Agrénomo

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Florentino Pascholati

Dissertacao apresentada a Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”, da
Universidade de Sao Paulo, para obtencéo do
titulo de Mestre em Agronomia. Area de
concentracao: Fitopatologia.

PIRACICABA
Estado de Sao Paulo - Brasil
| Novembro - 1995



_ Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagao (CIP)
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - Campus “Luiz de Queiroz”/USP

Stangarlin, José Renato

Caracterizagdo de sitios de infecgio de Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard &
Suggs em diferentes gendtipos de mitho (Zea maysL.), com base nos mecanismos de
defesa vegetal / José Renato Stangarlin. - - Piracicaba, 1995.

23p.

Dissertacdo (mestrado) - - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 1996.
Bibliografia.

1. Helmintosporiose do milho 2. Mitho-gendétipo - Interagdo patégeno-hospedeiro

3. Milho - Linhagem - Resisténcia 3 doenca L. Titulo

CDD 633.15
632.44



CARACTERIZAGAO DE SiTIOS DE INFECGAO DE Exserohilum
turcicum (Pass.) Leonard & Suggs EM DIFERENTES GENOTIPOS
DE MILHO (Zea mays L.), COM BASE NOS MECANISMOS DE
DEFESA VEGETAL

Aprovada em: 26.01.1996

Comisséo julgadora:

Prof. Dr. Sérgio Florentino Pascholati
Prof. Dr. Marcio Rodrigues Lambais

Prof. Dr. Breno Leite

JOSE RENATO STANGARLIN

ESALQ/USP
ESALQ/USP

UFPR-Curitiba

0L ). Ww

Prof. Dr. SERGIO FLORENTINO PASCHOLATI

Orientador



Aos meus pais Antonio e Isabel,
irmaos Marisa, Antonio Ricardo, José Adriano e Ernesto,

sobrinhos Gabriel e Carolina,
que mesmo a distdncia me deram todo o amor, carinho,
compreenséo e incentivo necessarios para a conclusao

de mais uma etapa em minha carreira académica,

dedico.



“Se eu tivesse o dom de profetizar e conhecesse tudo sobre o
que vai acontecer no futuro, soubesse tudo sobre todas as
coisas, e contudo nao amasse os outros, que bem faria isso?
... Todos os dons e poderes especiais que vém de Deus
terminarao um dia, porém o amor continuara para sempre ... O
amor & muito paciente e bondoso, nunca é invejoso ou
ciumento, nunca é presungcoso nem orgulhoso, nunca é
arrogante, nem egoista, nem tampouco rude. O amor nao exige
que se faca o que ele quer. Nao é irritadico, nem melindroso.
Nao guarda rancor e dificilmente notara o mal que os outros
Ihe fazem. Nunca esta satisfeito com a injustica, mas se alegra
quando a verdade triunfa. Se vocé amar alguém sera leal para
com ele, custe o que custar. Sempre acreditara nele, sempre

esperara o melhor dele, e sempre se mantera em sua defesa.”

| CORINTIOS 13



AGRADECIMENTOS

No decorrer da vida nos deparamos com milhares de pessoas, mas por
algum motivo desconhecido, acabamos por estabelecer uma afinidade muito
grande com algumas apenas. O Prof. Sérgio F. Pascholati € sem duvida uma
dessas pessoas, na qual eu posso ver, nao apenas o profissional extremamente
competente que ele é, mas também o grande amigo com o qual muitas alegrias

compartilhei. Muito obrigado Sérgio!

O Laboratério de Fisiologia do Parasitismo foi meu ambiente de trabalho
durante muitas horas do dia e da noite, durante varios meses. O que permitiu
suportar todas as aflicdes e vencer o cansaco foi a companhia dos amigos Katia e
Robson, Nelson e Cecilia, Hélio e Fabiana, Marcia e Marilda, Everaldo e Thais e

Marise e Joao, que tornaram o ambiente e o convivio tdo agradaveis.

Muitas foram as coisas sobre as quais eu adquiri conhecimentos durante
esses anos de curso, tais como o efeito de agentes bidticos e abidticos na
indugéo da tristeza, do desespero, da dor, do sofrimento, do desamparo. Mas a
minha maior aquisicao foi descobrir o efeito do agente Divino sobre nossas vidas,
pois com Cristo em nossos coracdes podemos transformar a tristeza em alegria, o
desespero em esperanca, a dor em alivio, o sofrimento em conforto, o desamparo
em companhia. A Katia, o meu agradecimento especial por me ensinar a palavra
d’Ele. Que Deus te abencoe!

Agradeco a FAPESP (Fundacdao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo) pela concesséo da bolsa de estudos (Processo: 93/1691-1).



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ...ttt
LISTADE TABELAS ... ..ottt e e s eae e
RESUMO ...ttt e e e eeeeae e
SUMMARY . e s et e s et a e e et ee e e
1. INTRODUGAOD ...ttt s
2. REVISAO DE LITERATURA ...cooiiiiieiiiireecieetes ettt
2.1. Epidemiologia comparativa: doengas de climas tropical e
tEMPEradO ... e e e
2.2. Caracterizacdo de sitios de infecgao ...........ccccociiiiiiiiiiie e
2.3. Mecanismos de defesadaplanta .............ccoeeiviiiiiiiii e,
2.3.1. Compostos fENOLICOS .........ccceiviiiiiiiiiiiei e
2.3.1.1. Relagao entre compostos fenoélicos e resposta de
defesa das plantas em diferentes patossistemas .......
2.3.2. Proteinas relacionadas a patogénese ............c.cceeeeeiiiiciinneenn.
2.3.2.1. Classificacéo das proteinas RP ............cccoiiieniinnnnn.
2.3.2.2. Indugao da producgédo das proteinas RP .....................
2.3.3. Enzimas associadas aos mecanismos de defesa das plantas
2.3.3.1. PeroxXidase .........ccccceeeieeeeiiieiiniie e e
2.3.3.1.1. Caracteristicas das peroxidases .................
2.3.3.1.2. Relacao entre peroxidases, fenois e
ligNINas .....cooeeeier e,
2.3.3.2. Fenilalanina aménia-liase ............cccccoeeeeeeiiiiiiiiinnnnenn,
2.3.3.2.1. Caracteristicas daenzima ..........................
2.3.3.2.2. FAL e a biossintese de compostos
fenoliCos ........oooiviiiiie
2.4. Quantificagao de fungos em tecidos vegetais através do

BIJOSEEION ...t e e eeaee e



3. MATERIAIS E METODOS ....cooovuiiiiiiiiieieieieieieieceesee e,
3.1. Material vegetal ...
3.2. Obtengéo, manutengao e inoculagéo de E. turcicum ........................
3.3. Ensaio de cinética de crescimento das lesdes ...........ccccceeevriienennee,
3.4. Curva de desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais ................
3.5. Determinagéao do contetido total de compostos fendlicos .................
3.6. Determinacao das atividades de quitinases e -1,3 glucanases .......
3.7. Determinacao da atividade de fenilalanina aménia-liase ..................
3.8. Determinacgéo da atividade de peroxidases ..........ccccoeeeevvieinniinneennenn.
3.9. Caracterizacao isoenzimatica das peroxidases .............c.ccevcvvveeenn.n.
3.10. Determinacéao do conteudo total de proteinas ...........cccocceeeriniincnn
3.11. Quantificacao de ergosterol nos tecidos inoculados .......................
3.12. Testes histoquimicos para a presencga de lignina ...............cc.c........
3.13. Microscopia eletrénica de varredura .............cccoeoeeeiiviiiiinienneeneens
3.14. Bioensaio para fragdes fungitdxicas presentes nos extratos dos

(=T 03[0 (o130 o1 0] F= (o [o 1T U

4.1. Desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais .............ccccccevnnnnene.

4.2. Cinética de crescimento das [6S0€S ............cveieeciiiieiiiiiicieees
4.3. Compostos fendlicos, atividade de fenilalanina amdnia-liase e

fragOes fuUNGItOXICAS .......ccoooiiii e

4.4, Atividade de peroxXidases...........ccccceeiieiiuiiriiiiieeee e rrea e e

4.5, Atividade de quitinases e -1,3 glucanases .......c.ccccccveeirieeeiiciicnnns

4.6. Relagéo entre os resultados obtidos e o conceito de lesio virtual ...

5. CONCLUSOES ..ottt ettt aae s ebe s st n e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ceoveeiieieisteeneesiseseeseneee s

APENDICE .....covieiietitctesecteteaes ettt et



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

LISTA DE FIGURAS

Representacdo esquematica da microcamara-de-inoculagéao
(adaptado de BERGSTROM & NICHOLSON, 1983) .........cc.......

Regides da folha de milho amostradas 12 dias apés a
inoculagdo com E. turcicum (1x10* esporos/ml). LE: leséo
necrotica; HA: tecido verde com 2,0 mm de largura adjacente a
lesdo necrética; TV: tecido verde distante da lesdo necrotica
efou pontos cloréticos; PC: pontos cloréticos; SA: tecido sadio
de folha nao inoculada. Na linhagem resistente ao patégeno
foram coletadas somente as amostras SA, TV e PC, enquanto

que na suscetivel os cinco tipos de regiées foram amostradas ..

Germinacao (A), formacéo de apressorios (B) e penetragdo (C)
de conidios de E. turcicum, inoculado na concentragao de
1x10* esporos/ml, em folhas de mitho de linhagens resistente
(m) e suscetivel (). As barras representam o erro padrao da

Cinética de crescimento de lesdes causadas por E. furcicum
(1x10* esporos/ml) em folhas de milho de linhagens suscetivel
(A) e resistente (C). Em (B) e (D) estao representados o n® de
lesbes (LE; W) e/ou pontos cloréticos (PC; 0O) formados/folha
14 dias apés a inoculacdo. As barras representam o erro
Padrao da Media .........cceeuniieieiiiiiii e

70

71

72



Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Sintomas resultantes da inoculagdo com E. turcicum (1x10*
esporos/mi) em linhagens de milho suscetivel (A) e resistente
(B), através de microcamara-de-inoculagdo. LN: lesédo

necrética; PC: pontos cloréticos; LI: local de inoculacdo; Barra

Cortes transversais de folhas de milho suscetivél a E. turcicum,
mostrando a presencga de micélio (M) no interior dos vasos do
xilema (VX), 12 dias apés a inoculacéo. Fotografias obtidas em
microscopio 6ético. (A): material colorido com azul de o-

toluidina; (B): material sem colora¢do. Barra =25 ym ................

Cortes transversais de folhas de milho coletadas 12 dias ap6s
a inoculagdo com E. turcicum, mostrando a presenca de
micélio (M) no interior dos vasos do xilema (VX). (A) e (B):
linhagem suscetivel (1050 X e 2600 X, respectivamente); (C):
linhagem resistente (3300 X); (D): linhagem suscetivel nao

inoculada (775 X). Micrografia eletronica de varredura ..............
Curva padrao para o acido clorogénico (0 a 300 pug/ml)..............

Conteudo de compostos fenélicos em folhas de milho de
linhagens suscetivel e resistente a E. furcicum. Amostras
coletadas 12 dias apés a inoculagédo com 1x10* esporos/ml do
patégeno. As regides amostradas estdo representadas na
Figura 2. Barras representam o erro padrao da média ...............

Curva padrao para a determinacdo da concentragido de acido
[ranNS-CINAMICO ........ccceiiiiiiiiiiiiiiier e et e e e e e s

74

75

76

ii

77

78



Figura 11

Figura 12

‘Figura 13

Figura 14

Atividade de fenilalanina aménia-liase em folhas de milho de
linhagens suscetivel e resistente a E. furcicum. Amostras
coletadas 12 dias ap6s a inoculagdo com 1x10* esporos/mi do
patégeno. As regides amostradas estdo representadas na
Figura 2. Barras representam o erro padréo da média ...............

Curva padrao para a dosagem de proteinas através do método

de Bradford, utilizando reagente concentrado .................ccc........

Bioensaio para a caracterizacdo de fragdes fungitdxicas
presentes em folhas de linhagens de milho suscetivel e
resistente inoculadas com E. turcicum. Amostras coletadas 12
dias apos a inoculagdo com 1x10* esporos/ml. A area clara ao
redor das bandas indica inibicdo do crescimento fungico. (A):
Cromatografia de camada delgada (“TLC”); (B): Caracteristicas
das fragdes obtidas por “TLC” .......ccocirvieiiciiiiieeeee e,

Atividade de peroxidase em folhas de milho de linhagens
suscetivel (A) e resistente (B) a E. turcicum. Amostras
coletadas a diferentes intervalos de tempo apés a inoculacéo
com 1x10* esporos/ml. Em (C) esta representada a atividade
enzimatica nos tecidos inoculados em relacdo aos tecidos

sadios ndo inoculados. Barras representam o erro padrdao da

iii

80

81

82



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Folhas de milho resistente inoculadas com 1x10* esporos/ml de
E. turcicum, exibindo regides de lignificacdo. (A): pontos de
penetracdo do patégeno (PP); (B): detalhe de um ponto de
penetracao mostrando conidio (C) e apressoério (A). (C): micélio
(M) nos tecidos da planta. Amostras coletadas 24 e 48 h apés
a inoculagcdo em (A) e (C), respectivamente. Lignificacdo
representada pela coloragdo azul. Fotogréﬁa obtida em

microscopio 6tico. Barra =25 UM ......cccccceeiieiiveen i,

Atividade de peroxidase em folhas de milho de linhagens
suscetivel e resistente a E. turcicum. Amostras coletadas 12
dias apds a inoculagdo com 1x10* esporos/ml do patoégeno. As
regides amostradas estao representadas na Figura 2. Barras
representam o erro padrao damédia ...........cccceeeiiiieieee i,

(A): Eletroforese anddica em gel de poliacrilamida de extrato
de folhas de milho suscetivel e resistente a E. furcicum.
Amostras coletadas 12 dias ap6s a inoculagdo com 1x10*
esporos/ml. Gel corado com guaiacol para visualizacdo de
isoenzimas de peroxidase. |G: intersecdo entre os géis
concentrador e de corrida. SA, TV, HA, LE e PC regides
amostradas representadas na Figura 2; M: extrato do micélio
do patégeno. (B): Padrédo eletroforético representado por
densitometria (filtro de 405 nm), onde os nimeros representam
as bandas individuais (a: Linhagem resistente; b: linhagem
SUSCELIVEI) ...t

Curva padrao para determinagéao de glicose através do método
AE LEVET it

84

85

86



Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Atividade de B-1,3 glucanase em folhas de milho de linhagens
suscetivel e resistente a E. turcicum. Amostras coletadas 12
dias apés a inoculagdo com 1x10* esporos/mi do patégeno. As
regides amostradas estdo representadas na Figura 2. Barras

representam o erro padrado da média ...........coeeviiiiiiiienenicneen.

Influéncia da concentracdo do extrato 'enzimético na
determinacdo da atividade de quitinase in vitro. A curva
representa a absorbancia a 550 nm de solugdo contendo 200
pl de “CM-Chitin-RBV” e 800 pl de tampéao acetato ....................

Atividade de quitinase em folhas de milho de linhagens
suscetivel e resistente a E. turcicum. Amostras coletadas 12
dias ap6s a inoculagdo com 1x10* esporos/ml do patégeno. As
regibes amostradas estéo representadas na Figura 2. Barras
representam o erro padrdo da média .........cccceevviiiieeeeniiiiieeenennn,

Curva padrdo mostrando a relacdo entre o peso seco do
micélio de E. turcicum, cultivado em meio LCH, e a quantidade

de ergosterol presente ...

Quantidade de micélio de E. turcicum presente em folhas de
milho de linhagens suscetivel e resistente ao patogeno.
Amostras coletadas 12 dias apés a inoculacdo com 1x10*
esporos/ml do patégeno. As regibes amostradas estao

representadas na Figura 2. Barras representam o erro padrao

88

89

90

91



Tabela 1

LISTA DE TABELAS

Sumario dos dados referentes ao acumulo de compostos
fendlicos, atividades das enzimas fenilalanina amodnia-liase,
peroxidases, 3-1,3 glucanases e quitinases, € a quantidade de
micélio presente, conforme ilustrados nas figuras 9, 11, 16, 19,
21 e 23, respectivamente, em folhas inoculadas de materiais
de milho résistente e suscetivel a E. turcicum. Amostras
coletadas 12 dias ap6s a inoculagdo com 1x10* esporos/ml do

patégeno (conforme figura 2) ........ccceeeciiieei v

vi



vii

CARACTERIZAGCAO DE SITIOS DE INFECGAO DE Exserohilum turcicum
(Pass.) Leonard & Suggs EM DIFERENTES GENOTIPOS DE MILHO (Zea
mays L.), COM BASE NOS MECANISMOS DE DEFESA VEGETAL

Autor: Eng. Agr® José Renato Stangarlin

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Florentino Pascholati
RESUMO

A helmintosporiose causada por Exserohilum turcicum é uma das
doencas mais sérias que ocorrem em folhas de plantas de mitho (Zea mays L.).
O progresso desta doenca, caracteristica de clima tropical, ocorre
principalmente pelo aumento no tamanho das lesdes e ndo em seu numero.
Essas lesdes, com caracteristicas variaveis, que dependem do genétipo da
interacdo patégeno-hospeiro, representam os sitios de infeccdo. Dessa forma,
o trabalho realizado objetivou caracterizar esses sitios de infeccdo com base
em mecanismos estruturais e bioquimicos de defesa expressos pela planta,
bem como verificar diferencas entre as respostas de defesa em materiais
resistente e suscetivel ao patégeno.

Plantas das linhagens de milho F64A e F352, suscetivel e
resistente a E. furcicum foram cultivadas em cé&mara-de-crescimento com
fotoperiodo de 14 h de luz e temperatura de 25 °C. Ap6s 14 dias, a 4° folha
verdadeira de cada planta foi inoculada com uma suspensdo de 1x10*
esporos/ml do patdégeno crescido em meio sélido do tipo LCH por 14 dias no
escuro e a 25 °C. As amostragens foram realizadas a diferentes intervalos de
tempo durante as primeiras 48 h ap6s a inoculagdo, para observagdo do
desenvolvimento do fungo nos tecidos e da ocorréncia de lignificacao.

Amostras também foram obtidas 12 dias apdés a inoculagao, para verificar: o
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contetdo de compostos fenodlicos, as atividades de f-1,3 glucanases,
quitinases e fenilalanina aménia-liase, as atividades e o padrao isoenzimatico
de peroxidases, a presenca de compostos fungitéxicos in vitro e a quantificagao
do fungo nos tecidos através de dosagem de ergosterol.

Os resultados obtidos mostraram que no material resistente, o
sitio de infecgéo (denominado de sitio de infeccdo primario) € representado por
sintomas do tipo pontos cloréticos resultantes da penetragéo do patégeno nos
vasos do xilema e restrita colonizacdo nos tecidos do mesoéfilo ao redor,
verificando-se a ocorréncia de lignificacdo, acimulo de compostos fendlicos e
atividade acentuada de B-1,3 glucanases e quitinases. No material suscetivel
ha dois tipos de sitios de infeccdo. No primeiro (sitio de infeccéo primario),
representado por sintomas do tipo pontos cloréticos, o patégeno penetra os
vasos do xilema e ha moderada colonizagédo dos tecidos do mesofilo ao redor,
verificando-se atividades moderadas de B-1,3 glucanases e quitinases. Apos a
formacao do sitio de infecgdo primario, o patdégeno cresce pelo interior dos
vasos do xilema e coloniza intensamente os tecidos do meséfilo distantes do
ponto de penetragao, resultando no sitio de infecgdo secundario e na formacgéao
de lesbes necréticas, onde se verifica o acumulo de compostos fendlicos e

atividades moderadas de B-1,3 glucanases e quitinases.



CHARACTERIZATION OF INFECTION SITES OF Exserohilum turcicum
(Pass.) Leonard & Suggs IN DIFFERENT MAIZE GENOTYPES (Zea mays
L.), BASED UPON PLANT DEFENSE MECHANISMS

Author: Eng. Agr® José Renato Stangarlin

Adviser: Prof. Dr. Sérgio Florentino Pascholati

SUMMARY

Northen leaf blight caused by Exserohilum turcicum is one of the
most important diseases in maize plants. The progress of this tropical disease
occurs mainly by increases in lesion size instead of numbers. Lesions, which
exhibit variable characteristics depending upon the host-parasite interaction,
represent the infection sites. Thus, the present work was carried out to
characterize these infection sites on maize leaves based on structural and
biochemical defense mechanisms as well as to study these mechanisms in
resistant and susceptible plants to E. turcicum.

The maize inbreds F64A e F352, susceptible and resistant to E.
turcicum, respectively, were grown in growth chambers under a photoperiod of
14 h of light at 25 °C. After 14 days, the 4™ leaf of each plant was inoculated
with a conidium suspension (1x10* spores/ml) of the pathogen grown on LCH
media. Leaf tissue was sampled at different time intervals during the first 48 h
after inoculation, in order to follow fungal development and lignification in the
tissue. Samples were also obtained 12 days after inoculation to measure the
amount of phenolic compounds, and activities of B-1,3 glucanase, chitinase and
phenylalanine ammonia-lyase, besides the activity and electrophoretic pattern
of peroxidases in the tissues. These tissue samples were also used to test for

the presence of fungitoxic compounds through in vitro bioassays and to



determine the amount of fungal biomass inside the leaf using ergosterol
analysis.

The results showed that in the resistant maize inbred, the infection
site (called “primary infection site”) was represented by chlorotic spots due to
the penetration and growth of the fungus in the xylem vessels and restricted
colonization of the mesophyll celis around it. The restriction of fungal
colonization was accompanied by host tissue lignification, i'ncreases in phenolic
compounds and high p-1,3 glucanase and chitinase activities. In the susceptible
inbred there were two types of infection sites. The first one, the primary
infection site, was represented by chlorotic spots, due to pathogen penetration
and colonization of the xylem vessels, resuiting in moderate B-1,3 glucanase
and chitinase activities. After the formation of the primary infection site, the
pathogen kept growing inside the xylem vessels and was able to heavly
colonize the mesophyli tissue far away from the penetration area, given rise to
the “secondary infection site” characterized by the production of necrotic
lesions, exhibiting increases in the content of phenolic compounds and

moderate activity of 3-1,3 glucanase and chitinase.



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.), tanto no Brasil como em outros paises, é
uma cultura tradicional e que merece relevado destaque pelo fato de ser
importante fonte de proteina vegetal, obtida em plantagbes comerciais ou
mesmo de subsisténcia, além de ser largamente utilizado para a producédo de
6leos comestiveis e composicdo de silagens para a alimentagdo animal
(PARTENIANI, 1980).

A “queima das folhas” ou helmintosporiose, causada por
Exserohilum turcicum (Pass.) K.J. Leonard & E.G. Suggs, considerado um
patégeno de clima tropical (BERGER, 1973), mostra-se como uma das
numerosas doeng¢as as quais o milho esta sujeito (FANTIN et al.,, 1991). A
doenca pode reduzir a producao e a qualidade de uma lavoura em zonas onde
se registrem alta umidade e moderada temperatura durante o ciclo do cultivo,
principaimente quando a infeccdo coincide com a época de floragao
(SHURTLEEF, 1980; ULLSTRUP, 1952). Além da redugao da producgdo devido
a destruicao de tecido fotossintético, a helmintosporiose também influi na maior
suscetibilidade dos tecidos aos patégenos causadores de podriddo do colmo
(BALMER & PEREIRA, 1987). Conforme HUGHES & HOOKER (1971), a
helmintosporiose € uma das doencas mais sérias que ocorrem em folhas de
plantas de milho. No Brasil a doenca ocorre de forma generalizada, com
severidade variavel na regido centro-sul do pais (FROSI, 1991) e com

caracteristicas de uma epidemia tipica de clima tropical (BERGER, 1973).
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Epidemias de regides tropicais e epidemias de regides
tempéradas apresentam, em sua estrutura,.uma série de aspectos diferentes. O
progresso de uma doenca tipicamente temperada, como a ferrugem do milho
causada por Puccinia sorghi, se faz gracas ao estabelecimento de novas
lesbes, e toda estratégia de controle desta doenga (controle quimico protetor e
obtencdo de resisténcia vertical) tem por objetivo evitar que novas lesdes se
estabelecam (BERGAMIN FILHO, 1995). Patégenbs tropicais, como
Exserohilum turcicum em milho, utilizam outras taticas no progresso da doenca,
sendo que esta se da principalmente pelo aumento no tamanho das lesbes e
ndo em seu numero (BERGER, 1973). Dessa forma, a utilizacdo de resisténcia
vertical e controle quimico protetor apresentam-se como medidas insuficientes,
e mesmo inadequadas para um controle satisfatério de doencas tropicais.
Identificar as diferencas estruturais entre epidemias tropicais e temperadas
torna-se assim, essencial no estabelecimento do melhor manejo de doencas.

No caso especifico da helmintosporiose em milho, a doenga se
manifesta nas folhas através de lesdes necréticas de formato eliptico e
alongadas, com comprimento variando de 2,5 a 15 cm e com coloracdo que
pode variar de verde-cinza a marrom em materiais suscetiveis (BALMER,
1980). Em materiais resistentes e moderadamente resistentes as respostas
podem variar desde a auséncia de sintomas visiveis até a presenca de lesdes
do tipo pontos cloréticos (que ndo se expandem), pequenas lesdes clorético-
necroticas de formato circular ou variando de oval a alongada (que se
expandem ou crescem em tamanho) (FROSI & BALMER, 1980). Dessa forma,
um patossistema formado por materiais de milho resistente e suscetivel ao
fungo E. turcicum pode fornecer uma excelente ferramenta de trabalho para se
tentar caracterizar um sitio de infec¢do, que estaria representado por diferentes
tipos de lesbes, de acordo com a compatibilidade ou incompatibilidade de
interagéo. _

Diversos mecanismos de defesa da planta podem estar

envolvidos nestes tipos de reacdes em milho, como fatores de resisténcia



passivos (constitutivos) e ativos (induziveis), ambos com elementos estruturais
ou bioquimicos. Todos esses mecanismos, atuando de forma conjunta,
coordenada, e dindmica, permitem que a planta se defenda do ataque do
patégeno, com respostas que variam para as diferentes interagbes patdégeno-
hospedeiro, ou em uma mesma interagdo em fungido da idade da planta, do
6rgéo ou tecido afetado, do estado nutricional e das condicées ambientais
(PASCHOLAT! & LEITE, 1994), ou mesmo do momento em que esses
mecanismos comeg¢am a atuar contra o patdégeno em um processo infeccioso ja
estabelecido.

Diante do exposto, o trabalho desenvolvido objetivou caracterizar
sitios de infeccdo de E. turcicum com base em mecanismos estruturais
(lignificagao) e bioquimicos (fendis e proteinas relacionadas a patogénese) de
defesa expressos pela planta de milho, bem como verificar diferengcas entre

essas respostas de defesa em materiais resistente e suscetivel ao patégeno.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Epidemiologia comparativa: doengas de climas tropical e temperado

Realizando-se uma comparac¢ao a nivel epidemiolégico, podemos
afirmar que patogenos biotréficos, representando as doengas de clima
temperado, sdo menos aptos ao crescimento de lesdes em interagbes
suscetiveis, do que os patégenos necrotréficos, representando as doencgas de
clima tropical. BERGER (1973) observou que ap6s uma determinada fase da
epidemia de Exserohilum turcicum, um tipico fungo necrotréfico, em milho, a
intensidade da doenga continuou a aumentar sem que novas lesdes
aparecessem. Isso foi possivel devido ao continuo crescimento da leséo
durante todo o periodo da epidemia. Uma consequéncia dessas caracteristicas
é que patdégenos biotréficos utilizam em seus mecanismos de infec¢do grande
quantidade de esporos produzidos em pequenas mas numerosas lesbes,
enquanto os necrotréficos utilizam-se de poucas porém grandes lesdes
(BERGAMIN FILHO, 1995). Esses fatos poderiam ser explicados pela
capacidade individual que cada patdgeno teria em ocupar e colonizar um sitio
de infeccdo, visto que ZADOKS (1971) considera que uma cultura seja
composta de um grande mas finito nGmero de possiveis sitios de infe¢do, com
areas iguais e iguais chances de se tornarem infectados. Dessa forma, o
sucesso de um patdégeno vai depender de quantos sitios de infeccdo ele
conseguir conquistar ao longo do ciclo de cultivo, seja esta conquista pela
producéo de esporos, liberagao, transporte, deposi¢cao e penetragdo em novos

sitios (para os patoégenos biotréficos), seja por crescimento de micélio dentro



dos tecidos vegetais (para os patdégenos necrotroficos) (BERGAMIN FILHO,
1995).

O conceito de sitio de infecgdo € portanto um fator importante
para o correto entendimento desses modelos epidemioldgicos.

2.2. Caracterizagao de sitios de infecgao

As dimensdes do sitio de infeccdao podem vériar dependendo da
combinagdo patdgeno-hospedeiro (ZADOKS, 1971). Para os patbégenos de
lesdo local, o sitio de infeccdo coincide com o tamanho da lesdo. Segundo
ZADOKS (1971) a area do sitio de infecgao para a ferrugem da folha (Puccinia
recondita f.sp. triticina) em trigo seria de cerca de 4 mm?; para a ferrugem do
colmo (Puccinia graminis f.sp. tritici) seria aproximadamente 10 mm* O
tamanho de sitios, nestes casos, corresponde aos tamanhos das pustulas.
Entretanto, patégenos necrotréficos possuem crescimento extremamente
variavel, com tamanho final da lesdao bem maior que dos patégenos de origem
temperada, podendo, no caso de E. turcicum, atingir varios centimetros
quadrados de area ocupada (BALMER, 1980). De acordo com ZADOKS (1971),
muitas penetragbes podem ocorrer no local de um sitio de infecgdo, mas
normalmente a lesdo & o resultado de apenas um esporo efetivo. A literatura
tem demonstrado que mesmo tecidos de plantas consideradas suscetiveis
podem se tornar resistentes mediante a aplicagdo prévia do mesmo patégeno
atenuado, ou outro organismo qualquer (DARVILL & ALBERSHEIM 1984; KUC,
1990). O mecanismo de defesa envolvido neste caso parece estar ligado a um
sinal quimico produzido ou liberado no local da primeira infec¢cdo, que
transforma as células ndo afetadas, de suscetiveis em resistentes (KUC, 1982).
Dessa forma, o tamanho do sitio de infeccdo pode estar ligado a difusédo
espacial e temporal de substancias dentro dos tecidos, produzidas no ponto da
primeira infecgdo, que protegem uma area ao seu redor contra novas
infeccoes, sem contudo impedir a colonizacdo dos tecidos pelo patégeno ja
estabelecido.



_ O sistema de defesa da planta que poderia estar envolvido na
caracterizagao dos sitios de infeccao engloba mecanismos bioquimicos e
estruturais de resisténcia pré e pds-formados, em relagdo a penetragdo do
patégeno, e que atuam de forma dindmica e coordenada (PASCHOLATI &
LEITE, 1995).

2.3. Mecanismos de defesa da planta

A resisténcia do hospedeiro a um patégeno pode ser definida sob
o aspecto fisiolégico como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a
entrada e/ou a subsequente atividade de um patdégeno em seus tecidos
(GOODMAN et al., 1986; HEITEFUSS & WILLIAMS, 1976). Para atingir esse
objetivo a planta utiliza-se de fatores de resisténcia ou mecanismos de
resisténcia divididos em duas categorias: pré-formados, presentes na planta
antes do contato com o patdégeno e capazes de reduzir a germinagdo e
penetracdo do mesmo e consequentemente o numero de lesdes por folha, e
pés-formados, que mostram-se ausentes ou presentes em baixos niveis antes
da infeccdo, sendo produzidos ou ativados em resposta a presenca do
patégeno e que interferem no tamanho das lesdes e esporulacdo (HORSFALL
& COWLING, 1980; MISAGHI, 1982). Segundo PASCHOLATI & LEITE (1994)
esses mecanismos compreendem, por exemplo:

A. Pré-formados (passivos; constitutivos):

a) estrutural: cuticula, tricomas, estomatos, fibras/vasos condutores;

b) bioquimico: fenois, alcaléides glicosidicos, lactonas insaturadas,
glicosideos fendlicos e cianogénicos, inibidores proteicos, fototoxinas,
quitinases e B-1,3 glucanases.

B. Pds-formados (ativos; induziveis):
a) estrutural: papilas, halos, lignificacdo, camadas de cortica, tiloses;
b) bioquimico: fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PRP).
Alguns desses mecanismos serdo discutidos de forma mais
detalhada a seguir.



2.3.1. Compostos fenélicos

A expressdo compostos fendlicos abrange um extenso grupo de
substancias que possuem um anel aromatico contendo pelo menos uma
hidroxila (EGGER, 1969; RIBEREAU—GAYON,1972). Estes compostos incluem:
fendis simples e outros glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, derivados dos
acidos benzéico e cinémico, a-pirones (coumarinas e isocoumarinas), ligninas,
flavonodides (flavononas, antocianinas e catequinas) e quinonas. Em geral,
tendem a ser sollveis em agua, uma vez que ocorrem freqlientemente na
forma de glicosideos e localizados usualmente nos vacuolos celulares
(HARBORNE, 1989). As vias rhetabélicas envolvidas na sintese de compostos
fendlicos estdo muito bem estudadas. As vias do acido shiquimico e cindmico
(fenilpropandides) constituem a sequéncia comum que gera os diferentes
grupos de polifendis e lignina (GRISEBACH, 1981).

Dentre os compostos fendlicos estdo as fitoalexinas, que séo
substancias quimicas produzidas localizadamente pelas células do hospedeiro
em resposta & uma infecgcdo microbiana ou a um estimulo abibtico, e que
podem inibir o desenvolvimento de um patégeno (SALUNKHE & SHARMA,
1991).

Compostos fendlicos sdo bem conhecidos como substancias
fungitéxicas, antibacterianas e antiviréticas (FRIEND, 1981). O efeito inibitério
de compostos fendlicos na germinacdo de esporos, crescimento micelial e
producdo de enzimas varia entre os diferentes grupos de fendis. Dessa forma,
0s compostos fenélicos podem estar envolvidos nos mecanismos bioquimicos e
estruturais de resisténcia em plantas (NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT,
1992; NICHOLSON, 1995). Segundo VIDHYSEKARAN (1988), diversas
substancias fenolicas estdo associadas a resisténcia a doencas. Folhas de
cevada inoculadas com Erysiphe graminis f.sp. ‘hordei acumularam substancias
de natureza aromatica, diferentes de lignina, nos sitios de penetragéo do fungo
(MAYAMA & SHISHIYAMA, 1978). A resisténcia a Helminthosporium carbonum



em milho foi caracterizada por um intenso acumuio de antocianinas (n&o
fungitoxicas, mas originarias de precurssores fungitoxicos) ao redor dos sitios
de infeccdo, e a resposta suscetivel foi caracterizada pela prevencdo da
sintese de antocianinas ao redor dos sitios de infec¢cdo. Quando o fungo
Helminthosporium maydis foi inoculado, 0 mesmo preveniu o acumulo de
antocianinas e fez com que as plantas de milho ficassem suscetiveis a H.
carbonum (PASCHOLATI & NICHOLSON, 1983; NICHOLSON &
HAMMERSCHMIDT, 1992). LIM et al. (1968, 1970) trabalhando com exiratos
de folhas de milho resistente inoculadas com E. turcicum encontraram dois
compostos fendlicos com atividade semelhante as fitoalexinas e que foram
capazes de inibir a germinagao dos esporos e reduzir o crescimento dos tubos
germinativos do patdégeno. Posteriormente, OBl (1979) isolou mais quatro
novos compostos de folhas de milho resistentes a E. turcicum e inoculadas com
o fungo, e que apresentavam estrutura similar aquelas encontradas por LIM et
al. (1968, 1970).

Os compostos fendlicos sdo capazes de inativar enzimas
celuloliticas e enzimas pectoliticas, degradadoras da parede celular,
produzidas por patégenos (MARTIN & GROSSMAN, 1972). A dissolucao da
parede celular & muito importante durante a infeccéo de patdgenos biotréficos
e necrotréficos. Nos fungos biotréficos, a penetracao da parede celular e os
danos ao hospedeiro sido limitados. Para os patégenos necrotroficos ha
colonizacao dos tecidos e morte das células.

2.3.1.1. Relagao entre compostos fendlicos e respostas de defesa das

plantas em diferentes patossistemas

Os compostos fenodlicos podem estar associados aos sintomas
produzidos no hospedeiro. SMITH et al. (1975) mostraram que os niveis de
fitoalexinas presentes nos estadios iniciais de infeccdo foram considerados

eficientes em inibir o crescimento micelial de Rhizoctonia solani em feijao,



associado com limitagéo no desenvolvimento da lesdo. As fitoalexinas do tipo
deoxiantocianidinas acumulam-se rapidamente em mesocétilos e folhas de
sorgo inoculados com microrganismos patogénicos e nao patogénicos. Em
tecido foliar, a sintese é restrita a area do sitio de infec¢do, uma zona de duas
ou trés células correspondendo a aproximadamente 2300 a 2500 um’ de area.
Entretanto, nos mesocotilos, a sintese é estimulada em uma larga area das
células do hospedeiro ao redor do sitio de infecgao (HIPSKIND et al., 1990).
HAHN et al. (1985), estudando a localizagao e a quantificagdo de gliceolina em
relacdo a presenca de Phytophthora megasperma f.sp. glycinea nas raizes da
soja, observaram que concentragdes substanciais de fitoalexina estavam
presentes em tecidos adjacentes, ainda ndo colonizados pelo patdgeno.
Segundo esses autores, um sinal molecular originado do fungo ou da planta,
- poderia estar se movendo a frente do sitio de infecgao.

COUTURE et al. (1973) relataram que a sintese de fendis totais
em milho foi incrementada apés a inoculagéo de plantas isogénicas suscetiveis
(ht) e resistentes (Ht) a E. furcicum, sendo que 10 dias apds a inoculagdo os
niveis de fendis totais eram maiores no material resistente. HAMMERSCHMIDT
& NICHOLSON (1977) diferenciaram materiais de milho resistente e suscetivel
a Colletotrichum graminicola com base no conteudo de fendis totais, havendo
uma correlagdo entre a restricdo do desenvolvimento da lesdo e o acumulo
desses compostos. BAZZALO et al. (1985), trabalhando com plantas de
girassol infectadas com Sclerotinia sclerotiorum, encontraram um forte efeito
inibitério do acido isoclorogénico sobre o crescimento micelial do fungo, bem
como um incremento nos niveis de fenéis totais na regido da leséo e tecidos ao
redor em plantas tolerantes. CONTI et al. (1986) observaram que um dos
fatores de resisténcia de roseiras a Sphaerotheca pannosa é a capacidade das
plantas em sintetizar grandes quantidades de compostos fenélicos. BASHAN
(1986) verificou que compostos fenodlicos extraidos de plantulas de algodao
infectadas com Alfernaria macrospora foram capazes de inibir o crescimento do

fungo in vitro, como também os teores de fendis totais eram muito maiores nos
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materiais resistentes do que nos suscetiveis. DIEHL et al. (1992) mostraram um
incremento nos teores dos acidos fendlicos juglona, isoquercitina e tanino
condensado em tecidos de pecad infectados com Cladosporium carygenum.
CANDELA et al. (1995) verificaram forte efeito inibitério sobre o crescimento
micelial de Phytophthora capsici causado pelos acidos frans-cindmico, p-
hidroxibenzoico, vanilico e salicilico encontrados em hastes de Capsicum

annuum infectadas com esse patdgeno.

2.3.2. Proteinas relacionadas a patogénese

A infeccao de plantas por fungos, bactérias e virus, entre outros
microrganismos, frequentemente conduz a uma resposta de defesa do
hospedeiro através de mecanismos de eficiéncias variaveis contra o
fitopatogeno (PASCHOLATI & LEITE, 1995). Um dos mais eficientes destes
mecanismos € a reagao de hipersensibilidade onde ha a inducdo da producgéo
de fitoalexinas e de varias proteinas de defesa codificadas por genes da planta
(CARR & KLESSIG, 1990; GRAHAM & GRAHAM, 1991; STINTIZI et al., 1993).
Essas proteinas incluem: a) proteinas estruturais - quando incorporadas a
matriz extracelular, na tentativa de confinamento do patégeno (ex., enzimas
peroxidases envolvidas na lignificagao); b) enzimas do metabolismo secundario
como as envolvidas na biossintese de antibiéticos; e ¢) proteinas relacionadas
a patogénese (proteinas RP), responsaveis pelas maiores mudangas
quantitativas nos teores de proteina solUvel durante as respostas de defesa
(STINTIZI et al., 1993).

Essas proteinas RP foram detectadas pela primeira vez no inicio
da década de 70 em folhas de fumo Samsun NN exibindo reagdo de
hipersensibilidade ao virus do mosaico (TMV)(VanLOON & VanKAMMEN,
1970). Este foi o sistema que permitiu a caracterizagdo da maior parte das
proteinas RP até agora conhecidas, embora algumas dessas proteinas também
possam ser induzidas em plantas sob condicdo de estresse, recebendo neste
caso a denominacao de proteinas de estresse (LINTHORST, 1991).
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_ Na reacdo de hipersensibilidade ha o fenbmeno da
complementariedade entre gene de viruléncia do patéogeno e gene de
resisténcia da planta, havendo a formagéao de lesbes necréticas ao redor do
sitio inicial de ataque do patdégeno, restringindo-o a essa regido. Nessa regiao
pode haver o acumulo de derivados da via metabdlica dos fenilpropandides, de
fitoalexinas, carboidratos (calose), glicoproteinas ricas em hidroxiprolina,
polimeros aromaticos como lignina e outros fenéis além das proteinas RP
(BAILEY & MANSFIELD, 1982; EBEL, 1986).

Algumas das mudangas mencionadas acima podem também ser
induzidas a distancia do sitio de infecgdo, em partes nao infectadas da planta,
como € o caso das proteinas RP, cuja producdo em folhas de fumo nao
inoculadas representa 5-10 % da sua produgdo em folhas inoculadas e com
reagdo de hipersensibilidade. Essa resposta de defesa sistémica e
acompanhada pelo fendmeno de resisténcia sistémica adquirida (RSA), onde
partes ndo infectadas da planta mantém-se em “estado de alerta” devido ao
fato de outras partes da planta ja terem reagido hipersensitivamente ao
patégeno (ROSS, 1961). Acredita-se que as proteinas RP contribuam para a
eficiéncia da RSA pelo fato de serem induzidas paralelamente a estas, embora
isto ainda ndo tenha sido claramente comprovado. No entanto, elas servem
como um sensivel marcador para pesquisas sobre um possivel “sinal” (ou fator
ativo imunizante) que se move dos sitios primarios de infecgéo péra areas
distantes (GRAHAM & GRAHAM, 1991).

Resumindo, e como conceito geral, pode-se dizer que as
proteinas RP s&do induziveis no hospedeiro em resposta a infec¢gdo por um
patégeno ou por estimulos abiodticos, e podem estar correlacionadas com a
resisténcia nao especifica do hospedeiro ao patégeno.

As proteinas RP apresentam propriedades fisico-quimica tipicas
que as distinguem das demais proteinas encontradas em plantas (STINTIZI et
al., 1993):



- S&o estaveis em pH baixos, em torno de 2,8 (quase a totalidade das demais
proteinas das plantas precipitariam nesta condi¢ao);
- Mostram-se resistentes a agdo de enzimas proteoliticas. Desde que as
proteinas RP acidas de fumo localizam-se no espaco intercelular das folhas,
que € uma regiao de pH relativamente baixo devido ao colapso dos tecidos e
liberacdo de acidos vacuolares e que também contém atividade de protease
acida, parece que essas proteinas RP s&do bem adaptadaé a essa condicio;
- Geralmente mostram-se como mondémeros, com peso molecular variando
entre 8 e 50 kDa;
- Podem estar localizadas no vacuolo, parede celular e/ou apoplasto;
- S&0 estaveis sob altas temperaturas (em torno de 60-70 °C).

As proteinas RP podem se apresentar em forma acida (positiva)
ou basica (negativa) (ponto isoelétrico abaixo ou acima do pH 7,0,
respectivamente). Em fumo as proteinas intracelulares (localizadas nos
vacuolos) sdo principalmente basicas e sdo constitutivamente expressas em
altos niveis nas raizes, enquanto as formas 4&cidas sdo geralmente
extracelulares. Uma diferenca que também pode ser observada entre as formas
acida e basica é que estas ultimas sdo induzidas em altos niveis nas folhas por
etileno e injuria, enquanto que as primeiras néo o sdo (BOLLER, 1988; KEEFE
et al., 1990; MAUCH & STAEHELIN, 1989; NASSER et al., 1988, 1990).

2.3.2.1. Classificagao das proteinas RP _

As primeiras quatro proteinas RP descobertas foram faciimente
detectadas devido a alta mobilidade em gel de poliacrilamida e porque
migraram para uma regiao onde quase nao haviam outras proteinas celulares
(VanLOOM & VanKAMMEM, 1970). Outras proteinas RP, embora presentes no
mesmo gel, ndo podiam ser distinguidas das demais proteinas com mobilidade
similar. O procedimento de extracéo a baixo pH permitiu eliminar essas outras
proteinas celulares e caracterizar mais seis outras bandas de proteings RP em
extratos de folha de fumo com reacdo de hipersensibilidade a TMV. A



13

nomenclatura destas dez principais proteinas RP de fumo foi baseada na
caracteristica de mobilidade eletroforética relativa: RP-1a, -1b, -1c, -2, -N, -O, -
P, -Q, -R e -S, em ordem decrescente de mobilidade (STINTIZI et al., 1993).

Baseado em caracteristicas seroldgicas, peso molecular e
composicdo de aminoacidos as proteinas RP de fumo sé&o separadas em cinco
grupos (CARR & KLESSIG, 1990; LINTHORST et al., 1990; STINTIZI et al.,
1993; VIGERS et al., 1991): Grupo 1: compreende as forfna acidas RP-1a, -1b
e -1c e a forma basica RP-1g; Grupo 2: caracterizado pelas p-1,3 glucanases;
Grupo 3. caracterizado pelas quitinases; Grupo 4. neste grupo estdo as
proteinas r1, r2 e s2 isoladas de folhas de fumo infectadas com TMV; Grupo 5:
com dois componentes quase neutros, extracelulares, de massa molecuiar de
24 kDa (proteina R e S) e dois componentes neutros de massa molecular de 22
kDa e encontrados em vacuolos de células de fumo em resposta a estresse
osmético (osmotina e n-osmotina).

A seguir séo discutidos detalhadamente os grupos 2 e 3 (CARR &
KLESSIG, 1990; STINTIZI et al.,, 1993), os quais incluem as enzimas (-1,3
glucanases e quitinases, que fazem parte dos mecanismos bioquimicos pré-
formados de resisténcia das plantas aos fitopatégenos (BOL et al.,, 1990).
Essas enzimas hidroliticas exibem acédo direta nas hifas invasoras (acdo
fungicida), com a consequente liberagcio de elicitores oligossacaridicos a partir
das paredes celulares fungicas, os quais podem levar a ativacdo de outros
mecanismos locais ou sistémicos de resisténcia nas plantas (BOLLER, 1988) e
dessa forma restringir o desenvolvimento do patégeno nos tecidos vegetais.
Grupo 2: este grupo é composto pbr B-1,3 glucanases (E.C.3.2.1.39). Essas
endoglucanases sdo mondmeros com peso molecuiar entre 25-35 kDa e que
produzem oligdbmeros com 2-6 unidades de glicose a partir do substrato
laminarina (uma pB-1,3 glucana)(BOL et al., 1990); a B-1,3 giucana &€ um
importante componente da parede celular de muitos fungos (ISAAC, 1992).

Muitas glucanases de varias espécies de plantas tém sido clonadas e
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sequenciadas. Em fumo foram isoladas cinco B-1,3 glucanases (quatro
isoformas acidas e uma basica, mais abundante) e agrupadas em trés classes.
A isoforma basica pertence a classe |, enquanto as isoformas acidas pertencem
as classes Il e lll. RP-2, -N e -O sao da classe |, e a outra enzima extracelular
RP-Q é da classe lll. As isoformas acidas s&do extracelulares enquanto as
basicas ocorrem nos vacuolos. Outra $-1,3 glucanase chamada sp41 pode ser
encontrada em grande quantidade em 6rgaos florais especificos.

N&o ha correlagéo entre o nivel de similaridade na sequéncia de

aminoacidos e a atividade catalitica relativa dessas enzimas sobre o substrato
laminarina: RP-2 e -N mostram 99 % de similaridade na sequéncia de
aminoacidos, mas N & cinco vezes mais ativa que RP-2; RP-O é 93 % similar a
RP-2 mas é 250 vezes mais ativa. A RP-O tem uma atividade similar a
glucanase basica embora a sequéncia de aminoacidos entre as duas seja
muito diferente. Isto aumenta os problemas de diferenca em especificidade de
substrato entre glucanases para dada espécie de planta e também entre
glucanases de diferentes espécies de plantas.
Grupo 3: este grupo é caracterizado pelas quitinases (E.C. 3.2.1.14).
Semelhante as glucanases, elas sdo mondmeros com peso molecular entre 25
e 35 kDa. As quitinases de plantas caracterizadas até agora séo
endoquitinases que produzem quito-oligossacarideos com 2-6 unidades de N-
acetilglucosamina (BOL et al, 1990). Algumas dessas endoquitinases
purificadas de plantas também possuem atividade de lisozima, podendo
hidrolizar ligagdes B-1,4 entre acido N-acetiimuramico e N-acetilglucosamina
no peptideoglicano bacteriano. Certas quitinases podem agir como
quitosanases, além do fato de existirem também quitosanases especificas
induzidas em plantas em resposta a fitopatégenos.

Embora as quitinases hidrolizem eficientemente a quitina, que é o

principal componente do exoesqueleto de insetos e da parede celular de
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muitos fungos (ISAAC, 1992), elas tém sido encontradas em plantas de fumo
em resposta a infec¢ao por TMV (PONSTEIN et al., 1994).

2.3.2.2. Indugio da producgao das proteinas RP

As proteinas RP podem ser induzidas durante a resposta das
plantas a infecgcdo (CORDERO et al., 1994; HOOF et al., 1994; LAMBAIS &
MEHDY, 1993; NASSER et al., 1990; OSSWALD et al,, .1993; PALVA et al.,
1993; VAD et al., 1991), pelo tratamento com diferentes agentes quimicos tais
como Aacido poliacrilico, derivados de aminoacidos, sais de metais pesados,
acido salicilico e poluentes do ar, e também pelo tratamento com alguns
fitohormonios como auxina, citocinina, acido abscisico e etileno (JUNG et al.,
1993; MAUCH et al., 1992; NASSER et al., 1990; SCHRAUDNER et al., 1992;
VANDAMME et-al., 1993).

Ha varios exemplos na literatura com relagdo a inducado das
proteinas RP por patégenos em diferentes plantas: Colletotrichum
gloeosporioides - Stylosanthes guianensis (BROWN & DAVIS, 1992); virus do
mosaico - fumo (HEITZ et al., 1994; PAN et al.,, 1992); virus da necrose do
fumo - feijao (REDOLFI et al., 1989); virus - soja (ROGGERO & PENNAZIO,
1989); C. lindemuthianum - feijao (DAUGROIS et al.,, 1990); Cladosporium
fulvum - tomate (JOOSTEN et al., 1995); Didymella applanata - framboesa
(KOZLOWSKA & KRZYWANSKI, 1989); Ascochyta rabiei - grao-de-bico
(NEHRA et al., 1994); Cercospora beticola - beterraba (NIELSEN et al., 1994);
Fusarium solani f. sp. phaseoli - ervilha (MAUCH et al., 1988); Peronospora
fabacina - fumo (TUZUN et al., 1989); Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
- pimentdo (O'GARRO & CHARLEMANGE, 1994). No caso de fungos, esses
varios trabalhos parecem indicar que as formas extracelulares possuiriam uma
funcdo imediata na defesa das plantas, pela agdo na degradacdo de hifas
invasoras (agdo antimicrobiana direta), com a conseqiiente liberagdo de
elicitores oligossacaridicos a partir das paredes fungicas, os quais poderiam

conduzir a ativacdo de outros mecanismos locais ou sistémicos de resisténcia
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nas plantas (agdo antimicrobiana indireta) As formas intracelulares poderiam
estar atuando tardiamente nas reac6es de defesa das plantas. Caso as formas
extracelulares nao fossem capazes de impedir o crescimento do patdégeno nos
tecidos vegetais ocorreria o colapso da célula e a liberacdo das formas
intracelulares basicas dos vacuolos (BOLLER, 1988).

O sinal para acumulo sistémico das proteinas RP é desconhecido,
embora existam varios candidatos, como: acido salicilicb, etileno (horménio
vegetal gasoso e muito moével na planta), sistemina (peptideo com 18
aminoacidos, movel por toda a planta e que induz a sintese de inibidores de
proteinases em tomate), jasmonato (que atua como reguiador vegetal natural
na senescéncia) e potenciais elétricos (GRAHAM & GRAHAM, 1991; YALPANI
et al., 1993).

Com relacdo ao patdogeno E. turcicum, ja foram verificados
aumentos na atividade total de B-1,3 glucanase correlacionados com a
expressdo de resisténcia dos tecidos de milho a esse fungo (SHIMONI et al.,
1992). Em sorgo, as folhas infectadas apresentavam um bem definido halo
~avermelhado nas lesbées necroticas, que restringia o desenvolvimento das
mesmas, embora o patdégeno ainda continuasse vivo no interior dos elementos
traqueais (STANGARLIN et al., 1994). Esse complexo de pigmentos acumulado
nas fibras da bainha do feixe era constituido de fitoalexinas do tipo
deoxiantocianidina (luteolinidina, apigeninidina e apigeninidina-éster), e exibia

atividade de B-1,3 glucanase.

2.3.3. Enzimas associadas aos mecanismos de defesa da planta

Os mecanismos ativos de defesa das plantas contra fitopatogenos
envolvem alteracées metabdlicas que estao correlacionadas com mudancas na
atividade de enzimas chaves nos metabolismos primario e secundario (FRIC,
1976). Duas dessas enzimas chaves, a peroxidase e a fenilalanina aménia-
liase serdo abordadas.
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2.3.3.1. Peroxidase

A enzima peroxidase, a qual esta presente nos tecidos das
plantas (HOAGLAND, 1990), em certas células animais (LUCK, 1965) e em
microrganismos (KOSUGUE, 1969), & conhecida por participar de varios
processos fisiolégicos de grande importancia. Ela cataliza a oxidagéo e a
eventual polimerizacdo de alcool hidroxicindmico em presenca de peréxido de
hidrogénio, originando lignina (GASPAR et al., 1982). As peroxidases
participam da biossintese do hormdnio vegetal etileno (MISAGHI, 1982; ISIGHE
et al., 1993), da oxidacdo de compostos fenélicos, os quais acumulam-se em
resposta a infeccdo (FRY, 1986), oxidacao do acido indolil-3-acético (AlA)
(HOAGLAND, 1990) e na biossintese de lignina (HARKIN & OBST, 1973;
ABELES & BILES, 1991; INTAPRUK et al., 1994.).

Mudan¢as na atividade das peroxidases tém sido freqiientemente
correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes
patossistemas: feijao - Uromyces viciée—fabae (BONATTI et al., 1994); melao -
Colletotrichum lagenarium (GRAND & ROSSIGNOL, 1983); batata - Erwinia
carotovora (LOJKOWSKA & HOLOBUWSKA, 1992); fumo - virus da necrose
do fumo (TNV) (MONTALBINI et al.,, 1995); trigo - Erysiphe graminis
(PATYKOWSKI et al.,, 1988); melao - Sphaerotheca fugilinea (REUVENI &
BOTHMA, 1985); tomate - Verticillium dahliae (REUVENI & FERREIRA, 1985);
alface - Bremia lactucae (REUVENI et al., 1991); Brassica junceae -
Macrophomina phaseolina (SRIVASTAVA, 1987); feijao - virus do mosqueado
do amendoim (PMV) (WAGIH, 1993); fumo - Peronospora tabacina (YE et al.,
1990).

2.3.3.1.1. Caracteristicas das peroxidases
As peroxidases (Doador: H,O, Oxiredutase, E.C. 1.11.1.7) séo
especificas para o aceptor de hidrogénio, sendo ativos somente metil, etil e
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peroxidos, mas inespecificas para os doadores de hidrogénio, que podem ser
fenois, aminofendis, diaminas, indofendis, ascorbatos e muitos aminoacidos
(BERGMEYER et al., 1974).

As peroxidases sao glicoproteinas (FRY, 1986) com peso
molecular em torno de 40 kDa (BERGMEYER et al., 1965), conhecidas como
enzimas de “fun¢do dupla”, pois sdo capazes de gerar o H,O, que lhes servira
de substrato (AKAZAWA & CONN, 1958). |

Danos na membrana plasmatica da célula, causados por ruptura
mecanica ou agdo de enzimas proteoliticas, ativam as peroxidases que sio
proteinas de membrana (SANCHES-FERRER et al., 1989; REIMMANN et al.,
1992). Peroxidases possuem grande afinidade por paredes ou outros
componentes celulares (ABELES & BILES, 1991), podendo, durante o processo
de lignificagéo, ficarem aderidas a parede celular ou na membrana envolvida
na sintese de lignina.

O envolvimento das peroxidases em diferentes processos
fisiolégicos em uma planta superior indicam a atuacdo de diferentes isoenzimas
que podem ser separadas em formas acidas e basicas por eletroforese,
cromatografia de troca iénica ou focalizagao isoelétrica (GASPAR et al., 1982).
Em milho, através de eletroforese em gel de poliacrilamida, HAMILL &
BREWBAKER (1969) observaram 24 isoenzimas em extratos obtidos de 250
variedades. GRISON & PILET (1985) relataram 11 isoperoxidases na fracdo
citoplasmatica extraida de raizes de milho e LUSSO (1989) encontrou 10
isoenzimas em extratos de folhas de milho inoculadas com Helminthosporium

carbonum, H. maydis ou injuriadas mecanicamente com carborundo.

2.3.3.1.2. Relagédo entre peroxidases, fendis e ligninas

Como ja dito anteriormente, as peroxidases catalizam reagbes de
um grande namero de compostos, entre eles os fenéis. Como exemplos dessa
oxidacdo tem-se: oxidacdo de vanilina produzindo dehidrovanilina, a do

pirogalol produzindo purpurogalina e do catecol produzindo o-benzoquinona
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(SAUNDERS et al., 1964). A acdo das peroxidases sobre o guaiacol leva a
formac,‘;éo do tetraguaiacol (MAEHLY & CHANCE, 1954). Os fenéis acoplados
oxidativamente sdo formados a partir de fendis simples pela acéo das
peroxidases (FRY, 1984).

Com relacdo a biossintese de lignina, um polimero complexo
formado principalmente de unidades de fenilpropandides (FREUNDENBERG,
1965), as peroxidases sao responsaveis pela remo§éo de atomos de
hidrogénio dos grupos alcoois hidroxicinamicos, cujos radicais se polimerizam
para formar a lignina (GOODMAN et al., 1986). Esse polimero, juntamente com
celulose e outros polissacarideos que ocorrem na parede celular das plantas
superiores (SALISBURY & ROSS, 1978), funciona como uma barreira fisica a
penetracdo fungica (BELL, 1981; NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992;
PASCHOLATI & LEITE, 1994; VANCE et al., 1980). Segundo RIDE (1978), a
lignificacdo pode impedir o desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais
através de varias maneiras: a) estabelecimento de barreira mecénica ao
avango e ao crescimento do patégeno; b) modificacdo da parede celular
tornando-a mais resistente ao ataque de enzimas hidroliticas; ¢) aumento da
resisténcia das paredes a difusdo de toxinas produzidas pelos patbégenos e
impedindo que nutrientes do hospedeiro sejam utilizados pelo invasor.

Diversos trabalhos tém mostrado o envolvimento das peroxidases
com a lignificacdo de papilas (SHERWOOD & VANCE, 1980; RIDE, 1983;
CADENA-GOMEZ & NICHOLSON, 1987; KERBY & SOMERVILLE, 1992;
OLIVEIRA, 1994; OLIVEIRA et al., 1995), bem como a presenca de
peroxidases nessas estruturas (CADENA-GOMEZ & NICHOLSON, 1987,
VANCE et al.,, 1976). A papila € um espessamento da parede celular sob o
apressorio fungico, desenvolvendo-se como uma estrutura de formato cénico a
partir da parede celular epidérmica em direcéo ao interior celular (SHERWOOD
& VANCE, 1980). E constituida de calose e muitas contém lignina e outros
derivados fendlicos, celulose e silicone (AIST, 1983). E considerada uma das

mais notaveis respostas morfolégicas da célula vegetal a tentativa de invaséo



fungica (AIST, 1983; RIDE, 1983). Plantas de milho inoculadas com C.
graminicola, H. maydis e H. carbonum respondem a tentativa de penetracao do
fungo com a formacdo de papilas (CADENA-GOMEZ & NICHOLSON, 1987;
PASCHOLATI et al., 1985).

SHIMONI et al. (1991) observaram a atividade de peroxidases em
folhas de milho exibindo suscetibilidade diferencial a E. furcicum. Plantas nao
inoculadas apresentaram alta atividade enzimatica erh folhnas do material
resistente, quando comparado com o material suscetivel. Apés a inoculagao,
houve aumento da atividade de peroxidases em ambos os materiais, mas com

padrdes isoenzimaticos diferentes.

2.3.3.2. Fenilalanina amdnia-liase

A fenilalanina amoénia-liase (FAL) (E.C. 4.3.1.5) € a enzima do
metabolismo secunddrio mais intensivamente estudada em plantas (GROSS,
1980), devido a importancia nas rea¢bées do metabolismo dos compostos
fendlicos e estabilidade e facilidade de preparacdo para os ensaios
enzimaticos (CAMM & TOWERS, 1977).

Essa enzima é responsavel pela desaminagao da L-fenilalanina,
transformando-a em acido trans-cinamico e aménia. O acido trans-cinamico
pode ser incorporado em muitos diferentes compostos fendlicos (acido 4-
coumarico, acido cafeico, acido ferllico e acido sinapico), os quais estarao
presentes na formagéo de ésteres, coumarinas, flavonéides e ligninas (EBEL &
HAHLBROCK, 1982). A FAL ja foi isolada de algas, fungos e principalmente de
plantas superiores, ndo tendo sido ainda detectada em células bacterianas ou
tecidos animais (CAMM & TOWERS, 1977).

2.3.3.2.1. Caracteristicas da enzima

A enzima FAL isolada de milho possui peso molecular entre 306 e
330 kDa, e consiste de quatro subunidades com pesos moleculares de
aproximadamente 83 kDa (HAVIR & HANSON, 1973), e apresenta pH 6timo de



reacdo em torno de 8,7, quando o substrato & L-fenilalanina (HANSON &
HAVIR, 1972).

Pode estar localizada nos cloroplastos das células vegetais,
principaimente nas membranas tilacoides, embora ndo demonstre atividade em
cloroplastos de células do mesoéfilo. A FAL pode ainda estar associada com
carboidratos, que as protegeriam contra a inativagao (HAVIR, 1979).

A atividade da FAL in vifro pode ser reduzida pelos acidos frans-
cinamico, 4-coumarico, caféico, sinapico e tri-iodo benzéico (JANGAARD,
1974). Por outro lado, injuria nos tecidos, e portanto estimulo a produgao de
etileno enddgeno, causa um incremento na atividade da enzima (CHALUTZ,
1973).

2.3.3.2.2. FAL e a biossintese de compostos fendlicos

Os mesmos fatores que influem na atividade de FAL também
influem na biossintese de compostos fendlicos, havendo correlacdo entre a
atividade da enzima e a producao de acidos fendlicos livres, ésteres fendlicos,
flavonoides, lignina e fitoalexinas (GEBALE & GALSTON, 1983). Em milho, ha
correlagdes entre o acumulo de antocianina e fendis totais nos tecidos e niveis
de FAL (DUKE & NAYLOR, 1974).

A atividade de FAL tem sido estudada em interagbes planta-
patdgeno envolvendo virus (VEGETTI et al, 1975), bactéria
(PUROSHOTHAMAN, 1974), nematdides (CHYLINSKA & KNYPL, 1975) e
fungos, onde estao a grande parte dos trabalhos (BIEHN et al., 1968; FRIEND
et al.,, 1971; GREEN et al., 1975; HADWIGER et al., 1970; LOSCHKE et al.,
1981; NARAYANASWAMY, 1980; PASCHOLATI et al., 1985, 1986; RAHE et
al., 1969; TENA & VALBUENA, 1983).

Outros exemplos de trabalhos, envolvendo o estudo da FAL em
interacdes planta - patégeno fungico, sdo listados: aveia - Erysiphe graminis f.
sp. avenae (CARVER et al., 1994); cevada - Erysiphe graminis f.sp. hordei
(CLARK et al., 1994); cevada - Bipolaris sorokiniana (PELTONEN &
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KARJALAINEN, 1995); cevada - E. graminis f.sp. hordei (racal - patégeno) e
Erysiphe pisi (nao patégeno) (SHIRAISHI et-al., 1995); trigo - Puccinia recondita
f.sp. tritici (SOUTHERTON & DEVERALL, 1990).

2.4. Quantificagdo de fungos em tecidos vegetais através do ergosterol

O ergosterol é o principal componente da membrana flngica
(ISAAC, 1992), nao fazendo parte dos tecidos vegetaié e permitindo uma
excelente quantificacdo da biomassa do fungo que esta colonizando a planta
(SEITZ et al., 1977, 1979). Dessa forma é possivel estabelecer uma correlagido
entre as respostas de defesa da planta em determinadas regidées da folha e a
presenca ou nao do fungo nestes tecidos.

A estimativa da quantidade de micélio fungico presente nos
tecidos vegetais poderia ser realizada também através de métodos envolvendo
a analise de quitina, um componente da parede celular fangica (ISAAC, 1992).
No entanto, métodos envolvendo a determinacdo de quitina em tecidos
vegetais infectados por fungos s&o muito laboriosos e com menor
especificidade e sensibilidade quando comparados com métodos envolvendo a
determinacédo de ergosterol através de cromatografia liquida de alta pressao
(JOHNSON & McGILL, 1990).

O método de dosagem do ergosterol pode ser amplamente
utilizado para se quantificar a colonizacdo de raizes por fungos micorrizicos
(MARTIN et al., 1990; JOHNSON & McGILL, 1990; NYLUND & WALLANDER,
1992; SALMANOWICZ & NYLUND, 1988) e determinar a extensdo da invasao
fungica em cereais e sementes armazenadas, mesmo que o fungo nao esteja
mais viavel, o que impediria a utilizagdo de outros métodos que envolvem a
incubacéo das sementes para crescimento do fungo contaminante (SEITZ et
al.,, 1977, 1979; GORDON & WEBSTER, 1984). Pode ainda ser usado para
quantificar a biomassa flngica no solo (DAVIS & LAMAR, 1992) e o
crescimento fungico em substratos sélidos (MATCHAM et al., 1984).



. O método de dosagem do ergosterol ja foi utilizado também em
estudos envolvendo a reacdo de materiais vegetais resistentes a infecgcdo com
o patégeno. GRIFFITHS et al. (1985) realizaram um bioensaio com ergosterol
para verificar a resisténcia de folhas de trigo a Sepforia nodorum.
GRETENKORT & INGRAM (1993) utilizaram o ergosterol como uma medida

quantitativa da resisténcia de cultura de tecidos de Brassica napus sp. oleifera
a Leptosphaeria maculans.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal

Os experimentos foram realizados em condi¢cdes de ambiente
controlado, utilizando as linhagens de milho F64A e F352, suscetivel e
resistente, respectivamente, a E. furcicum, fornecidas pela empresa
AGROCERES. '

Para maximizar a velocidade de emergéncia e garantir
uniformidade de plantas, foram utilizadas sementes pré-germinadas. Para
tanto, estas receberam uma desinfeccdo superficial prévia por imersao em
solugdo de hipoclorito de sodio a 1% (produto comercial:agua 1 + 2 partes, v/v)
durante 10 a 15 min, apés rapida imersdo em alcool etilico comercial. A seguir,
as sementes foram mantidas em agua destilada a temperatura ambiente para
hidratacdo. Decorridas 18 h, as sementes foram transferidas para placas de
Petri contendo papel de filtro umedecido, sendo incubadas 2 dias a 25 °C no
escuro, para germinacéo (VITTI, 1995). As sementes pré-germinadas foram
plantadas em vasos de aluminio contendo 1,5 | de uma mistura de solo com
matéria organica autoclavados. As plantas assim obtidas, foram mantidas em
camara-de-crescimento (14 h de luz e temperatura constante de 25 °C) por 14
dias.



3.2. Obtengio, manutengao e inoculagao de E. turcicum

Foi utilizado um isolado obtido a partir de lesbes de plantas de
mitho infectadas naturalmente e que se encontravam no campo experimental
do Departamento de Fitopatologia (ESALQ/USP). O fungo foi cultivado em
meio de cultura do tipo LCH (lactose - caseina hi»drolizada)(MALCA &
ULLSTRUP, 1962), a 25-28 °C no escuro, durante 14 dias. Os conidios
utilizados para inoculacao foram provenientes de terceira repicagem do fungo
em meio de cultivo. Ap6s a terceira repicagem, foi realizado novo isolamento
através de coleta de conidios de lesbes de folhas, inoculadas com o mesmo
isolado, e colocadas em cadmara-umida por uma noite. Esta técnica foi utilizada
para se garantir uma viruléncia uniforme do patdégeno entre os diferentes
ensaios, pois o cultivo prolongado em meio de cultura pode acarretar perda da
mesma (NELSON, 1976).

Os conidios de E. turcicum foram obtidos através de lavagem das
culturas fungicas em placas de Petri contendo meio de LCH, com 14 dias de
idade, utilizando-se agua com Tween 20 (1 gota em 300 ml) (THAKUR et al.,
1989). A suspensdo obtida foi filtrada através de duas camadas de gaze
(PEDERSEN et al., 1986) e ajustada a diferentes concentragées (0; 5x10",
5x10% 5x10° e 5x10* conidios/ml). As suspensdes obtidas foram aspergidas
com pulverizador manual sobre toda a 42 folha de plantas de milho com 14 dias
de idade (2,0 ml de suspensdo/folha inoculada). As plantas inoculadas
permaneceram em camara-umida e escuro por 20 horas, apés o que foram
mantidas sob fotoperiodo de 14 horas de luz e temperatura constante de 22 °C.
Para cada tratamento foram utilizados 3 vasos com 5 plantas cada.
Concomitante a inoculagéo das plantas, foi realizado teste de germinagao in
vitro dos conidios da suspensao utilizada, a qual foi aspergida sobre lamina de
microscopia contendo 2 ml de agar-agua 1% (PASCHOLATI et al., 1983). A
lamina foi colocada em placa de Petri, com algoddo embebido em agua

destilada, e deixada no escuro a 22 °C durante 20 h. O crescimento do fungo



foi paralizado com azul algodio de lactofenol e a contagem dos conidios

germinados realizada ao microscépio 6tico.:

3.3. Ensaio de cinética de crescimento das lesées

A obtencdo de plantas, suspensao de esporos (1x10* conidios/ml)
e inoculagdo seguiram os procedimentos descritos em 3.1. e 3.2,
respectivamente. Constatados os primeiros sintomas, foram efetuadas
avaliagbes a cada 24 h, tomando-se o nimero e o tamanho das lesGes
determinadas na 42 folha verdadeira. A area das lesées foi calculada pela
formula (A x B) x (n/4), onde A e B representam respectivamente, o
comprimento e a largura da lesdo (KOCHMAN & BROWN, 1975).

O crescimento das lesdes também foi avaliado com o uso de
microcamara-de-inoculagdo (BERGSTROM & NICHOLSON, 1983)(Figura 1).
Para tanto, o inoculo (1x10* esporos/ml) foi colocado em trés pocos alternados,
utilizando-se 20 pl de suspensdo de esporos/pogo, 0s quais foram vedados
com fita adesiva para manutencdo da umidade. Apdés 24 h sob escuro
constante, as microcamaras-de-inoculacdo foram retiradas e as plantas
deixadas em condicdo de fotoperiodo (14 h de luz e temperatura constante de
25 °C). Constatados os primeiros sintomas, foram efetuadas avaliagdes a cada
24 h, anotando-se a quantidade e o tamanho das lesdes determinadas na 42
folha verdadeira.

3.4. Curva de desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais

A obtencdo das plantas, suspensdo de esporos (1x10', 1x10%
1x10° e 1x10* conidios/ml) e inoculagdo foram conduzidos conforme descrito
em 3.1. e 3.2, respectivamente. A diferentes intervalos de tempo apés a
inoculacdo, foram retiradas amostras das folhas (discos com 1 cm de diametro)
que foram colocados em Idminas de microscopia com azul algoddao de
lactofenol, observando-se posteriormente em microscoépio ético a germinagao,



formagéo de apressorios, penetracéo e colonizagéo dos tecidos (STANGARLIN
& PASCHOLATI, 1994).

3.5. Determinagio do conteudo total de compostos fenédlicos

A obtencdo das plantas, suspensdo de esporos (1x1 0*
conidios/ml) e inoculagdo seguiram os procedimentos descritos em 3.1.e 3.2,
respectivamente.

Amostras de se¢des de tecido vegetal (representadas na Figura
2) foram coletadas 12 dias apds a inoculacao, pesadas € homogeneizadas em
almofariz de porcelana com 3,75 mi de metanol 80% acidificado (0,1% HCI). O
homogeneizado resultante foi centrifugado (12.000 g por 5 min) e o
sobrenadante filtrado através de papel Whatman n® 1. O filtrado foi entdo
evaporado em roto-evaporador a vacuo (40 °C) e, em seguida, ressuspenso em
2,0 ml de agua destilada. Esse material foi particionado contra hexana até que
toda a clorofila fosse removida. A fase aquosa foi coletada, evaporada sob
pressao reduzida para retirada de residuos de hexana e o volume completado
com agua destilada para 2,5 ml.

Aliquotas de 150 pl dos extratos aquosos obtidos conforme
descrito acima, foram acrescidas de 1,5 mi de carbonato de sédio 2%. Ap6s 5
min adicionou-se as amostras, sob agitacdo constante, 150 ul de solugao
aquosa de reagente de Folin-Ciocalteau 2N diluido em agua destilada (1:1; v/v)
(BRAY & THORPE, 1954). Como referéncia foi utilizado agua destilada em
substituicdo aos extratos aquosos. A concentragao de fendis em cada amostra,
expressa em termos de equivalente pug de acido clorogénico por grama de peso
fresco (Eq. ug ac.clor. / g.p.f.), foi determinada utilizando-se curva padrao de
concentragdes de acido clorogénico em agua destilada variando de 50 a 450
ug/ml em fungdo de sua absorbédncia a 750 nm (Figura 8)(LOPEZ &
PASCHOLATI, 1992). Todas as leituras foram efetuadas 30 min apés a adig¢éo



do reagente de Folin-Ciocalteau. Foram efetuadas trés repeticbes de cada

amostra.

3.6. Determinagao das atividades de quitinases e 3-1,3 glucanases

Extracdo de proteinas - As amostras de tecido vegetal (aproximadamente 30

mg de peso fresco), foram obtidas conforme descrito em 3.1. e 3.2.. Foram
utilizadas regiées especificas da folha coletadas 12 dias apds a inoculagéo
com o patégeno (Figura 2). Essas amostras foram homogeneizadas
mecanicamente em almofariz de porcelana na presenga de 4,0 ml de tampao
acetato 100 mM (pH 5,0)(tampéao de extracdo), com posterior centrifugacao
(20.000 g, 25 min, 4°C). Os sobrenadantes foram colocados em membrana de
diglise (limite de exclusdo molecular 20.000) e concentradas a 4°C com
polietilenoglicol 20.000. Ap6s 2 h, o residuo no interior das membranas foi
ressuspenso para 2,5 ml, usando-se o mesmo tampao de extracao. Esta fracao
foi utilizada para se avaliar a atividade enzimatica e o teor de proteinas.

Atividade de quitinases - A atividade de quitinases foi avaliada através da
liberacao de fragmentos soluveis de “CM-chitin-RBV” (WIRTH & WOLF, 1990)

de quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta (“CM-Chitin-

RBV”). Para tanto, 200 ul do extrato proteico foram misturados com 600 ul do
mesmo tampao de extracao e 200 ul de “CM-Chitin-RBV” (2,0 mg/ml). Apods
incubacéo por 20 min a 40 °C, a reacgao foi paralizada com a adi¢ao de 200 pl
de solugdo de HCI 1,0 M, seguida de centrifugacéao por 5 min a 5.000 g a 4 °C.
A absorbancia a 550 nm do sobrenadante foi determinada tendo-se tampéo de
extracdo na cubeta de referéncia. Os resultados foram expressos em unidades
de absorbancia / min / mg de proteina, descontando-se os valores de
absorbancia do controle (800 ul de tampao de extracao + 200 ui de “CM-Chitin-
RBV").

Atividade de B-1.3 glucanases - A atividade de -1,3 glucanases nas amostras

foi determinada pela quantificacdo colorimétrica de glicose liberada de



laminarina, através do uso da hidrazida do &cido p-hydroxibenzdéico (HAPHB)
(LEVER, 1972). A mistura da reagéo, incubada a 40 °C por 1 h, continha 50 pl
do tampao de extragao, 200 pl do extrato proteico e 250 pl de laminarina (4,0
mg/ml) (ABELES & FOENCE, 1970). Apds esse periodo, foram acrescentados
1,5 ml de uma solugdo de HAPHB (0,5 g dissolvido em 10 mi de HCI 0,5 M,
acrescido de 50 ml de NaOH 0,5 M), sendo em seguida essa mistura aquecida
a 100 °C por 5 min. Apds resfriamento em gelo até a températura de 30 °C, as
amostras tiveram a absorbancia determinada a 410 nm, contra tampao de
extracdo. Subtraiu-se de cada amostra o valor do controle (esse controle
correspondia a uma mistura idéntica a da.amostra, mas sem incubacéo prévia).
As leituras de absorbancia foram plotadas em curva padrdo para glicose

(Figura 18) e os resultados expressos em g de glicose / min / mg de proteina.

3.7. Determinagao da atividade de fenilalanina aménia-liase

A FAL foi extraida de amostras representando regides especificas
da folha (Figura 2) obtidas ap6és 12 dias da inoculagdo com o patdgeno
(conforme descrito em 3.1. e 3.2.), por uma modificdo dos métodos de DUKE &
NAYLOR (1976), segundo PASCHOLATI et al. (1986) e PELTONEN &
KARJALAINEN (1995). As amostras, com aproximadamente 30 mg de peso
fresco, foram homogeneizadas em 5 ml de tampao Tris-HCI 50 mM (pH
8,5)(tampao de extracdo) contendo 2% de polivinilpolipirrolidona insoluvel
(PVP) e 15 mM de mercaptoetanol, em almofariz de porcelana. O
homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g por 35 min a 4 °C. Os
sobrenadantes foram colocados no interior de membrana de dialise (limite de
exclusdo molecular 20.000), sendo concentrados a 4°C com polietilenoglicol
20.000. Apds 2 h, o residuo no interior das membranas foi ressuspenso para
2,5 ml usando-se 0 mesmo tampé&o de extracdo. Este extrato foi utilizado para
se avaliar a atividade enzimatica e o teor de proteinas.

A atividade de FAL foi determinada por medida

espectrofotométrica direta, pela conversdo de L-fenilalanina para acido trans-
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cindmico a 290 nm a 37 °C . A mistura da reacéo continha 250 ul de extrato de
folhas de mitho e 1.250 pl de uma solucao 0,2% de L-fenilalanina. A cubeta
referéncia continha 1.250 pl de uma solucao 0,2% de L-fenilalanina e 250 ul de
tampao de extracdo. As leituras de absorbéncia foram plotadas em curva
padrdo para o acido frans-cindmico (Figura 10) e os resultados foram
expressos como atividade especifica: pymol acido frans-cindmico / min / mg
proteina.

3.8. Determinagio da atividade de peroxidases

Foram utilizados aproximadamente 30 mg de tecido fresco de
folhas de milho, obtidas conforme descrito em 3.1. e 3.2.. Essas amostras
representavam regides especificas da folha (Figura 2), sendo obtidas 12 dias
apo6s a inoculagdo com o patégeno. Regides do terco médio das folhas
inoculadas também foram coletadas a 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 24, 36, 48, 72 e
120 h ap6s a inoculagdo. As amostras foram homogeneizadas em 4 ml de
tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0)(tampao de extracdo) em almofariz de
porcelana. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g durante 25 min. O
sobrenadante obtido foi considerado como a fragao contendo as peroxidases
soluveis e armazenado a 4 °C para a posterior determinacdo da atividade
enzimatica e conteudo proteico. Todo o processo de extracdo das peroxidases
foi conduzido a 4 °C (LUSSO, 1989).

A atividade das peroxidases foi determinada a 30 °C, através de método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). A mistura da
reacdo consistiu de 2,9 ml de uma solugdo contendo 250 pl de guaiacol e 306
ul de peréxido de hidrogénio em 100 mi de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e
0,1 ml de preparacao enzimatica. A cubeta de referéncia consistiu de 3,0 ml de
solugdo contendo 250 ul de guaiacol e 306 ul de perdxido de hidrogénio em
100 ml de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0). A reacdo foi seguida em
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espectrofotdmetro a 470 nm. Os resultados foram expressos em A unidades de

absorbancia / min / mg de proteina.

3.9. Caracterizagao isoenzimatica das peroxidases

Amostras de tecido vegetal de aproximadamente 30 mg de peso
fresco representando diferentes regibes das folhas de milho (Figura 2),
coletadas 12 dias ap6s a inoculacdo com o patégeno, sofreram o mesmo
processo de extracdo para peroxidases descrito em 3.8.. Os sobrenadantes
foram colocados em membrana de dialise (limite de exclusdo molecular 20.000)
e concentrados a 4°C com polietilénoglicol 20.000. Apés 2 h, o residuo no
interior das membranas foi ressuspenso para 0,5 ml usando-se o mesmo
tampéo de extracdo contendo 10% de glicerol. As amostras tiveram a
concentragao proteica ajustada pelo método de BRADFORD (1976) e entdo
utilizadas na eletroforese. Também foi utilizada amostra obtida a partir de
micélio de E. furcicum cultivado por 14 dias em meio liquido do tipo LCH, sob
agitacdo e escuro constantes e temperatura de 25 °C. O procedimento para
extracdo das peroxidases fungicas foi o mesmo utilizado para as amostras
vegetais.

A eletroforese anodica em gel de poliacrilamida foi conduzida
utilizando-se equipamento de eletroforese vertical da Bio-Rad (“Mini Protean
II"). O gel de poliacrilamida utilizado foi de 4% (gel concentrador) e 10% (gel de
corrida). Como tampéao de corrida utilizou-se Tris-glicina pH 8,9 (0,75 g Tris +
3,6 g glicina em 1.000 mi de agua destilada). Como corante de corrida utilizou-
se o azul de bromofenol a 0,25%. Ap6s a aplicacdo das amostras, a placa foi
mantida a 4 °C sob voltagem constante de 80 V até o final da corrida, quando
entdo aplicou-se mais 2 ul do corante de corrida (no “pogo” destinado ao
corante), interrompendo-se a eletroforese quando este atingiu a metade da
placa.

| Para a visualizacdo das bandas de peroxidase, o gel foi imerso
por 30 min em 100 ml de solucdo tampéao de acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0)



contendo 3,3 mM de guaiacol e 1 ml de peréxido de hidrogénio/100 mi do
tampéao (LUSSO, 1989). Apos a coloragao, -0 gel foi fixado em acido acético 7%
por 15 min e armazenado em agua destilada.

3.10. Determinagédo do conteudo total de proteinas

O teste de BRADFORD (1976) foi empregado para a
quantificacdo do conteudo total de proteinas. Para tanto. foram adicionados a
cada 0,8 ml de amostra 0,2 ml de reagente de Bradford concentrado. Apés 5
min, realizou-se a leitura de absorbancia a 595 nm.

A concentracdo de proteinas de cada amostra, expressa em
termos de equivalentes ug de albumina de soro bovino (ASB) em 0,8 ml de
amostra (ug proteina / 0,8 ml) foi determinada utilizando-se curva padrao de
concentragcdes de ASB variando de 0 a 25 ug /0,8 ml (Figura 12).

3.11. Quantificagao de ergosterol nos tecidos inoculados

O método para a quantificacdo do ergosterol foi baseado nos
trabalhos de GRIFFITHS et al. (1985), com algumas modificacées. Amostras de
tecido vegetal (em torno de 30 mg de peso fresco) obtidas conforme descrito
em 3.1. e 3.2, representando regides especificas da folha (Figura 2) foram
coletadas 12 dias ap0s a inoculagdo com o patégeno, homogeneizadas em 5,0
ml de acetona p.a. a -5 °C e filtradas em papel de filtro Whatman n° 1. Logo
apdés, o residuo no papel de filtro foi lavado novamente com mais 5,0 ml de
acetona. Esse papel de filtro contendo o residuo dos tecidos vegetais foi
deixado secar a temperatura ambiente por alguns minutos (para a evaporag¢ao
da acetona). O residuo, representando o p6 cetbnico, foi colocado em tubo de
ensaio onde foram adicionados 4 mi de etanol 95% a 4 °C e aproximadamente
10 mg de acido pirogalico. O material foi deixado em condi¢do de geladeira por
1 h, quando entdo adicionou-se 0,8 mi de KOH 60% (peso/volume) para se
realizar a saponificacdo a 100 °C por 20 min. O material saponificado recebeu

2,0 ml de agua destilada, sendo entédo particionado duas vezes com hexana. As
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fracbes de hexana foram evaporadas a 60 °C. O precipitado resultante foi
ressuspenso em 1,0 ml de metanol p.a. e filtrado em filtro descartavel para
seringa (0,45 um). Estes extratos metandlicos foram analisados através de
cromatografia liquida (“HPLC”) usando-se coluna Supelcosil LC-18 (15,0 cm x
46 mm) e fluxo de 1,0 mi de etanol p.a./min. O tempo de retencdo do
ergosterol, com base na absorbancia a 282 nm, foi de aproximadamente 4,3
min. Os valores obtidos foram plotados em curva padréo para ergosterol
comercial, e comparados com valores de ergosterol para a cultura pura do
fungo E. turcicum (curva com 0, 1, 5 e 10 mg de peso seco de micélio - Figura
22). O micélio foi obtido a partir de cultura do patégeno crescido em meio
liquido do tipo LCH, sob escuro, agitacdo constante e temperatura de 25 °C.
Apds 14 dias, o micélio produzido foi seco em estufa a 50 °C até peso

constante.

3.12. Testes histoquimicos para a presenga de lignina

Para os testes histoquimicos, epidermes de folhas de milho
obtidas conforme em 3.1. e 3.2. foram retiradas com ladmina de barbear a
diferentes intervalos de tempo apds a inoculagdo com o patégeno (0, 3, 6, 9,
12, 15, 18, 24, 36, 48, 72 e 120 h) e coradas por 3 min com azul de o-toluidina
(O’'BRIEN et al., 1964) para a observacao microscopica indicativa da presenca
de lignina. Apds esse periodo, o excesso de corante foi retirado em agua
destilada e o material montado em lamina de microscopia com glicerol a 20%
para observacéo ao microscopio 6tico.

Também foram realizados cortes fransversais, com ldmina de
barbear, de amostras coletadas 12 dias ap6s a inoculacao para se verificar a
presenca de micélio do patdégeno no interior dos vasos do xilema.



34

3.13. Microscopia eletronica de varredura

Amostras de tecido vegetal, obtidas conforme descrito em 3.1. e
3.2., foram coletadas 12 dias ap6s a inoculagdo com o patdégeno, fixadas em
FAA (formalina:acido acético: etanol 50° 5:5:90, v/v/v) durante 48 h e
transferidas para etanol 60° e 70°. As amostras foram seccionadas
transversalmente com lamina de barbear e desidratadas em série etandlica
gradual (80°, 90° e 3 vezes em 100°), durante 30 min em cada série. Em
seguida, o material foi seco em aparelho de secagem ao ponto critico (Balzers
CPD 030) com CO,, montados em “stubs” com fita carbono dupla face e
metalizados com ouro em evaporador (MED 010 Balzers Union) durante 150 s.
A observacao foi realizada em microscoépio eletrénico de varredura (DSM 940A

Zeiss) sob aceleragéo de 10kV.

3.14. Bioensaio para fragdes fungitdxicas presentes nos extratos
dos tecidos inoculados

Extratos metandélicos, obtidos conforme descrito em 3.5., dos
tecidos vegetais, representando regides especificas da folha (Figura 2)
coletadas apés 12 dias da inoculacao com o patégeno, foram utilizados para a
cromatografia de camada delgada (“TLC”) em placas de silica-gel 60 com
indicador fluorescente (254 nm), pré-lavadas com cloroférmio/metanol (1:1,
viv). Amostras (volume equivalente a 0,04 g de tecido fresco) foram colocadas
sobre as placas e secas sob fluxo de ar. A separacdo dos compostos foi obtida
usando butanol / acido acético / agua (6:1:2,v/viv), como sistema de solvente.
Os compostos foram visualizados sob luz ultravioleta a 365 e 254 nm (LOPEZ
& PASCHOLATI, 1992).

A seguir, as placas de silica-gel secas contendo as bandas
individuais foram aspergidas com suspensdo de esporos de E. turcicum (10°
esporos/ml de meio liquido Czapeck) e incubadas sob umidade relativa de
100% a 25 °C, no escuro (MARTINS et al., 1986). Depois de 48 horas, as
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placas foram observadas para a presenca de zonas de inibicdo ao redor das
bandas individuais.



36

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais

Os dados representados na Figura 3 referem-se ao
desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais a partir de inoculagao com
suspensio de esporos de 1x10* conidios/mi. Para as suspensées com 1x10’,
1x10? e 1x10° esporos/ml ndo se obteve resultados conclusivos devido ao
numero reduzido ou mesmo a auséncia de conidios nos tecidos amostrados.

A porcentagem de germinacgéo dos conidios foi praticamente igual
para ambos 0s materiais resistente e suscetivel, com valor maximo em torno de
80% 24 h apds a inoculagédo (a porcentagem de germinacéo in vitro desses
esporos foi de 93%, valor este que se manteve constante para todas as
suspensdes de conidios utilizadas nos demais experimentos, os quais foram
realizados somente com a concentracdo de 1x10* esporos/ml). Embora a
formacdo de apressoérios tenha sido 13% maior no material resistente em
relacéo ao suscetivel 12 h apés a inoculagéo, € interessante observar que ha
um atraso na penetragdo do patégeno no material resistente 18 h apos a
inoculacdo. Considerando-se que no tempo 18 h-a penetracdo no material
resistente € 16% menor em relacdo ao suscetivel e que nos tempos 12 e 24 h
os valores sdo praticamente iguais para ambos os materiais, pode-se sugerir
gue este atraso na penetracdo seria em torno de 12 h. Este detalhe é muito
importante visto que o tamanho do sitio de infec¢do pode estar ligado a difusédo
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espacial e temporal de substancias dentro dos tecidos (KUC, 1982), conforme
sera comentado posteriormente.

Esse tipo de penetracdo direta nas folhas de milho com formagéao
de apressorio na superficie foliar e peg de penetragdo subcuticular € comum
para o fungo E. turcicum (KNOX-DAVIES, 1974).

4.2. Cinética de crescimento das lesdes

Os resultados estdao representados na Figura 4. Os primeiros
sintomas apareceram 24 h ap6s a inoculagdo na forma de pontos cloréticos,
com aproximadamente 0,25 mm’ de area, tanto no material suscetivel quanto
no resistente (Figuras 4.A e 4.C, respectivamente). Esses pontos cloréticos
correspondem aos pontos de penetracdo do patégeno, como discutido
anteriormente (item 4.1., Figura 3). Um ponto que se apresentava isolado ou
afastado dos demais, de tal forma que apés seu desenvolvimento nao
houvesse problema de coalescéncia com outros pontos, foi marcado e
acompanhado o seu crescimento diariamente.

A expansao desses pontos marcados foi pequena e praticamente
igual para ambos os materiais durante os 14 dias de avaliagdo, periodo a partir
do qual as folhas comegaram a entrar em senescéncia. O mesmo se observou
para todos os demais pontos que ndo estavam marcados. Porém, no material
suscetivel, 11 dias apds a inoculacdo surgiram lesdes necréticas em regides
onde ndo haviam sido observados nenhum ponto clorético. Essas lesdes
relativamente grandes (80 vezes maiores) se comparadas com os pontos
cloréticos apresentaram velocidade de crescimento bastante elevada, sendo
observadas em média 3 lesdes necroéticas por folha inoculada (Figura 4.B). A
presenca de pontos cloréticos e lesbes necroticas caracterizando a reacao de
suscetibilidade da linhagem F64A ao patégeno, esta de acordo com os
resultados obtidos por VITTI (1993).
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' O numero de pontos cloraticos por folha inoculada (Figuras 4.B e
4.D) foi praticamente igual em ambos os materiais, o que esta de acordo com a
porcentagem de penetragdo do fungo nos tecidos da planta (Figura 3.C).

O fato das lesdes necroéticas no material suscetivel surgirem em
regides da folha que nao haviam sido previamente marcadas, tornava dificil
caracterizar o sitio de infeccado desde o momento inicial da inoculagao até o
aparecimento dos sintomas, uma vez que ndo se podia determinar quais
pontos de penetracdo eram os responsavel pela formacdo das lesdes. Para
contornar esse problema foram utilizadas microcadmaras-de-inoculagéo (Figura
1). Os resultados estao ilustrados na Figura 5. Apesar do inéculo ter sido
colocado em regides determinadas das folhas, a lesdo necrética que surgiu no
material suscetivel 11 dias apdés a inoculagdo, ndo estava relacionada aos
pontos de deposicdo do patégeno e nem aos pontos cloréticos observados
nessas regides. Em alguns casos, essas lesdes estavam afastadas até 10 mm
do local onde o inéculo foi depositado. Com o crescimento da lesdo esta
terminava por atingir o local de inoculagédo. No material resistente, novamente,
formaram-se apenas pontos cloréticos. A expansao desses pontos cloréticos foi
semelhante a observada quando da inoculagao por aspersédo em toda a folha
(Figuras 4.A e 4.C).

Considerando-se que os esporos vieram exclusivamente das
suspensdes utilizadas, pois ndo houve vazamento de in6culo dos po¢os onde
foi depositado, poderia-se considerar que o fungo penetra a folha e cresce
internamente nos tecidos até causar o colapso dos mesmos, quando entido
surge a lesdo no material suscetivel. As observagdes feitas ao microscépio
o6tico (Figura 6) e eletrénico (Figuré 7) mostram a presenca de hifas do fungo
no interior dos elementos traqueais do xilema, o que explica o surgimento de
lesbes no material suscetivel em locais afastados dos pontos de inoculagio.
HILU & HOOKER (1964) mostraram que o crescimento de E. turcicum em
materiais de milho resistente é fortemente limitado a uma pequena area do

tecido do mesdfilo, embora o tecido do xilema seja penetrado, enquanto que
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em materiais suscetiveis a hifa penetra e cresce rapidamente pelos vasos do
xilema, para somente mais tarde colonizar os tecidos do meséfilo e produzir a
lesdo necroética. STANGARLIN et al. (1994) também verificaram a presenca de
hifas do patégeno E. turcicum no interior dos elementos traqueais do xilema de
folhas de sorgo, um tecido morto por onde o fungo poderia se desenvolver sem
que os mecanismos de defesa da planta fossem ativados.

Deve-se observar que no material resisfente também ha a
presenca de hifas no interior dos elementos do xilema (Figura 7.C). No entanto,
o atraso na penetracdo do fungo neste material resistente e a presenca de
outros mecanismos de defesa da planta, que seréo discutidos a seguir, podem
contribuir para que os sintomas se expressem apenas na forma de pontos
cloréticos. TRESE & LOSCHKE (1990) também observaram a presenca de
micélio de E. turcicum em vasos do xilema de plantas de milho em intera¢des
compativeis e incompativeis, ndo verificando diferengas no crescimento fungico
para essas duas interagcbes 3 dias apds a infecgdo. Esses autores ainda
descrevem dois tipos de sitios de infecgédo: um primeiro tipo, onde somente os
pequenos vasos s&o colonizados pelo micélio, e outro, onde tanto os pequenos
quanto os grandes vasos sédo colonizados, sendo que este segundo tipo de
colonizagéo ocorre somente em 16% dos sitios de infec¢céo, os quais seriam os
responsaveis pela formacdo das lesdes. Segundo LEVY (1991) essa
frequéncia de infeccdo (porcentagem de sitios inoculados que desenvolvem
lesbes) para E. turcicum em milho pode variar de 17 a 95% dependendo das
condicdes ambientais, genétipo do hospedeiro e racas do patdogeno.

A partir desses resultados, as amostragens de tecido para estudo
dos possiveis mecanismos de defesa da planta de milho a E. turcicum
passaram a ser realizadas 12 dias ap6s a inoculacédo. As diferentes regides
amostradas estdo representadas na Figura 2. Com esse procedimento, podia-
se coletar amostras que representavam a reacdo final da interagéo planta-
patdégeno, o que contribuiria para a melhor caracterizacdo dos mecanismos de
defesa envolvidos nos sitios de infeccéo.
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4.3. Compostos fendlicos, atividade de fenilalanina amdnia-liase e fragoes
fungitoxicas

Compostos fendlicos - A concentragdo de compostos fendlicos no material

resistente foi menor em relacdo ao suscetivel (Figura 9). Neste uiltimo, o
acumulo de compostos fendlicos ocorre de maneira acentuada na regiéo da
lesdo e no tecido verde ao redor desta. BAZZALO et al. (1985) encontraram
incrementos significativos de fendis na regido da lesédo e tecido sadio ao redor
em plantas de girassol infectadas com Sclerotinia sclerotiorum. CANDELA et al.
(1995) mostraram que as células vivas adjacentes as lesdes necréticas
causadas por Phytophthora capsici em plantas de pimentdo eram as
responsaveis pela produgcédo dos acidos fendlicos relacionados a resisténcia.
Esses acumulos de fendis podem ocorrer visto que, na regido da leséo e
proxima a esta, no material suscetivel, a colonizacdo pelo patégeno ocasiona
grande destruicao de células e estimulo a producdo dessas substéncias. No
material resistente, o fungo fica restrito a regido dos pontos cloréticos ou
interior dos vasos do xilema. MOZZETTI et al. (1995) mostraram que o acumulo
da fitoalexina capsidiol em folhas de piment&o infectadas com P. capsici estava
mais relacionada ao avango da colonizagcéo pelo pafégeno do que com a
resisténcia do hospedeiro. '

Apesar desses resultados (Figura 9), € comum encontrarmos na
literatura maiores teores de compostos fendlicos em materiais resistentes a
patégenos. HAMMERSCHMIDT & NICHOLSON (1977) mostraram que o
conteado de compostos fendlicos aumentou apés a inoculagdo de C.
graminicola em materiais de milho suscetivel, resistente e resistente com
hipersensibilidade. Entretanto, nestes dois ultimos o incremento ocorreu 48 h
antes e foi de 74 e 110%, respectivamente, maior que o incremento ocorrido no
material suscetivel. O conteudo total de fendis no material suscetivel sé

aumentou apés o inicio da formagédo e expanséo de lesdes necroéticas visiveis.
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Atividade de fenilalanina ambénia-liase - Com relagdo a atividade da FAL

(Figura 11), praticamente ndo ha diferengas entre os tecidos amostrados no
material resistente, o qual apresenta niveis de atividade ligeiramente maiores
em relacdo aos tecidos suscetiveis. No entanto, o conteddo de fendis no
material resistente foi menor, embora a FAL seja a principal enzima envolvida
no metabolismo fendlico. Provaveimente, as diferengcas na atividade dessa
enzima no material resistente, para os diferentes -tecidos amostrados,
estivessem presentes apenas no momento inicial da infecgdo. SHIRAISHI et al.
(1995) encontraram incrementos na atividade de FAL em cevada infectada com
Erysiphe graminis f.sp. hordei apenas durante a tentativa de penetracdo pelo
tubo germinativo primario e formacdo de apressérios. TENA & VALBUENA
(1983) verificaram maior incremento inicial na atividade de FAL em plantas de
girassol resistentes a Plasmopora halstedii, seguido de rapido declinio da
atividade com o passar do tempo. Na cultivar suscetivel, o incremento inicial foi
menor mas manteve-se constante com o tempo. Mesmo comportamento foi
observado por GREEN et al. (1975) em cultivares de trigo inoculados com E.
graminis f.sp. tritici. Em alguns casos, durante o processo infeccioso, pode néo
haver incremento na atividade da FAL, mas sim, em outras enzimas do
metabolismo de fendlicos. DICKERSON et ai. (1984) nado encontraram
nenhuma mudanca na atividade da FAL em mesocdtilos de plantas de milho
resistente e suscetivel a H. maydis, embora incrementos na atividade da CoA
ligase, enzima envolvida na sintese de compostos fendlicos, tenham sido
verificados em resposta a infecgéo.

No material suscetivel, os tecidos inoculados apresentaram maior
atividade em relacdo ao controle, havendo concordancia entre maior
quantidade de compostos fendlicos produzidos e maior atividade dessa enzima
na regido da lesdo. PELTONEN & KARJALAINEN (1995) verificaram que a
maior atividade da FAL estava associada com o momento de formacgao de
lesbes necréticas em folhas de cevada infectadas com Bipolaris sorokiniana,
enquanto que no material resistente o pico de atividade ocorria somente



durante o crescimento do tubo germinativo do patégeno sobre a superficie
foliar.

Fracdes fungitoxicas - No bioensaio para a detecgdo de fragdes fungitdxicas

presentes nos extratos dos tecidos de milho inoculados (Figura 13), parece
haver também a presenca de compostos inibindo o desenvolvimento de E.
turcicum. As bandas com valor de Rf 0,62 na regiao SA (sadio), TV (tecido
distante dos pontos cloréticos) e PC (pontos cloréticos), coletadas do material
resistente, exibiram efeito fungitdxico ao patégeno. LOPEZ & PASCHOLATI
(1992) em bioensaio para fungitoxicidade a Cladosporium cucumerinum,
utilizando complexo de pigmentos extraidos de mesocétilos de sorgo
inoculados ou injuriados, encontraram banda (Rf 0,61) com atividade

antifungica e tendo compostos fenélicos como alguns dos componentes.

4.4. Atividade de peroxidases

Na Figura 14 observa-se a atividade de peroxidases em fungio
do tempo nos materiais suscetivel e resistente, bem como a porcentagem de
atividade nos tecidos doentes desses materiais em relacdo aos controles nao
inoculados. Ambos os materiais apresentaram comportamento muito
semelhante, com acréscimo acentuado na atividade de peroxidases a partir de
18 h da inoculag¢do, coincidindo com o tempo onde se observa a maior
porcentagem de formacéo de apressorios (Figura 3.B). Esses resultados estao
de acordo com os obtidos por CADENA-GOMEZ & NICHOLSON (1987), que
encontraram incrementos acentuados na atividade dessa enzima a partir do
momento de maior porcentagem de formacdo de apressoérios de
Helminthosporium maydis em folhas de plantas de milho suscetivel e
resistente.  SOUTHERTON & DEVERALL (1990) também encontraram
incrementos na atividade de peroxidases durante a formacdo dos primeiros
haustérios por isolados virulentos e avirulentos de Puccinia recondita f.sp. tritici
em cultivares de trigo resistentes.
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' Embora a peroxidase seja a enzima final para a sintese de
lignina, os testes histoquimicos nao exibiram a ocorréncia de lignificacdo no
material suscetivel (resultados nado ilustrados), que mostrou atividade
enzimatica semelhante ao material de milho resistente. Neste porém, é possivel
se observar a deposicido de lignina junto aos pontos de penetracdo do
patégeno em amostragens realizadas 24 e 48 h ap6s a inoculagdo (Figura 15).
Em trabalhos realizados por ANGRA-SHARMA & SHARMA (1994), com folhas
de plantas de milho resistente e suscetivel, coloridas com azul de o-toluidina,
nado houve lignificacdo em ambos os materiais infectadas com H. maydis.

Com relacdo a atividade de peroxidase em amostragens
realizadas 12 dias ap6s a inoculagdo (Figura 16), pode-se notar que
praticamente ndo ha diferengas na atividade enzimatica entre as regides SA e
TV para ambos os materiais. No material suscetivel, a maior atividade
verificada na regido HA poderia estar contribuindo para a contengcéo do
desenvolvimento da lesdo (regido LE). A maior atividade foi encontrada na
regidgo PC do material suscetivel, o que poderia explicar o ndo crescimento
desses pontos ou mesmo a nao formacédo de lesdes a partir desses pontos
cloréticos. BASHAN (1986) também mostrou que a atividade de peroxidase e
polifenoloxidase foi maior ao redor das areas necréticas causadas por
Alternaria macrospora em plantulas de algodao.

Nessas regides amostradas de folhas de milho, a atividade de
peroxidase € maior no material suscetivel em relacdo ao resistente. Resultados
semelhantes ou ndo a este podem ser encontrados na literatura. REUVENI &
FERREIRA (1985) verificaram que a taxa de incremento na atividade de
peroxidase em folhas e raizes de tomate infectadas com Verticillium dahliae foi
maior em plantas suscetiveis do que em plantas resistentes. SHIMONI et al.
(1991) detectaram alta atividade de peroxidase em material de milho resistente
em relacdo ao suscetivel antes da inoculagdo com E. turcicum. Seis dias ap6s
a inoculag&o houve incremento na atividade em ambos os materiais, embora o
surgimento das lesdes tenha ocorrido somente 4 dias mais tarde.
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_ O padrao isoenzimatico dessas peroxidases (Figura 17) mostrou
a presencga de 3 isoenzimas, com valores de RM de 0,14, 0,18 e 0,22, em
todas as regides amostradas. Nas regides HA, LE e PC (esta ultima tanto no
material resistente quanto no suscetivel) exibiram mais duas isoenzimas com
valores de RM de 0,25 e 0,27. Houve relacao entre a maior atividade de
peroxidases nas regides HA, LE e PC (Figura 16) e maior concentragido de
isoenzimas presentes nestes tecidos, conforme mosfram os graficos de
densitometria (Figura 17.B). N&do foi detectada nenhuma isoenzima de
peroxidase a partir de extrato de micélio fungico. Portanto, o padrao
isoenzimatico e a alta atividade de peroxidase nas regides HA, LE e PC é
devido somente as isoenzimas produzidas pela planta. SHIMONI et al. (1991)
trabalhando com milho e E. turcicum encontraram 6 isoenzimas, sendo que 3
isoenzimas presentes no material resistente ndo infectado nao estavam
presentes no material suscetivel também nao infectado.

4.5. Atividade de quitinases e 3-1,3 glucanases

Na Figura 19 \verifica-se que no material suscetivel,
semelhantemente ao observado para as peroxidases, as maiores atividades
dessas enzimas hidroliticas estdo nas regides da lesdo (LE) e tecido verde ao
redor (HA), porém, em quantidades acentuadamente menores quando
comparadas no total com as encontradas no material resistente. Neste ultimo, a
atividade é bastante elevada em tecidos distantes (TV) dos pontos cloréticos,
nesses pontos (PC) e mesmo em tecidos sadios ndo inoculados (SA). A
ocorréncia de altas concentragcbes de B-1,3 glucanase constitutiva e sua
producdo apds a infecgao, ja foram observadas em outras interagbes planta-
patégeno incompativeis (BROGLIE et al., 1991; KIM & HWANG, 1994; NEHRA
et al., 1994) e em casos de resisténcia sistémica adquirida (KUC, 1982; ROSS,
1961). Em experimentos com milho e E. furcicum, SHIMONI et al. (1992)

encontraram maior atividade de $-1,3 glucanase no material resistente apés a
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infecgéo, no qual os niveis constitutivos dessa enzima eram maiores do que 0s
niveis produzidos no material suscetivel apos a infecgéo.

A atividade de quitinase para aliquotas de 200 pl da fonte
enzimatica (valor que permitiu maior atividade enzimatica - Figura 20) foi
expressa em unidades de absorbancia / min / mg de proteina. A Figura 21
mostra que a atividade dessa enzima foi praticamente igual nos trés tecidos
amostrados do material resistente, e com valor maior se comparado com os
valores encontrados para o material suscetivel. Neste as regides TV, HA, LE e
PC mostram valores mais elevados em relagdo ao tecido sadio (SA).

Essas duas enzimas hidroliticas fazem parte dos mecanismos
bioquimicos pré e pods-formados de defesa das plantas (PASCHOLATI &
LEITE, 1994). Na regido sadia (SA) do material de milho resistente, observa-se
a presenca de 3-1,3 glucanase e quitinase com valores altos de atividade, em
torno de 700 e 230%, respectivamente, maiores em relacido a mesma regidao no
material suscetivel (Figuras 19 e 21). Ap6s a inoculacdo com o patégeno
ocorre a inducao da sintese dessas enzimas, principalmente nas regides HA,
LE e PC no material suscetivel e PC no material resistente. Essas sdo as
regides onde ha maior quantidade de micélio fungico presente, o que pode ser
observado pela Figura 23. Essa figura representa a quantidade de micélio
presente nos tecidos vegetais, com base na quantidade de ergosterol
detectada em cada amostra (Figura 22). A quitina e a $-1,3 glucana, fazendo
parte da parede celular de fungos imperfeitos, basidiomicetos e ascomicetos
(ISAAC, 1992), podem ser degradadas por essas enzimas constitutivas. A
degradacgao libera mondmeros que funcionam como elicitores para a indugao
da sintese de maiores quantidades de B-1,3 glucanase e quitinase (BOLLER,
1988), no local onde esta o patégeno ou a distancia, como ocorre nas regides
de tecido verde distante da lesdo ou dos pontos cloréticos (TV).
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‘ A Tabela 1 representa um sumario dos dados referentes ao
acumulo de compostos fendlicos, atividades das enzimas fenilalanina aménia-
liase, peroxidases, B-1,3 glucanases e quitinases, e a quantidade de micélio
presente nos tecidos amostrados, conforme ilustrados nas figuras 9, 11, 16, 19,

21 e 23, respectivamente.

4.6. Relagao entre os resultados obtidos e o conceito de lesdo virtual

Segundo BASTIAANS (1991), a reducdo na atividade
fotossintética em uma folha doente ocorre pela reducdo da area verde no local
da lesdo visual, bem como pelas alteragcbées produzidas no metabolismo da
area verde remanescente. Essa regido aparentemente sadia, mas com
alteracdo nas taxas de fotossintese, € chamada de lesdo virtual. LEVY &
LEONARD (1990) também verificaram que a eficiéncia fotossintética em
plantas de milho infectadas com E. turcicum, é reduzida devido a destruicdo do
tecido foliar fotossintetizante, e também devido a reducdo na assimilagéo de
CO: no tecido foliar adjacente a les&o.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que além das
lesbes visuais do tipo necrdtica e pontos cloréticos, em ambos os materiais
suscetivel e resistente, que reduzem o tecido verde fotossintetizante, outras
regides aparentemente sadias tém seu metabolismo alterado. As regides de
tecido verde distante das lesbées necréticas ou dos pontos cloréticos e os
tecidos verdes ao redor das lesdes necréticas mostraram o acumulo de
compostos fendlicos, proteinas RP e atividade de enzimas peroxidases e
fenilalanina amoénia-liase, indicando uma alteracdo do padrdao de expressao
génica. Essa aiteracdo poderia levar a sintese de compostos especificos que
direta ou indiretamente alterariam o metabolismo de carboidratos, responsavel
pelo fornecimento de energia para essas reagdes metabdlicas.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos pdde-se concluir:

a) Na interagéo linhagem de milho resistente (F352) e E. turcicum, o sitio de

infeccdo (aqui denominado sitio de infeccdo primario) é representado por
sintomas do tipo pontos cloréticos resultantes da penetragéo do patégeno nos

vasos do xilema e restrita colonizagcado nos tecidos do mesofilo ao redor;

b) Por sua vez, na interacdo linhagem de milho suscetivel (F64A) e E. turcicum

ha dois tipos de sitios de infeccdo. No primeiro tipo (sitio de infeccdo primario)

representado por sintomas do tipo pontos cloréticos, o patdgeno penetra os
vasos do xilema e ha moderada colonizagdo dos tecidos do meséfilo ao redor.
Apés a formacao do sitio de infecgcdo primario, o patégeno cresce pelo interior
dos vasos do xilema e coloniza intensamente os tecidos do meséfilo a distancia
do local de penetragdo, resultando no sitio de infeccdo secundario e na

formacéao de les6es necréticas;

c) O sitio de infeccdo primario na linhagem resistente pode resultar do
processo de lignificacdo, acumulo de compostos fendlicos e atividade

acentuada de B-1,3 glucanases e quitinases;
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d) O sitio de infeccdo primario na linhagem suscetivel pode resultar da

atividade moderada de B-1,3 glucanases e quitinases;

e) O sitio de infeccdo secundario na linhagem suscetivel pode resultar do
acumulo de compostos fendlicos e da atividade moderada de -1,3 glucanases

e quitinases.

f) Finalmente, o acumulo de compostos fendlicos, proteinas RP e atividades
das enzimas peroxidases e fenilalanina aménia-liase em regides
aparentemente sadias das folhas inoculadas com E. turcicum, indicam uma
alteracao do seu padrao de expressao génica e metabolismo, enquadrando-se
no conceito de lesdo virtual.
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Figura 1. Representacdo esquematica da microcdmara-de-inoculacao
(adaptado de BERGSTROM & NICHOLSON, 1983).
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Figura 2. Regides da folha de milho amostradas 12 dias apds a inoculagao
com E. turcicum (1x10* esporos/ml). LE: lesdo necrética; HA: tecido verde com
2,0 mm de largura adjacente a lesao necroética; TV: tecido verde distante da
lesdo necrética e/ou pontos cloréticos; PC: pontos cloréticos; SA: tecido sadio
de folha ndo inoculada. Na linhagem resistente ao patégeno foram coletadas
somente as amostras SA, TV e PC, enquanto que na suscetivel os cinco tipos

de regides foram amostradas.
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Figura 3. Germinagao (A),
formacao de apressoérios (B)
e penetracao (C) de conidios
de E. turcicum, inoculado na
1x10*

em folhas de

concentragcdo de
esporos/mi,

- milho de linhagens resistente

(®) e suscetivel (O). As
barras representam o erro

padrao da média.
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Figura 4. Cinética de crescimento de lesdes causadas por E. turcicum (1x10*
esporos/ml) em folhas de milho de linhagens suscetivel (A) e resistente (C). Em
(B) e (D) estao representados o n° de lesdes (LE; H) e/ou pontos cloréticos
(PC; O) formados/folha 14 dias apés a inoculagdo. As barras representam o
erro padrao da média.
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Figura 5. Sintomas resultantes da inoculagdo com E. turcicum (1x10*
esporos/ml) em linhagens de milho suscetivel (A) e resistente (B), através de
microcamara-de-inoculagdo. LN: lesdo necrética; PC: pontos cloréticos; Ll:

local de inoculagéo. Barra =1 cm.
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Figura 6. Cortes transversais de folhas de milho suscetivel a E. turcicum,
mostrando a presenga de micélio (M) no interior dos vasos do xilema (VX), 12
dias ap6s a inoculagéo. Fotografias obtidas em microscépio 6tico. (A): material

colorido com azul de o-toluidina; (B): material sem colora¢do. Barra = 25 um.
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Figura 7. Cortes transversais de folhas de milho coletadas 12 dias apos a
inoculagcdo com E. furcicum, mostrando a presenca de micélio (M) no interior
dos vasos do xilema (VX). (A) e (B): linhagem suscetivel (1050 X e 2600 X,
respectivamente); (C): linhagem resistente (3300 X); (D): linhagem suscetivel
nao inoculada (775 X). Micrografia eletrénica de varredura.
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Figura 8. Curva padrao para o acido clorogénico (0 a 300 ug/mi).
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Figura 9. Contetido de compostos fendlicos em folhas de milho de linhagens
suscetivel e resistente a E. turcicum. Amostras coletadas 12 dias apds a
inoculagdo com 1x10* esporos/ml do patégeno. As regides amostradas estdo
representadas na Figura 2. Barras representam o erro padrao da média.
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Figura 10. Curva padréo para a determinagdo da concentragdo de acido trans-
cinamico.
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Figura 11. Atividade de fenilalanina aménia-liase em folhas de milho de
linhagens suscetivel e resistente a E. turcicum. Amostras coletadas 12 dias
apoés a inoculagdo com 1x10* esporos/mi do patégeno. As regiées amostradas
estéo representadas na Figura 2. Barras representam o erro padrdao da média.
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Figura 12. Curva padrao para a dosagem de proteinas através do método de

Bradford, utilizando reagente concentrado.
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Figura 13. Bioensaio para a caracterizacio de fragdes fungitdxicas presentes
em folhas de linhagens de milho suscetivel e resistente inoculadas com E.
turcicum. Amostras coletadas 12 dias ap6s a inoculagido com 1x10* esporos/mi.
A area clara ao redor das bandas indica inibicdo do crescimento fungico. (A):
Cromatografia de camada delgada (“TLC”); (B): Caracteristicas das fragoes
obtidas por “TLC".
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Figura 14. Atividade de
peroxidase em folhas de
milho de linhagens suscetivel
(A) e resistente (B) a E.
turcicum. Amostras coletadas
a diferentes intervalos de
tempo apés a inoculagdo
com 1x10* esporos/ml. Em
(C) esta representada a
atividade enzimatica nos
tecidos inoculados em
relacdo aos tecidos sadios
ndao inoculados. Barras
representam o erro padréao
da média.
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Figura 15. Folhas de milho resistente inoculadas com 1x10* esporos/ml de E.
turcicum, exibindo regides de lignificacdo. (A): pontos de penetracdo do patégeno
(PP); (B): detalhe de um ponto de penetragdo mostrando conidio (C) e apressério (A).
(C): micélio (M) nos tecidos da planta. Amostras coletadas 24 e 48 h apés a
inoculagdo em (A) e (C), respectivamente. Lignificagcdo representada pela coloragédo
azul. Fotografia obtida em microscopio 6tico. Barra = 25 pm.
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Figura 16. Atividade de peroxidase em folhas de milho de linhagens suscetivel
e resistente a E. turcicum. Amostras coletadas 12 dias apés a inoculagdo com
1x10* esporos/ml do patégeno. As regides amostradas estio representadas na
Figura 2. Barras representam o erro padrao da média.
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Figura 17. (A): Eletroforese anddica em
gel de poliacrilamida de extrato de folhas
de milho suscetivel e resistente a E.
turcicum. Amostras coletadas 12 dias
ap6és inoculagdo com 1x10* esporos/ml.
Gel corado com guaiacol para
visualizacdo de isoenzimas de peroxidase.
IG: intersecdo entre os géis concentrador
e de corrida. SA, TV, HA, LE e PC regides
amostradas representadas na Figura 2; M: '
extrato do micélio do patégeno. (B):
Padrdo eletroforético representado por
densitometria (filtro de 405 nm), onde os
nimeros representam as  bandas
individuais (a: Linhagem resistente; b:
Linhagem suscetivel).
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Figura 18. Curva padrao para determinacdo de glicose através do método de
Lever.
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Figura 19. Atividade de B-1,3 glucanase em folhas de milho de linhagens
suscetivel e resistente a E. turcicum. Amostras coletadas 12 dias apés a
inoculacdo com 1x10* esporos/ml do patégeno. As regibes amostradas estao
representadas na Figura 2. Barras representam o erro padrao da média.
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Figura 20. Influéncia da concentracdo do extrato enzimatico na determinagéo
da atividade de quitinase in vitro. A curva representa a absorbancia a 550 nm
de solucao contendo 200 pl de “CM-Chitin-RBV” e 800 pl de tampéo acetato.
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Figura 21. Atividade de quitinase em folhas de mitho de linhagens suscetivel e
resistente & E. furcicum. Amostras coletadas 12 dias ap6s a inoculagdo com
1x10* esporos/ml do patégeno. As regides amostradas estio representadas na
Figura 2. Barras representam o erro padrao da média.
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Figura 22. Curva padrao mostrando a relagdo entre o peso seco do micélio de

E. turcicum, cultivado em meio LCH, e a quantidade de ergosterol presente.
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Figura 23. Quantidade de micélio de E. furcicum presente em folhas de milho
de linhagens suscetivel e resistente ao patégeno. Amostras coletadas 12 dias

ap6s a inoculacdo com 1x10* esporos/mi do patégeno. As regiées amostradas
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estdo representadas na Figura 2. Barras representam o erro padrao da média.
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Tabela 1. Sumario dos dados referentes ao acumulo de compostos fendlicos,
atividades das enzimas fenilalanina amodnia-liase (FAL), peroxidases,
B-1,3 glucanases e quitinases, e a quantidade de micélio presente,
conforme ilustrados nas figuras 9, 11, 16, 19, 21 e 23, respectivamente,
em folhas inoculadas de materiais de milho resistente e suscetivel a E.
turcicum. Amostras coletadas 12 dias apos a inoculagdo com 1x10*

esporos/mi do patégeno (conforme figura 2).

Material Resistente Material Suscetivel
Caracteristica (F352) (F64A)
estudada (sitio de infeccdo (SI) primario) (SI primario e secundario)

Comp. fendlicos +++'! +++2

(EQ. pg &c. clorogénico/gpf) 44
F.A.L. 4+t 2

(nmoles &c. t-cindmico/min/mg proteina) e
Peroxidases +++? 4442
(U.A./min/mg proteina) +++2

B-1,3 glucanases ++++++ ++42

(ug glicose/min/mg proteina) 43
Quitinases i+ +++2
(U.A/min/mg proteina) +++°
Quant. de micélio + +++2

(mg micélio/gpf) +HHH+e

! Amplitude de valores observados: + e ++: baixo ou restrito; +++ e ++++ médio ou
moderado; +++++ e ++++++: alto ou acentuado.

2 Sitio primario; ® Sitio secundario.

* Ocorréncia de lignificagdo no sitio de infeccao primario do material resistente.





