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Autor: Felipe André Sganzerla Graichen
Orientador: José Antdnio Martinelli

RESUMO

A ferrugem da folha é a principal doenga da cultura da aveia. Sua
ocorréncia anual associada a grande variabilidade do patégeno predispde a
epidemias severas e a rapida superacdo da resisténcia nas cultivares
disponiveis. O objetivo deste trabalho foi identificar os mecanismos de
resisténcia a esta doenga em genodtipos contrastantes. Para isso foram
avaliados componentes epidemioldgicos e histologicos da resisténcia a
doenga em pléantulas de gendtipos com resisténcia duravel ou com potencial
uso como novas fontes de resisténcia. Dentre os componentes avaliados, a
eficiéncia de infecgdo apresentou efeito mais claro na resisténcia observada,
enquanto que o periodo latente ndo mostrou ser um componente importante.
Os processos de infecgao e colonizagdo ocorrem de forma semelhante tanto
em gendtipos suscetiveis quanto em resistentes, porém, apdés o
estabelecimento das colbénias, ocorrem eventos chaves que diferenciam os
resistentes dos suscetiveis. A morte celular associada com o acumulo de
compostos autofluorescentes e fendlicos foi um evento comum dentre os
gendtipos resistentes. No entanto, a ocorréncia destes eventos é
temporalmente distinta. O geno6tipo Pc68/5*Starter apresenta um mecanismo
de hipersensibilidade com aborto precoce das colbnias. Contrariamente,
URS 21, 04B7113-1 e 04B7119-2 apresentam um mecanismo tardio de
hipersensibilidade com aborto das colénias ja estabelecidas, associado ao
acumulo de compostos autofluorescentes e fendlicos. Os demais gendétipos
apresentaram um desenvolvimento normal de colénias contendo tecido
esporogénico cinco dias apds a inoculagdo. Os dados obtidos sugerem que
0os mecanismos de resisténcia atuantes nos gendtipos resistentes,
particularmente morte celular e produgdo de compostos fendlicos, sao
semelhantes entre si, porém, diferencialmente expressos. A expressao
temporal destes dois mecanismos reflete o nivel de resisténcia que estes
gendtipos apresentam no campo.

' Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (117p.) Outubro, 2009.
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ABSTRACT

Crown rust is the main disease of oat crop. Its annual occurrence
associated with the great variability of the pathogen predisposes severe
epidemics and may quickly overcome the resistance in the available
cultivars. The objective of this study was to identify the mechanisms of
resistance to this disease in contrasting genotypes. For that it was evaluated
some epidemiological and histological components of the disease in
seedlings of genotypes with durable resistance or with potential use as new
sources of resistance. Among the components evaluated, the efficiency of
infection had a more clear effect in the resistance observed, while the latent
period did not represent an important component. The processes of
colonization and infection occur similarly on both genotypes resistant and
susceptible, but after the establishment of the colonies, there are key events
that differentiate resistant from susceptible. Host cell death associated with
the accumulation of autofluorescent and phenolic compounds was a
common event among the resistant genotypes. However, the occurrences of
these events are temporally distinct. The genotype Pc68/5* Starter shows a
mechanism of hypersensitivity associated to early aborted colonies. In
contrast, URS 21, 04B7113-1 and 04B7119-2 show a late mechanism of
hypersensitivity with abortion of the colonies already established, associated
with accumulation of phenolic compounds. The other genotypes showed a
normal development of colonies containing sporogenic tissue five days after
inoculation. The data suggest that the mechanisms of resistance acting on
resistant genotypes, particularly hypersensitivity and production of phenolic
compounds, are similar among themselves, but differentially expressed. The
temporal expression of these two mechanisms reflects the level of resistance
that these genotypes have on the field.

' Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (117p.) October, 2009.
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1 INTRODUGCAO

A aveia (Avena sativa) € uma das principais culturas produtoras de
graos no Brasil, sendo cultivada atualmente cerca de 270.000 ha,
concentrados quase que totalmente na regido sul do pais. A importancia
desta cultura € devida a sua versatilidade, pois pode inserir-se como uma
alternativa para o sistema de rotagcdo de culturas, a producdo de forragem
verde, feno, silagem ou grdos e cobertura verde ou morta do solo. A
ascensao do sistema de plantio direto foi um dos grandes estimulo a cultura
da aveia, e esta se estabeleceu como um dos principais cereais de inverno,
garantindo a sustentabilidade deste sistema.

A grande area cultivada com aveia aumentou os riscos de ocorréncia
de epidemias, principalmente da ferrugem da folha (Puccinia coronata f. sp.
avenae). Esta doenga ocorre todos os anos com um alto poder destrutivo,
cujos danos sao suficientes para inviabilizar a cultura. O controle desta
doenca pode ser realizado quimicamente, no entanto, muitas vezes este
procedimento é inviabilizado devido ao alto custo. A utilizagdo de cultivares
com resisténcia genética é atualmente a principal alternativa para o controle
da doencga, contudo, a durabilidade da resisténcia a doenca tem sido curta. A
baixa durabilidade da resisténcia das cultivares lancadas é atribuida a

utilizacao de resisténcias conferidas por poucos genes com especificidade a



raga, ou com baixos niveis de resisténcia parcial. Associado a genética do
hospedeiro, s&o relatadas altas taxas de mutagao para o patégeno, de forma
que as mutagdes possiveis em um unico ano sao suficientes pra superar
varios genes de resisténcia.

Em resposta a este cenario, torna-se necessario a busca por fontes
de resisténcia duravel. No passado, a durabilidade da resisténcia sempre foi
relacionada com sua heranca. Primeiramente, as fontes de resisténcia que
conferiam imunidade as doengas foram priorizadas, porém, apds a
elucidacdo da interacdo gene-a-gene, concluiu-se que a durabilidade da
resisténcia estava relacionada com formas de heranga mais complexas,
provavelmente resisténcias parciais e com heranga poligénica. Atualmente,
este cenario foi alterado e a relagdo mais aceita é entre a durabilidade com o
mecanismo de resisténcia. A identificacdo dos mecanismos de resisténcia
pode auxiliar na escolha de genitores em programas de melhoramento de
forma que diferentes mecanismos sejam combinados em uma variedade,
com maior probabilidade de apresentar resisténcia duravel.

Atualmente existe um grande numero de cultivares e linhagens de
aveia com altos niveis de resisténcia, porém pouco ainda € conhecido sobre

seu mecanismo de resisténcia. Portanto, este trabalho teve como objetivos:

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O trabalho teve como objetivo investigar diferentes mecanismos

histolégicos que atuam conferindo resisténcia em gendtipos de aveia.



1.1.2 Objetivos especificos

a) Identificar gendtipos de aveia com resisténcia a ferrugem da folha;

b) Determinar os componentes epidemioldgicos associados com a
resisténcia a ferrugem da folha; e

c) Determinar os mecanismos responsaveis pela resisténcia a

ferrugem da folha.

1.2 Hipd6teses

a) Ha alta variabilidade fenotipica nas linhagens de aveia quanto a
caracteristica resisténcia a ferrugem da folha, refletindo genotipicamente nos
mecanismos de resisténcia;

b) A resisténcia a ferrugem da folha € consequéncia da redugao ou
da inibicdo dos processos infectivos ou de colonizagdo pelo fungo, tendo
como consequéncia a redugdo nos componentes epidemioldgicos da
doenca; e

c) A durabilidade da resisténcia apresentada por alguns gendtipos
pode ser atribuida a mecanismos diferentes daqueles descritos

anteriormente para outras interagdes cereais x Puccinia spp.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A ferrugem da folha da aveia

A ferrugem da folha da aveia, causada pelo fungo Puccinia coronata f.
sp. avenae P. Syd. & Syd., € a doenga mais destrutiva e a de maior
distribuicdo nas areas de cultivo em todo o mundo (Simons, 1985; Martinelli,
2000; Martinelli, 2004). Esta doenca é caracterizada pela formagao de
urédias ovais de coloragdo amarelo-laranja sobre as duas laminas da folha
e, em situacdes de epidemia severa, também podem estar presentes em
outras partes verdes da planta como paniculas, aristas e colmos (Simons,
1985; Martinelli, 2004).

Os danos causados pela ferrugem da folha s&o resultantes das
modificagdes fisioldgicas causadas pelo desenvolvimento do fungo. Em
consequéncia disso, € observada uma correlagdo negativa entre o
rendimento de linhagens de aveia (Avena sativa L.) e a severidade da
ferrugem da folha (Martinelli et al., 1994; Caierao et al., 2001; Chaves et al.,
2004a). Martinelli et al. (1994) observaram em cultivares suscetiveis, sob
infeccao natural e em condi¢cées de campo, niveis de até 90% de severidade
da doenca com redugdo no rendimento entre 24% a 50%. Chaves et al.

(2002) avaliaram cultivares elite de aveia e verificaram redugdo no



rendimento de 4 a 79,5% para as cultivares URS 21 e UFRGS 17,
respectivamente. A maior redu¢do do rendimento de grdaos observado por
Martinelli & Buss (1999) foi de 95% na cultivar UPF 16.

A resisténcia a ferrugem da folha tem sido uma das principais
caracteristicas almejadas por programas de melhoramento no mundo todo
(Federizzi, 2000; Oates, 2000). Contudo, o sucesso de uma cultivar de aveia
resistente a esta moléstia € logo seguido pelo fracasso da superagao da
resisténcia com o surgimento de novas ragas virulentas de P. coronata f. sp.
avenae. Isso ocorre de forma muito rapida, logo apdés o langamento de
variedades com genes maiores que conferem resisténcia do tipo raca
especifica (Federizzi, 2000; Martinelli, 2004).

Diversos genes de resisténcia a ferrugem da folha foram identificados
em aveia. Neste grupo estdo inseridos 97 genes com efeito maior
denominados Pc (Pc1 a Pc96 e PcX) que conferem resisténcia a ragas
especificas de P. coronata f. sp. avenae. Além destes, outros genes também
sao descritos, porém ainda n&o completamente caracterizados nem
denominados.

Apesar do grande numero de genes para resisténcia especifica a raga
conhecidos poucos ainda possuem potencial para utilizagdo em programas
de melhoramento. Para todos os genes para resisténcia raga especifica
conhecidos ja foram relatadas ragas virulentas de Puccinia coronata f. sp.
avenae. No entanto, o fato que reduz a possibilidade de utilizagcao de
determinado gene em programas de melhoramento é a alta frequéncia de
viruléncia para este gene na populagdo do patdégeno, ou estar fortemente

ligado a um alelo que confira um fenétipo indesejado.



Dentre os genes maiores que ainda apresentam um bom potencial
para utilizagdo em programas de melhoramento, podem-se destacar os
genes Pc50, Pc91, (Park, 1999), Pc94 (Chong & Aung, 1999; van Niekerk et
al., 2001) e Pc68 (Park, 1999; van Niekerk et al., 2001; Leonard & Martinelli,
2005). Suas indicacbes como genes com potencial de uso nao esta
relacionada a uma completa imunidade ao patdégeno, mas sim a baixa
freqUéncia de viruléncia a estes genes na populagao de P. coronata.

A resisténcia especifica a raca é bastante utilizada para o langamento
de novas cultivares de aveia (Vieira et al., 2006b), no entanto estas
cultivares geralmente apresentam pouca durabilidade. Em contraposigcao a
este fato, percebe-se nos ultimos anos uma tendéncia dos melhoristas em
buscar cultivares com resisténcia duravel (sensu Johnson, 1984). Muitas
vezes esta caracteristica é atribuida a resisténcia ndo especifica a raca
(Ribeiro do Vale et al., 2001; Singh et al., 2005). Contudo, acredita-se que a
melhor relacado deve ser feita ndo relacionando especificidade da resisténcia
com durabilidade, mas sim o mecanismo de acdo desencadeado pelos
diferentes genes de resisténcia (incluindo os poligenes) com a durabilidade
da resisténcia (Parlevliet, 1997). De maneira geral, a resisténcia conferida
por mecanismos de hipersensibilidade apresenta-se efémera no controle das
ferrugens dos cereais, no entanto, € um mecanismo muito eficiente para o
controle de doengas causadas por procariotos ou virus (Niks & Rubiales,
2002). Da mesma forma, mecanismos de resisténcia pré-haustoriais sao

particularmente eficientes contra uma gama de patégenos biotroéficos.



2.2 Interacdo patdégeno-hospedeiro no modelo ferrugem x cereal

2.2.1 Infeccao e colonizacédo dos cereais por fungos causadores

de ferrugem

Os aspectos que envolvem a infecgcao e colonizagcdo das plantas por
fungos da ordem Uredinales sdo tema de pesquisa desde os primeiros
relatos que comprovaram a etiologia das ferrugens e refutacdo da
abiogénese, na primeira metade do século XIX. Desde entdo uma série de
trabalhos envolvendo estas questdes foi publicada, especialmente durante
no intervalo entre 1910 e 1985. Estes trabalhos envolviam principalmente a
ferrugem do colmo (Puccinia graminis f. sp. tritici Eriks E. Henn.) e estriada
(P. striiformis Westend) do trigo, ferrugem da folha da cevada (Puccinia
hordei Otth), e ferrugem feijoeiro (Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger.)
e da fava (Uromyces viciae-fabae (Pers.) J. Schrét.). A partir da segunda
metade da década de 1980 estes trabalhos tornaram-se mais escassos e
somente voltaram a ser frequente a partir do ano 2000. Isso provavelmente
se deve a mudangas no modelo de estudo da interagao planta-patdégeno,
que anteriormente estava baseado em ferrugens e a partir deste periodo
passou a ser o patossistema arabidopsis e alguns de seus patogenos. Uma
das principais causas desta mudancga foi a emergéncia das técnicas de
biologia molecular e o uso de arabidopsis como planta modelo nesta area.
Assim, os trabalhos que envolviam a fisiologia da interacdo patdogeno -
hospedeiro passam a ter um enfoque também molecular, porém, em um
novo patossistema envolvendo ndo mais os cereais, mas sim arabidopsis.

O desenvolvimento de uma ferrugem sobre o hospedeiro ocorre



durante a fase uredial do fungo '

. ApOs a deposicdo do ureddsporo sobre
hospedeiro ha a geminagao desse e a formacédo de uma série de estruturas
que obrigatoriamente devem ser formadas para que o fungo consiga
estabelecer o processo de patogénese. Apos a germinagao ha a formagao
de um tubo germinativo, que quando reconhece o estdmato diferencia uma
estrutura chamada de apressoério. No interior do tecido vegetal ha a

formacdo de uma vesicula subestomatal, hifas infectivas, células mae do

haustério e haustoérios (Figura 1).

FIGURA 1. Estruturas de infeccdo formadas durante os primeiros estadios
do desenvolvimento uredial de Puccinia graminis. ur:
ureddsporo; ap: apressorio, pp: grampo de penetragcdo que
passa pelo estdmato entre as células guardas; s: estdbmato; ssv:
vesicula subestomatica; ih: hifa infectiva; hmc: célula mée do

haustério; h: haustério (Leonard & Szabo, 2005).

! Ferrugem por definicdo € a doenga caracterizada pela presenga de
pustulas resultantes do desenvolvimento uredial de fungos do Filo
Basidiomicetes, ordem Uredinales (Agrios, 2005; Bedendo, 1995). Estes
fungos podem apresentar até cinco fases em seu ciclo de vida, diferindo em
numero de ploidia, patogenicidade, viruléncia, estruturas e esporos
formados. Cada um dos tipos de esporos formados pode penetrar em seu
respectivo hospedeiro por diferentes formas. Uma abordagem do tema pode
ser encontrada em Littlefield & Heah (1979), Heath (1997) e Staples (2000).



A presenga de agua livre sobre a planta é a principal condicdo que
estimula o processo de germinagao do esporo. Além disso, ha indicios que a
presenca de alguns ions e mudangas no pH foliar também possam propiciar
a germinacao do esporo (Couey, 1961). Durante a germinagdo nao ocorre
aumentos substanciais do volume do citoplasma, assim o citoplasma
presente no esporo migra através do tubo germinativo até o apressoério e
para as demais estruturas formadas. Esse movimento do citoplasma ocorre
concomitantemente com o desenvolvimento do tubo germinativo. Apds a
passagem do citoplasma, uma série de vacuolos sdo formados nas regides
vazias das estruturas. Estes vacuolos sdo circundados por uma série de
vesiculas que provavelmente descarregam dentro dos vacuolos substancias
que aumentam a absorgao de agua pelo vacuolo, e consequentemente gera
um aumento na pressao hidrostatica, permitindo assim a germinagao,
penetracao do apressorio através do estdmato fechado e a rapida expansao
da vesicula subestomatal (Littlefield & Heath, 1979).

O tubo germinativo desenvolve-se sobre a superficie foliar até
diferenciar outra estrutura denominada apressorio. A diferenciacdo desta
estrutura é induzida por sinais topograficos especifico da superficie foliar
hospedeiro (tigmotropismo), bem como pela emissdo de compostos volateis
através do estdmato (quimiotropismo). O mecanismo pelo qual estes sinais
sdo percebidos pelo tubo germinativo ainda ndo € claro, mas existem
evidéncias de que a inclinagdo em que o tubo germinativo cresce sobre as
células, associado com distancia em que ocorre este crescimento, seja

crucial para a diferenciagao do apressoério. Esta hipétese explica em parte do
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porqué o tubo germinativo crescer em diferentes tamanhos antes de
diferenciar um apressorio (Collins & Read, 1997). O requerimento espacial
para indugdo do apressorio varia enormemente entre as espécies. No
entanto, elas geralmente correspondem as dimensdes dos estdmatos do
hospedeiro (Staples, 2000). A maioria dos trabalhos que avaliaram
tigmotropismo  utilizou laminas de poliestireno com  diferentes
microtopografias combinando ranhuras com diferentes profundidades e
espacamentos. Segundo Alen et al. (1991) a maioria das espécies diferencia
0 apressorio em resposta a uma unica ranhura. No entanto, um grupo
formado por espécies com grande importancia econémica como Puccinia
graminis f. sp. tritici, P. graminis f. sp. avenae e P. coronata nao o fazem,
necessitando de uma séries de ranhuras para diferenciar o apressorio. O
modelo melhor caracterizado do tigmotropismo € Uromyces appendiculatus,
que tem a maior diferenciagcao sobre réplicas com ranhuras de 0,5 ym de
profundidade, o que esta diretamente correlacionado com o tamanho da
célula estomatica do hospedeiro Phaseolus vulgaris (Hoch et al., 1987). Para
as ferrugens dos cereais, esta relagao nao é tao clara. Segundo Read et al.
(1997) a combinagdo entre o pequeno espagamento entre as células da
epiderme e a célula guarda do estdbmato em forma de halter sdo os
estimulos necessarios para a formacao do apressorio. De acordo com isso,
Collins & Read (1997) demonstraram que diferentes formae especialis de
Puccinia spp. apresentam maxima diferenciacdo de apressorios sobre
replicas com diferentes espacamentos entre as ranhuras. Isso
provavelmente ocorra por existir uma adaptagdo do fungo a topografia da

espécie hospedeira.
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Em adigdo aos estimulos topograficos alguns estimulos quimicos
também induzem a diferenciagdo de estruturas de infecgdo das ferrugens.
Alguns compostos volatilizados através dos estdbmatos ou presentes na
camada epicuticular induzem a formacgao do apressoério in vitro e, quando os
estimulos topograficos e quimicos sado aplicados conjuntamente, os niveis de
diferenciacao de apressorios sdo muitos semelhantes aqueles observados
sobre a planta viva (Collins et al., 2000). Alguns compostos presentes na
camada epicuticular também induzem a formacgao do apressério. No entanto,
ainda ndo estdo claro quais sao estes compostos e de que forma podem
agir. Além da diferenciagdo do apressorio, estes compostos volateis
presentes na cuticula podem induzir diferenciacdo de vesiculas
subestomaticas e células mae do haustério, mas nunca haustérios (Marte &
Montalbini, 1999; Wiethdlter, 1999; Reisige et al., 2006).

O desenvolvimento do tubo germinativo sempre ocorre no sentido
perpendicular as nervuras da planta independente da espécie do fungo
(Roderick & Thomas, 1997). Vaz Pato & Niks (2001) observaram que
inicialmente o tubo germinativo cresce em uma diregao aleatéria e, apds o
contato com a juncao entre as células da epiderme, ha um direcionamento
do crescimento perpendicular as nervuras da folha (Figura 2). Esta
orientacdo do crescimento € mantida pelo crescimento de pequenas
ramificacbes no tubo germinativo sobre as jungdes das células. Este padréao
de crescimento reflete uma vantagem evolutiva, pois aumenta a
probabilidade de encontrar algum estémato. Os autores também ressaltam
que existe uma pequena distancia para que fungo perceba o estémato e

direcione o crescimento e a diferenciagao do apressorio.
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A formacao deste apressoério sobre o estbmato € uma fase critica do
processo infectivo, pois €& através deste que a maioria dos fungos
causadores de ferrugem penetra para o interior do tecido do hospedeiro. No
entanto, ha algumas excegbes como Phakopsora pachyrhizi Sydow (Collins
& Read, 1997; Staples, 2000) e Puccinia psiddii Winter (Glen et al., 2007)
que podem penetrar diretamente pela epiderme e Puccinia striiformis f. sp.
tritici Westend., que penetra pelo estdbmato, porém ndo forma apressorio

(Moldenhauer et al., 2006).

Tubo
germi;mativo
2 Distancia
— P minima
—ea—— A ———
> >
Ramificagbes
laterais do tubo
A germinativo
esporo
- - -
——— —————— ————
> o >
/
/ -
estémato Nervura principal

FIGURA 2. Diferenciacdo do apressorio de Puccinia hordei em resposta ao
estimulo da superficie foliar. O tubo germinativo desenvolve-se
em um quadrante aleatério do esporo e tem seu crescimento
direcionado ao sentido transversal aos feixes vasculares da
folha. A uma distancia minima do estémato (indicado pela seta
vermelha) o tubo germinativo é estimulado por alteragdes fisicas
e quimicas da superficie foliar desencadeando a diferenciagao
do apressorio (Vaz Patto & Niks, 2001).

A germinacdo do ureddsporo e a formacédo do apressorio ocorrem
geralmente a noite na presenca de um filme de agua sobre a superficie

foliar. O desenvolvimento em Puccinia graminis Pers.:Pers. paralisa apos
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formagao do apressério sendo retomado ao amanhecer. Até o momento
sabe-se que a luz € o unico estimulo que atua na retomada do crescimento
do fungo porque estimula diretamente o processo fotossintético e
consequentemente reduz a concentracdo de CO; no interior do estémato,
permitindo o desenvolvimento do apressorio. A penetracdo do apressoério de
P. graminis nao foi observada em plantas de trigo albinas (n&o
fotossintetizantes) ou plantas estioladas submetidas a uma concentragao
ambiental de 1% de CO; (Yirgou & Caldwell, 1963; Leonard & Szabo, 2005).
Em Puccinia striiformis (que n&o forma apressoério), a maior intensidade
luminosa em pré-inoculagcdo aumenta a taxa de penetracdo do fungo.
Contudo neste patossistema a penetragdo ocorre através do estdbmato
fechado durante o periodo do escuro, sugerindo que outros fenbmenos
controlados pela luz estejam envolvidos (de Vallavieille-Pope et al., 2002).

Apods a penetracdo na camara subestomatica ha a formagao de uma
vesicula subestomatica (Figura 1), que origina as hifas infectivas. Estas hifas
infectivas serdo habeis em diferenciar uma célula mae do haustério quando
em contato com uma célula do hospedeiro. A célula mae do haustério forma
um grampo estreito que penetra na parede celular, aparentemente por
dissolucdo enzimatica. Ja dentro da parede celular, uma célula especializada
expande-se no espago periplasmatico formando o haustério (Figura 1)
(Heath, 1997; Leonard & Szabo, 2005).

Apds a formacao do primeiro haustoério, a hifa infectiva pode continuar
a crescer e desenvolver outras células méae do haustoério. O desenvolvimento
de subsequentes haustérios é limitado pela redugao de nutrientes. A energia

para producao do primeiro haustorio é fornecida por reservas presentes no



14

uredosporos e o continuo desenvolvimento de haustérios depende do
estabelecimento de uma interagdo compativel de parasitismo (Szabo &
Bushnell, 2001; Panstruga, 2003; Leonard & Szabo, 2005).

Os haustérios intrigaram os fitopatologistas desde sua descoberta no
século XIX, principalmente no que diz respeito a sua fungédo para o fungo.
Por muito tempo se aceitou que esta estrutura era o ponto de absorcao de
nutrientes sem provas substanciais (Kneale & Farrar, 1985; Mendgen et al.,
2000; Szabo & Bushnell, 2001; Perfect & Green, 2001; Voegele et al., 2001;
Panstruga, 2003; Leonard & Szabo, 2005). As hifas desenvolvidas nos
espacos intercelulares podem absorver alguns aminoacidos, porém nao
absorvem carboidrato (Struck et al., 2002). Voegele et al. (2001) localizaram
um transportador de hexoses em Uromyces fabae expresso somente no
haustério. Este transportador possui homologia com transportadores
encontrados em outros Basidiomycetes e Ascomycetes. Isso da indicios que
este transportador pode estar presente nas espécies do género Puccinia
atuando de forma semelhante. Além das funcbes relacionadas com a
absorcdo de nutrientes os haustorios também podem alterar o metabolismo
e as defesas de respostas do hospedeiro (Heath 1997; Voegele & Mendgen,
2003). Depois de formar o primeiro haustério, a hifa infectiva continua o seu
desenvolvimento formando outras células mae de haustoério. O
estabelecimento dos haustérios é essencial para que a coldnia fungica se
estabeleca. A formacdo de haustérios subseqientes é limitada pelo
esgotamento de nutrientes e deste fato dependera o estabelecimento da
relagdo compativel, sem indu¢cdo das respostas de defesa. A colonizagao

pode ser facilitada pela produ¢cao de compostos semelhantes aos horménios
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vegetais pelo patégeno (Szabo & Bushnell 2001; Panstruga 2003; Leonard &
Szabo 2005). Uma vez que uma relacdo de compatibilidade tenha sido
estabelecida, o fluxo normal de transporte do floema é alterado para
conducdo de nutrientes para as regides de desenvolvimento fungico. Essa
mudancga é caracterizada por uma intensa atividade respiratoria nesta area,
acumulo de acucar, e intensa atividade de invertases para prover hexoses
utilizadas pelo fungo para o crescimento e esporulagéo (Leonard & Szabo,
2005).

Apés o estabelecimento da relagdo compativel, os fungos
desenvolvem col6nias no interior do tecido do hospedeiro. Em interagdes
compativeis ocorre a formacdo de um tecido esporogénico’. Este tecido é
composto por células vacuolizadas, ricas em lipidios com formas e tamanhos
variados. A formagdo dos ureddsporos ocorre pela germinagdo de uma
gema na célula esporogénica. Esta gema elonga-se e forma-se um septo,
separando a gema do esporo jovem. Cada gema produz um unico esporo, e
estes sdo produzidos sucessivamente em diferentes regides da célula
esporogénica. Os ureddsporos jovens crescem rapidamente, seguidos pelo
acumulo de lipidios, espessamento e ornamentacao da parede celular. Apds

ocorre a exposicao e liberagao dos uredésporos (Harder, 1976).

' Apesar de ndo ser reconhecida a diferenciagdo de tecidos em fungos, o
termo tecido esporogénico tem sido utilizado para designar a regiao
esporogénica descrita por Harder (1976) em Puccinia coronata f. sp. avenae
e P. graminis f. sp. avenae.
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2.2.2 Componentes histopatolégicos da resisténcia nos

patossistemas ferrugem x cereais

A resisténcia genética pode ser definida como a habilidade do
hospedeiro em impedir o crescimento ou o desenvolvimento de um patégeno
(Parlevliet, 1997). Neste contexto, a resisténcia é classificada em muitos tipos
de acordo com sua heranga (gene maior, gene menor, poligénica), expressao
(parcial, de plantula, de planta adulta, total, residual), especificidade (especifica
ou ndo a ragas do patégeno) (Parlevliet, 1995). Segundo o processo em que a
resisténcia a uma determinada ferrugem é desencadeada, Heath (1981)
classificou os mecanismos de resisténcia em: pré-haustoriais e pos-
hautoriais.

Os mecanismos pré-haustoriais séo aqueles desencadeados antes
da formacgao do primeiro haustério, sendo tipicamente apresentados por
reacbes de resisténcia de nao hospedeiro. Em varios casos ha uma
tendéncia na reducédo da penetracdo do fungo no tecido hospedeiro. Essa
reducdo na penetragdo € conseguida através da inviabilizagcdo de varios
processos do desenvolvimento do patégeno. A germinagédo de ureddsporos
€ alta até mesmo em superficies de nao-hospedeiros. No entanto ha uma
dificuldade do tubo germinativo em localizar e reconhecer o estdmato
(Heath, 1981). Em aveia ha evidéncias de baixas taxas de tubos
germinativos que encontram estdmatos e de que também existam diferentes
taxas para diferentes cultivares (Kochman & Brown, 1975). Nas interacdes
cevada (Hordeum vulgare L.) x Puccinia triticina Eriks. e cevada x P. hordei
Otth as diferencgas entre taxas de penetracdo em estdmatos séo atribuidas a

artefatos do método porém ndo séo significativas (Niks & Rubiales, 2002).
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Existem evidéncias de que em hospedeiros compativeis o fungo
produza elicitores que suprimam os mecanismos de defesa e, quando isso
nao ocorre, ha o abortamento da tentativa de penetragdo mesmo antes da
formagao do haustdrio (Niks & Rubiales, 2002). De acordo com Heath (1981)
e Niks & Rubiales (2002), a baixa taxa de producéo de haustérios nao indica
necessariamente a falta de sinalizadores produzidos pela planta para
estimular a formacao de haustérios, mas sim resisténcia efetiva da planta a
um organismo invasor nao adaptado.

Na maioria dos casos a resisténcia pré-haustorial ndo esta associada
com eventos de necrose celular. A Unica reacao visivel em microscopio é
uma deposicdo na parede celular denominada de papila. Esta papila pode
desempenhar o papel de barreira a penetracédo, ou poder ser uma resposta
de reparo a parede celular perfurada pela tentativa de invasao do fungo. Um
dos genes de resisténcia pré-haustorial melhor estudado é o gene mlo (e
seus homoélogos) que confere resisténcia em cevada a Blumeria graminis f.
sp. hordei (DC.) E. O. Speer. Este gene confere a formacéao rapida de uma
papila evitando a penetragdo do fungo no tecido vegetal e, a excegao a
regra, a reagao de resisténcia desencadeada por este gene culmina com a
presenga de uma necrose intensa no sitio de infec¢ao (Jargensen, 1992).

A resisténcia pos-haustorial é desencadeada apds a formacédo do
primeiro haustério e envolve processos muito mais complexos. Segundo
Heath (1981) os mecanismos desencadeados neste tipo de resisténcia séo
de dificil analise, ja que estudos citolégicos evidenciam muito mais uma agao
fungistatica da resisténcia, reduzindo o desenvolvimento do fungo, que

propriamente fungitdxica, matando o fungo. Além de respostas bioquimicas
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esta forma de resisténcia € acompanhada por respostas morfolégicas e
muitas pesquisas tém focado no aspecto citolégico na esperanca que estes
possam estar diretamente relacionados com a restricdo do desenvolvimento
do fungo.

A resisténcia as ferrugens pode ser expressa morfologicamente em
diversas maneiras. A morte celular do hospedeiro é a forma mais comum de
resisténcia pos-haustorial. Este fendmeno ndao é uniforme e difere
ultraestruturalmente (e provavelmente bioquimicamente) em cada interagéo
patdgeno x hospedeiro.

Outras respostas poés-haustoriais observadas sdo a ocorréncia de
aposicao de material fibrilar na matrix extra-haustorial, redu¢ao da absorcao
de compostos no interior do hospedeiro através do haustério, mudancgas na
membrana extra-haustorial, o desenvolvimento de um colar de calose no
colo do haustério e, o encapsulamento do haustoério pela sintese continua de
calose. Todos estes eventos podem ocorrer simultaneamente em uma unica
interagcédo patdgeno hospedeiro (Heath, 1981; Marte & Montalbini, 1999).

O uso de resisténcia genética tem sido a principal forma de controle
das ferrugens em muitas culturas. Em aveia, apesar de se conhecer mais de
uma centena de genes maiores que conferem resisténcia especifica-a-raca a
ferrugem da folha, ndo se conhece o mecanismo de agcao destes genes. Em
outras interagbes patdégeno-hospedeiro ja sao elucidados alguns
mecanismos de resisténcia. Na interagdo aveia P. graminis f. sp. avenae foi
observada a morte celular por hipersensibilidade cerca de 30h apds a
inoculagdo com uma raga do fungo incompativel. O crescimento de hifas do

fungo foi reduzido préximo as células necréticas e o desenvolvimento de
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coldnias foi reduzido quando comparado com uma inoculagdo com uma raga
compativel. No entanto, a reacdo de hipersensibilidade nem sempre é
essencial para a resisténcia nesta interagao (Lin et al., 1998; Xin Yu et al.,
2001).

Em linhagens de trigo (Triticum aestivum L.) portadoras dos genes de
resisténcia Lr12 ou Lr13 inoculadas com racas de Puccinia triticina foi
observada a reducgéao do desenvolvimento de col6nias fungicas. Este fato foi
devido ao abortamento da penetracdo, através da formagao de apressorio
nao penetrante ou abortamento da vesicula subestomatal [a classificagao
dos estadios onde ocorre a paralisagdo do desenvolvimento do fungo,
descrita por Niks & Kuiper (1983), esta listada no Apéndice 2]. Isso indica a
ativacdo de mecanismos de resisténcia antes da formacado do haustério
(Bender et. al., 2000). De outra forma, diferentes linhagens de trigo
inoculadas com P. striiformis f. sp. tritici ndo apresentaram diferencas
histolégicas que pudessem garantir a resisténcia até o desenvolvimento do
haustorio, mas apoés a colonizagao do tecido hospedeiro, foi observada uma
intensa lignificagdo das células circundantes as pustulas sobre as linhagens
resistentes (Moldenhauer et al. 2006).

A reacado de hipersensibilidade é definida como a morte rapida das
células da planta associadas com a resisténcia a doenca (Goodman &
Novacky, 1994). A ocorréncia da reacdo de hipersensibilidade esta
associada com uma gama variadas de processos bioquimicos que
conduzem estas células a morte, porém as células adjacentes permanecem
vivas, tornando o ambiente no interior da planta inéspito para o patégeno

(Kombrink & Somssich, 1995). Embora a reagao de hipersensibilidade seja
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efetiva contra patdégenos biotréficos, que dependem das células do
hospedeiro vivas para sua sobrevivéncia (Heath 1997, Mansfield et al., 1997;
Richael & Gilchrist, 1999), é provavel que esta nao seja a unica resposta da
planta ao patégeno (Hammerschmidt & Nicholson, 1999). Como a reagao de
hipersensibilidade contribui para a resisténcia do hospedeiro e como ela esta
relacionada com demais respostas do hospedeiro ainda necessita ser mais
bem elucidado. A oxidacdo de compostos fendlicos durante a reagao de
hipersensibilidade sugere que ha um aumento em fenoloxidases assim como
a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Goodman & Novacky,
1994; Bolwell, 1999; Hammerschmidt & Nicholson, 1999). Contudo, ndo é
claro como a producao de EROs esta ligada ao desenvolvimento da reagéo
de hipersensibilidade (Heath 1998, 2000), atualmente tem sido sugerido que
a producao de EROs podem atuar em rotas de sinalizacdo de defesa
conduzindo a diferentes respostas contra patégenos (Neill et al., 2002; Laloi
et al., 2004), além disto, estas moléculas apresentam também um potencial
de atuagdo como moléculas antimocrobianas (Baker & Orlandi, 1995).

De maneira geral, a reagcao de hipersensibilidade desencadeada por
resisténcia especifica a raga €& pods-haustorial (Anker & Niks, 2001). Em
aveia, a morte celular € um evento comum a uma série de patdbgenos como
P. coronata f. sp. avenae, Pseudomonas syringae pv. coronofaciens,
Ryegrass mottle virus (RGMV), e pode ocorrer até mesmo na auséncia de
um patégeno avirulento. No entanto, os eventos de morte celular séo
atrasados em interagbes compativeis, permitindo que o fungo forme seu
micélio no interior do tecido foliar (Yao et al., 2002). A suscetibilidade nao

implica necessariamente na auséncia de células necréticas no sitio de
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infeccado. De fato, algumas poucas células necroéticas foram observadas no
tecido colonizado e pode ser devido ao estresse generalizado ou a
senescéncia (Niks & Kuiper, 1983; Bender et al., 2000). A reagao de
hipersensibilidade em trigo (Triticum aestivum) e triticale (x Triticosecale)
quando inoculados com P. triticina é variavel. Esta pode ser pré ou pos-
haustorial e estar associada com um tipo de infeccdo entre baixo a médio,
inibindo a esporulagao de pustulas de forma parcial ou até mesmo total (Niks
& Dekens, 1987).

Outro evento inicial na interagdo entre o patdégeno e a célula da planta
€ a expressao de genes que codificam enzimas envolvidas na rota dos
fenilpropandides, como a fenilalanina amoénia-liase (Carver et al., 1994,
1996; Dorey et al., 1997; Hammond-Kosack & Jones, 2000; Dixon et al.,
2002; Ishihara et al, 2008). Esta enzima apresenta um papel importante na
resisténcia, principalmente por seu envolvimento na rota de sintese de
isoflavondides e fenilpropandides com atividade de fitoalexinas, e
precursores de compostos semelhante a ligninas, suberinas e outros
compostos fendlicos que sao depositados nas paredes celulares e
aparentemente bloqueiam o desenvolvimento das hifas (Hammerschmidt
1999; Dixon et al., 2002; Cano-Delgado et al., 2003).

As fitoalexinas s&o metabdlitos secundarios, antimicrobianos, de baixo
peso molecular, produzidos pelas plantas em resposta a estresses fisicos,
quimicos ou biolégicos. Sdo capazes de impedir ou reduzir a atividade de
agentes patogénicos sendo a taxa de produgdo/acumulo dependente dos
gendtipos do hospedeiro ou patégeno (Hammerschmidt, 1999). As

fitoalexinas em aveia sdo um grupo de antranilatos N-hydroxycinnamoyl
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substituidos, que comumente sao referidos como avenantramidas (Mayama
et al. 1981; Miyagawa et al. 1996). Atualmente ja sao identificadas mais de
25 variagdes estruturais em avenantramidas, contudo, as trés formas mais
abundantes em aveia sdo avenantramida A, B e C (Collins,1989). O acumulo
de avenantramidas € estimulada pelo tratamento das folhas com varios
elicitores, incluindo fragmentos de quitina, (Bordin et al., 1991), victorinaC
(Mayama et al., 1986) e ions de metais pesados. (Fink et al., 1990). Mayama
et al. (1982) observaram uma relagao direta entre o tipo de infecgéo
produzido por P. coronata. f. sp. avenae com a quantidade de
avenantramida acumulada e com o tamanho da hifa infectiva desenvolvida.
O acumulo de avenantramidas ocorre em células do mesofilo nos locais de
infeccdo, no entanto, altas concentracbes destes compostos também sao
encontrados no fluido intercelular, sugerindo que as avenantramidas
também podem ser secretadas no espaco intercelular em folhas infectadas.
A resisténcia genética a ferrugem da folha em aveia é conhecida a
longa data. Segundo Simons (1985), relata que Silvers, em 1887, ja havia
selecionado algumas variedades mais resistentes a ferrugem da folha, mas
somente em 1920 Packer's demonstrou que a resisténcia poderia ser
transmitida a progénie do cruzamento entre uma linhagem suscetivel e uma
resistente. Desde entdo os programas de melhoramento deste cereal
buscam cultivares com resisténcia duravel. No entanto, na maioria dos casos
a resisténcia conseguida é baseada em mecanismos de hipersensibilidade
e, portanto, constituiu-se efémera. A alternativa sugerida para prolongar a
durabilidade da resisténcia € a utilizacdo de cultivares com resisténcia

parcial (slow rust) (Johson, 1984; Parlevliet, 1995; Federizzi, 2000; Martinelli,
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2000; Chaves et al., 2004a; Chaves & Martinelli, 2005). A avaliagao dos
componentes de resisténcia ferrugem da folha da aveia realizada por
Chaves et al. (2004c) demonstrou que nao ha, aparentemente, um unico
componente responsavel pela expressdo da resisténcia quantitativa
(eficiéncia de infecgao, periodo de laténcia, tamanho de uredopustulas ou
producao de ureddsporos por pustulas). Assim, para os genoétipos estudados
a resisténcia parece envolver mais de um processo. Além disso, é possivel
que diferentes mecanismos estejam envolvidos em cada gendtipo, de forma
que o componente mais importante para um determinado seja diferente
entre os genotipos. Os autores demonstraram haver uma grande variagao no
processo de eficiéncia de infecgédo, o que sugere mecanismos de resisténcia
pré-haustoriais. Também foi observada uma reducdo do numero de
ureddsporos produzidos por pustulas em outros gendtipos, indicando que
mecanismos pos-haustoriais também podem estar envolvidos.

Umas das fontes de resisténcia a ferrugem da folha da aveia mais
promissoras nos ultimos anos tem sido o gene Pc68. Essa resisténcia
mostrou-se duravel por mais de 10 anos. Este gene foi identificado por Wong
et al. (1983) em um acesso de Avena sterilis. As primeiras cultivares
cultivadas com este gene foram langadas nos inicio da década de 1990 na
América do Norte e, no final da mesma década, na Oceania (Park, 1999). Ao
longo desta década, a freqiéncia de racas de P. coronata f. sp. avenae
virulentas ao Pc68 manteve-se baixa (Park, 2000; Oates, 2000; van Niekerk
et al., 2001; Leonard, 2003; Soovali & Koppel, 2003; Allagui & Chakroun,
2004; Leonard et al., 2004; Leonard & Martinelli, 2005; Leonard et al., 2005).

Isso sugere que o mecanismo de resisténcia desencadeado por este gene
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seja bastante eficiente, garantindo resisténcia mesmo na presenca de racas
virulentas. Este gene confere resisténcia especifica a raga do patdgeno,
caracterizada por tipo de infeccdo (0) ou (0;) (Wong, 1983; Chong et al.,
2000; van Niekerk et al., 2001). Apesar de nao se conhecer 0 mecanismo de
acao deste gene, sugere-se que seja tao eficiente que dificulte a adaptacao
de novas ragas em parasitar genétipos Pc68, entdo sendo um gene forte, na
definicdo de van der Plank (1963) (Leonard, 2005; Graichen, 2006; Vieira et
al., 2006a). Na América do Sul a frequéncia de ragas virulentas aos genes
Pcs foi estudada por Leonard & Martinelli (2005) e Martinelli (2000). Os
autores encontraram racgas virulentas ao gene Pc68 em anos com severas
epidemias de ferrugem da folha (anos de 1994 e 1995). Entretanto, nos
demais anos, nao foi detectada viruléncia a este gene. Isso provavelmente
tenha ocorrido como consequiéncia do baixo valor adaptativo das ragas com
viruléncia ao gene Pc68.

No ano de 2005 houve superagao da resisténcia conferida pelo gene
Pc68 no Canada (D. Stuthmann, 2005 comunicagédo pessoal) e novamente
no Brasil (Graichen, 2006). A primeira vista, isso sugere que se abandone a
expectativa de se utilizar este gene em cultivares comerciais. No entanto, em
avaliagdes preliminares realizadas no ano de 2006, verificou-se apenas
algumas pustulas no gendétipo Starter/5*Pc68 (Graichen, F.A.S. & Martinelli,
J.A., dados nao publicados). A baixa severidade da doenga apresentada por
este gendtipo em anos com forte epidemia de ferrugem e a nao fixagao de
ragas virulentas sugerem que este gene realmente seja um gene forte. A
dindmica de frequéncia das ragas de Puccinia coronata f. sp. avenae e o

conhecimento do mecanismo de agao desencadeado por este gene podem
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servir de subsidios para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia
duravel.

Em aveia sdo observadas outras reacdes de resisténcia diferentes da
imunidade. Algumas linhagens desenvolvidas pelo Programa de
Melhoramento Genético de Aveia - UFRGS tém-se apresentado muito
resistentes ao longo dos anos. Uma populagédo selecionada do cruzamento
entre as cultivares UFRGS 17 X UFRGS 952681 apresenta um tipo
marcante de reagdao a Puccinia coronata f. sp. avenae. Sobre estas
linhagens sao observadas algumas pustulas, mas, no entanto, estas
pustulas sdo abortadas antes de esporularem (L.C. Federizzi & M.T.
Pacheco, comunicagao pessoal). Este abortamento é ocasionado por uma
intensa necrose ao redor da pustula. Até o presente momento, ndo se
conhece qual o processo que desencadeia esta necrose nem o momento
que a mesma é formada. Numa situagdo um pouco diferente, sobre algumas
linhagens e cultivares, pequenas pustulas sdo observadas nas folhas mais
basais da planta. Apesar de estas pustulas serem produzidas por racas
virulentas do patdégeno, as folhas superiores da planta ndo apresentam
pustulas. Este é o caso da cultivar URS 21, que se mostra resistente ha um
longo periodo de tempo. Esta cultivar apresenta resisténcia especifica a raga
em plantulas (Vieira et al., 2006b), mas, pela expressao de sua resisténcia
nos estadios posteriores, também pode ser caracterizada como possuidora
de resisténcia de planta adulta (J.A. Martinelli, 2006, comunicagao pessoal).

Apesar da grande variabilidade da resisténcia a ferrugem encontrados
em aveia muito pouco é conhecido sobre o mecanismo que desencadeia

esta resisténcia. Por outro lado o mecanismo de resisténcia as ferrugens
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principalmente nos patossistemas envolvendo trigo e cevada tem sido
amplamente investigado. Estas interagdes apresentam muitas semelhangas
com a interagao P. coronata f. sp. avenae x aveia. No entanto, cada
interacao patdgeno hospedeiro € particular, salientando que extrapolacdes
para outros patossistemas podem nao ser verdadeiras. Em aveia as
informacdes disponiveis sdo limitadas aos tipos de infecgdes produzidas, as
quais foram determinadas por Chong et al. (2000). Apesar de serem
informativos, estes dados podem n&o refletir o mecanismo de agao
desencadeado pelos genes de resisténcia. Desta forma este trabalho tem
como objetivo determinar o mecanismo de resisténcia atuante em genétipos

de aveia com diferentes niveis de resisténcia.



3 MATERIAL E METODOS

A execugao deste trabalho iniciou com a identificagdo, caracterizagao
e selecdo de genotipos de aveia com resisténcia a ferrugem da folha em
condigbes de campo. ApoOs a identificagdo de genotipos resistentes e
suscetiveis as demais avaliagbes foram realizadas em plantulas sob
condigbes controladas. A caracterizagdo dos gendtipos quanto a reagéao a
ferrugem no estadio de pléantula foi realizada através da avaliagdo de dois
componentes epidemiologicos: periodo latente e densidade de pustulas
desenvolvidas. A avaliacido dos processos infectivos e da colonizagao do
fungo foi realizada em genotipos resistentes e suscetiveis, sendo que as
comparacgdes foram realizadas entre estes dois grupos. Apos a colonizagao
da planta pelo fungo foram avaliadas a ocorréncia de morte celular, aposigao
calose na parede celular, acumulo de compostos fendlicos,
autofluorescentes e semelhantes a ligninas, como apresentados na Figura 3.
Os meétodos utilizados neste trabalho estdo descritos detalhadamente nos

topicos seguintes:
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Mecanismo de resisténcia

i

Identificagdo de gendtipos resistentes

Avaliagao em condi¢gao de campo - ASCPD

Avaliagdo de componentes epidemiolégicos em plantulas

Periodo latente

Densidade de pustulas

Tipo de infecgéo

Componentes histoldgicos

— Germinagao de esporos

— Formacéao de apressoério

—1 Formacao de vesicula subestomatal

— Formacéo de hifa infectiva

— Formacéao de células mae de haustério

—1 Formagao de haustorios

— Area da col6nia em 120 hai

— Presenca de tecido esporogénico em 120 hai

Componentes histoquimicos em colbnias estabelecidas

Morte celular em 120 hai

Aposicao na parede celular e 120 hai

Compostos fendlicos 48 e 120 hai

Compostos autofluorescentes 48 e 120 hai

Compostos semelhantes a Ligninas 48 e 120 hai

FIGURA 3. Organograma dos das variaveis epidemiolégicas e histoldgicas
relacionadas com mecanismos de resisténcia avaliadas neste
trabalho. Porto Alegre, RS. 2009.
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3.1 Avaliacéo da intensidade da doenca em condi¢cbes de campo

3.1.1 Material genético

A intensidade da ferrugem da folha foi avaliada sobre algumas
variedades de aveia que apresentam distintas reacdes de resisténcia. Foram
avaliadas as cultivares URS 21, URS 22, UFRGS 17, URS Guapa, algumas
linhagens desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento Genético de Aveia
da UFRGS e o gendtipo Starter/5*Pc68 (Tabela 1. As genealogias dos
genotipos avaliados estdo apresentadas no Apéndice 1). No ano de 2006
foram avaliados 36 genotipos. Este numero foi reduzido para 24 no ano 2007
e a 12 no ano de 2008. As cultivares URS 21 e URS 22 foram utilizadas por
serem variedades atualmente cultivadas e representarem respectivamente
os padrdes de resisténcia e suscetibilidade. A cultivar UFRGS 17 é uma
variedade ndo mais recomendada para o cultivo. Porém foi utilizada por ser
um dos genitores do grupo de linhagens utilizado, atualmente esta cultivar é
considerada suscetivel a doenca. O gendtipo Pc68/5*Starter € uma linhagem
quase isogénica “Starter” portadora do gene Pc68, apresentando-se
altamente resistente em avaliagdes anteriores. Os demais genodtipos foram
selecionados por apresentarem uma baixa intensidade da doenca
associados com a presenga de halos cloréticos ou necréticos e tamanho da
pustula reduzido (M.T. Pacheco & L.C. Federizi, comunicagdo pessoal,
2006). A cultivar URS Guapa foi introduzida na avaliagdo de campo no ano
2008, sua utilizagao neste ano é justificada pela alta resisténcia apresentada
em condi¢des de cultivo em anos anteriores e pela expressiva area cultivada

atualmente.
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3.1.2 Conducéao do experimento

As parcelas foram semeadas a campo na Estacdo Experimental
Agrondmica (Eldorado do Sul — RS) e naturalmente inoculadas por esporos
de P. coronata f. sp. avenae presentes no ambiente. As linhagens foram
semeadas em parcelas experimentais com 3 m? (3 m x 1 m), distanciadas
em 40 cm entre si, disposta no delineamento de blocos ao acaso com trés
repeticdes no ano 2006 e quatro repeticdes nos demais anos. Em cada
parcela foram semeadas aproximadamente 950 sementes tratadas com
Imidacloprido (36 g ia /100 kg de semente) e Triadimenol (37,5 g ia/ 100 kg

de semente).

3.1.3 Avaliacédo da doenca

A intensidade da ferrugem da folha foi avaliada através da estimativa
da severidade da doencga. Apds a avaliagao da doenca em todo o periodo do
ciclo da cultura, foi construida a curva de progresso da doenga para cada
linhagem, e calculada a Area Sob a Curva de Progresso da Doenca

Normalizada e corrigida (ASCPD*c) com a seguinte férmula:

ASCPD* = {{Z [(yi + Yis1)/2] * (tes =)}/ n} * C

Onde:

yi = % da area foliar afetada pela ferrugem da folha (severidade na i-
ésima observacao;

ti = tempo em DAS (dias apos a semeadura) no momento da i — ésima
observacao;

n = periodo de dias entre inicio da moléstia e a ultima avaliagdo da



31

doenca (adaptado de Fry, 1978); e

¢ = maior periodo de epidemia dentre as linhagens avaliadas;

Os dados de ASCPD*c obtidos nos anos de 2006 e 2007 foram
submetidos a ANOVA e as médias foram discriminadas pelo teste de
Duncan 5%. No ano de 2008 os dados de ASCPD*c apresentaram
variancias heterogénicas, portanto foram submetidos a transformacéo y*;=
log (y; + 10) e posteriormente seguiram os mesmos procedimentos de

analise dos dados dos anos anterior.

3.2 Determinacdo de componentes de resisténcia em plantulas

Dois componentes de resisténcia foram avaliados: periodo latente e
numero de pustulas formadas sobre pléntulas dos gendtipos URS 21, URS
22, UFRGS 17, UFRGS 7, URS Guapa, Starter/5*Pc68 e 18 linhagens de
aveia. Estes 18 gendtipos foram selecionados com base na intensidade da
doenca no campo e os tipos de infec¢ao produzidos. A cultivar UFRGS 7 foi
inserida na analise dos componentes da resisténcia por ser altamente
suscestivel no estadio de plantula, sendo utilizada como padrdo de
suscetibilidade em trabalhos realizados anteriormente (Chaves et al., 2004;
Vieira et al. 2006a; 2006b; e Wesp et al. 2008). O periodo latente foi
compreendido como o intervalo de tempo, em dias, entre a inoculacéo e o
surgimento da primeira pustula esporulante (Chaves et al. 2004b e Wesp
2005). A densidade de pustulas foi compreendida como o numero de
pustulas desenvolvidas em uma area conhecida. O resultado foi expresso

em pustulas/cm?.
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Os gendtipos foram semeados em linhas duplas de 10 células
recortadas de bandejas de isopor para a produ¢ao de mudas de hortalicas,
porém somente em uma das linhas de células foi preenchida com substrato
e semeada. Em cada célula foram semeadas trés sementes. Posteriormente
realizou-se um desbaste de forma que restassem de uma a duas plantulas
homogéneas por célula. Desta forma, no momento da inoculagao haviam de
nove a dez plantulas por gendtipo. Junto com cada gendétipo foi semeada a
cultivar URS 22 como controle da inoculagdo. As plantulas foram mantidas
sob condigdes de ambiente controlado com temperatura de 22°+ 2 °C e
fotoperiodo de 16h de luz e 8 horas de escuro. Quatro a seis dias apods a
semeadura as linhas de isopor foram giradas, de forma que as plantulas
crescessem paralelas ao substrato e com a lamina adaxial voltada para o
lado oposto a superficie do substrato.

Para determinar a densidade de pustulas desenvolvidas, cada linha
da bandeja foi divida ao meio, de forma que dois gendtipos pudessem ser
semeados em cada linha. Junto com cada genétipo foi semeada a cultivar
URS 22. Assim, cada linha de isopor continha duas células com esta cultivar.
Os demais procedimentos de manuseio das plantulas foram os mesmos
realizados no experimento para determinar o periodo latente. No entanto,
foram obtidas quatro a cinco plantulas por genétipo.

A inoculacdo foi realizada de forma semelhante ao método descrito
por Chaves et al. (2004b) e Wesp (2005). Quando as plantulas
apresentaram a primeira folha completamente desenvolvida, as linhas de
isopor foram agrupadas de duas a duas e dispostas no interior de uma torre

de decantagao de esporos, onde foram pulverizadas 0,025g de ureddsporos.
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Esta quantidade permitiu uma densidade de aproximadamente 500
ureddsporos/cm?. Estes ureddsporos foram coletados em bulk sobre
diferentes linhagens de aveia no campo em 2006 e multiplicados em
condigdes controladas sobre a cultivar URS 22. Antes da inoculagcédo as
plantulas foram aspergidas com uma solugdo de Tween 20° 0,01% e
permaneceram no escuro por 14 h, em condicdo de cdmara umida a
temperatura de 20°C.

A avaliacdo do periodo latente ocorreu diariamente com o auxilio de
uma lupa manual até que todas as plantulas apresentassem sintomas.

Para determinar a densidade de pustulas desenvolvidas as plantulas
foram coletadas 10 dias ap6s a inoculagao e acondicionadas entre folhas de
papel toalha e mantidas em geladeira a 4°C. A contagem do numero de
pustulas foi realizada tdo logo quanto possivel sob um microscopio
esteroscoépico (Leica MZ 12) com aumento de 40x. Em cada folha foram
avaliados cinco cm medianos, onde foram contados o numero de pustulas
esporulantes e o numero de pontuagdes necroticas. Também foi calculada a
area da folha avaliada. A densidade de pustulas foi obtida pela razao entre
numero total de pustulas e a area do segmento foliar analisado. Para evitar
erros sistematicos dentro da camara de inoculagao, foi calculado o numero
de pustulas em relagao ao controle (R22). Cada conjunto de linhas utilizado
no momento da inoculacdo era composto por quatro repeticbes do controle.
Assim o nimero de pustulas/cm? foi dividido pela média dos controles em

cada conjunto de inoculagao.
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Nas mesmas folhas onde foi avaliada a densidade de pustulas
também foi avaliado o tipo de infeccdo produzido (Tl). Para isso, foi
empregada uma escala qualitativa composta de notas variando de 0 a 4,
proposta pro Chong et al. (2000), associada a alguns simbolos que
complementam esta escala. Os valores da escala representam os seguintes
tipos de infecgéo: (0) = auséncia de urédia ou outros sinais macroscépicos
de infecgdo, (;) = presenga de pontuagdes necréticas ou cloréticas, (1)
pequena urédia rodeada por clorose ou necrose, (2) urédia com tamanho
variando de pequeno a médio rodeada por clorose, (3) = urédia com
tamanho médio em area clorética e (4) urédia grande sem clorose ou
necrose. Os simbolos, ( - ) e ( + ) foram utilizados para indicar pustulas em
tamanho menor ou maior que o usual, respectivamente para cada classe. As
letras N e Cl indicam a presenca marcante de necrose ou halo associados
ao tipo de infeccdo indicado (Bonnett et al. 2002). As situagcbes de
heterogeneidade de Tl foram indicadas pela combinacédo das classes de TI.
Os Tls iguais ou superiores a 3 foram considerados como reacédo de

suscetibilidade. Alguns dos Tls mais frequentes sao ilustrados na Figura 3.
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FIGURA 4. Tipos de infeccdo de Puccinia coronata f. sp. avenae
encontrados com maior frequéncia em plantulas de diferentes
gendtipos de aveia. O tipo de infeccdo (TI= 1) indica pustulas
pequenas circundadas por halo clorético, (Tl= 2) indica pustulas
de tamanho médio ou grande associada com halo clorético, a
indicacdo (TI= 2N) indica a presenca intensa de necrosse
associada as pustulas, e Tl= 3 indica a presenca de pustulas de
tamanho grande com esporolugao intensa. Os tipos de infecgéo
(1), (2) e (2N) indicam reagdes de resisténcia, enquanto o TI=3
indica reagao de suscetibilidade. Porto Alegre, RS. 2009.

Os dados de periodo latente foram submetidos a analise descritiva.
Os dados de densidade de pustulas e R22 nao apresentaram variancias
homogéneas, portanto sofreram transformacao y*; = log(y;) e y*j = log(yj+1),
respectivamente, e foram submetidos a ANOVA com o seguinte modelo
matematico Y*; = Gendtipo; + Inoculagdo;. As médias foram discriminadas

através do teste de Duncan 5%.
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3.3 Quantificagdo dos componentes histolégicos da resisténcia

em plantulas de aveia

3.3.1 Material genético

A avaliagcdo dos componentes histologicos foi realizada sobre as
cultivares UFRGS 17, URS 21, URS 22, URS Guapa, no gendtipo
Pc68/5*Starter e nas linhagens 04B7107-2, 04B7113-1 e 04B7119-2.

As plantulas foram semeadas em linhas de células de isopor e
manipuladas como descrito no procedimento para contagem do numero de
pustulas/cm?. No entanto, foram deixadas duas plantulas por célula apds o

desbaste.

3.3.2 Inoculagéo e indculo

A inoculagao foi realizada dez dias apds a semeadura, quando as
plantulas apresentavam a primeira folha completamente expandida. O
in6culo utilizado foi multiplicado sobre a cultivar URS 22 e coletado dois dias
antes da inoculagdo. A inoculagdo foi realizada com aproximadamente
200uL de uma suspensado de uredésporos em O6leo mineral (Soltrol), na
concentracdo de 10° ureddsporos/ml, em cada conjunto de linhas. A
densidade de ureddsporos depositados foi avaliada sobre placas de Petri
contento meio agua - agua 3%. A inoculagédo com este volume possibilitou
uma densidade de aproximadamente 200 ureddsporos/cm?. Apds a
inoculagao as plantulas foram aspergidas com uma solugdo de Tween 20°

0,01% e mantidas no escuro, em condi¢ao de camara umida por 15 h.
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3.3.3 Amostragem

Em cada gendtipo foram coletadas duas plantulas, destas foi coletado
um segmento de aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido
mediana da folha. As coletas foram realizadas nos intervalos de 12h, 18h,
24h, 30h apds a inoculagao, semelhante ao método apresentado por Bender

et al. (2000) e Anker & Niks (2001).

3.3.4 Coloracdo e exame microscopico

Os segmentos das folhas foram clareados e fixados por 24 horas em
uma solugado de etanol:cloroférmio (3:1, v:v) + acido tricloro-acético 0,15%.
Depois de transcorrido este periodo, os segmentos foram corados ou
armazenados em uma solugdo de glicerol 50%. Os segmentos foram
corados por aquecimento (90 a 100°C) em uma solugdo de Trypan blue
0,03% em lactofenol:etanol (1:2, v:v) durante 5 min. Apds, as amostras
foram imersas em solugdo saturada de cloral hidrato (5:2, p:v) para
clareamento e armazenamento. Os segmentos foliares corados foram
montados com a superficie adaxial voltada para cima em glicerol 50%,
cobertos com uma laminula e selados com uma camada de esmalte (Niks,
1986; Bender et al., 2000).

A observacgao dos sitios de infecgdo em cada um dos segmentos das
folnas selecionados foi realizada em um microscopio Olympus BX41
utilizando como sistemas de iluminagdo campo claro ou contraste de fase.
Foram quantificadas todas as estruturas formadas pelos ureddsporos
depositados sobre o segmento. A visualizagdo e contagem de ureddsporos,

tubos germinativos, apressérios, vesiculas subestomaticas (VSe), hifas
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infectivas (HI), células mae do haustério (CMH) e haustérios foi realizada a
um aumento de 200x. No entanto, as estruturas formadas no interior da
planta foram confirmadas e melhor visualizadas a um aumento de 400x. As
estruturas foram fotografadas com uma cadmera DCM 300 ou Sony DSC-H9
diretamente na ocular e processadas com o software Photoshop 7.0 (Adobe

Systems Incorporated).

3.3.5 Anélise dos dados

As estruturas formadas pelo fungo foram contadas e as proporgdes
dos estadios sucessivos do fungo foram calculadas da seguinte maneira em
cada horario de coleta:

Proporgao de uredosporos germinados = N¢ /(No+Ny);

Proporcao de ureddsporos que diferenciam Apressorios = No/Ny;
Proporcéo de Apressorios com vesiculas subestomaticas = N3/Ny;
Proporcao de VSe com hifas infectivas formadas = N4/N3;

Proporcéao de VSe com CMH = Ns/Ng3;

Proporcao de VSe com haustorios = Ng/N3;

Numero médio de CMH formada por VSe = (numero total de CMH)/Ns3;

Numero meédio de Haustorio formado por VSe = (numero total de
haustorios)/Ns;

Onde: Ny = numero de ureddsporos ndo germinados; N1 = numero de
uredésporos germinados; N, = numero de ureddésporos com apressorios
formados; N3 = numero de ureddsporos com vesiculas subestomaticas
formadas; N4 = numero de ureddsporos com vesiculas subestomaticas e hifa
infectiva formada; Ns = numero de ureddsporos com células mae do

haustoério; Ne = numero de ureddsporos com haustorios formados (adaptado
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de Wyss & Miller-Scharer, 1999).

As variaveis descritas acima foram calculadas e foram construidos
graficos demonstrando o desenvolvimento sequencial das estruturas do
fungo. Em cada grafico locou-se o tempo apds a inoculagdo como abscissa
(x) e a propor¢ao das estruturas formadas pelo fungo em cada genotipo

como variavel dependente (y).

3.4 Andlise histoldgica e histoquimica de colbnias estabelecidas

Para a analise de colbnias estabelecidas foram utilizados os
genotipos descritos no item 3.3.1, bem como o método semeadura e
conducdo das plantulas. A inoculagdo foi realizada 10 dias apds a
semeadura com a utilizacdo de uma camara de decantacdo, onde foram
pulverizados 0,010 g de ureddsporos no experimento A e 0,030 g de
ureddsporos no experimento B, estas quantidades garantiam uma densidade
aproximada de 100 e 500 uredésporos decantados/cm?, respectivamente. O
in6culo utilizado foi obtido de um bulk de ragas coletadas no campo no ano
de 2006, multiplicado sequencialmente nos seguintes genotipos: URS 22, AL
0421 e mantidas sobre plantulas de URS 22, UFRGS 17 e URS Guapa.
Antes da inoculagdo as plantas foram aspergidas com uma solugdo de
Tween 20® 0,01%, e apds a inoculacido as plantas permaneceram no escuro
no interior da camara de decantagcdo, em condi¢cao de camara Uumida durante
15 horas a temperatura de 20°C. No interior da cAmara de decantagao foram
dispostas placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua (3%), onde
posteriormente contaram-se os ureddsporos depositados e aferiram-se as

densidades de inoculagéo.
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As amostras foram coletadas na regido mediana das folhas (1,5 cm
de comprimento) em 48 e 120 hai. As amostras coletadas no experimento A
foram fixadas e seguiram o procedimento de coloracdo com Trypan blue
descrito no item 3.3.4 ou foram armazenadas em glicerol 50%. As amostras
do experimento B foram todas fixadas e posteriormente armazenadas em

glicerol 50% até o momento da realizagao das demais analises.

3.4.1 Analise do desenvolvimento fungico

As amostras coloridas com Trypan blue do experimento A coletadas
em 120 hai foram submetidas a série de etanol 80% (30 min.), 90% (30 min.)
e 100% (2 vezes 30 min.) para a desidratagao e coloridas com uma solugao
saturada de acido picrico em metil salicilato durante 5 min., seguindo uma
lavagem metil salicilato puro durante 15 min. (MacBryde, 1936). As amostras
foram montadas em metil salicilato com a pagina adaxial voltada para cima e
analisadas ao microscopio. Foram avaliadas trés repeticdoes de cada um dos
oito genotipos, sendo que cada repeticdo era composta por 2 amostras
coletadas de plantas diferentes. Nestas amostras foram avaliadas as

seguintes variaveis:

a) Presenca de morte celular do hospedeiro: foram contadas as
colbénias de Puccinia coronata f.sp avenae associadas com células
intensamente coradas com frypan blue. Este corante possui
afinidade por tecidos vegetais mortos (van Wees, 2008). A
proporcao de colénias com morte celular foi obtida pela divisdo do

numero de colbénias com morte celular pelo numero total de



41

b) Aposicao na parece celular (papilas) do hospedeiro. A presenca
de aposi¢cao na parede celular foi verificada pela presenca de
pontuagdes intensamente brilhantes na parede celular do
hospedeiro quando em contado com hifas do fungo (Niks, 1986;
Bender et al., 2000);

c) Area das colénias: o comprimento das colénias paralelamente as
nervuras da folha e a largura das col6nias perpendicularmente a
direcdo da medida do comprimento foram medidos com o auxilio
de uma ocular com um reticulo micrométrico. Evitou-se medir
colonias coalescidas bem como as localizadas nas margens das
amostras. Para o calculo da area da colbnia assumiu-se que as
colénias apresentavam forma eliptica, assim, a area foi calculada

*

com a seguinte férmula: Area = T (comprimento * largura)/4
(Bender et al., 2000); e

d) Presenca de tecido esporogénico. A propor¢cao de colénia com
tecido esporogénico foi obtida pela divisdo do numero de colbnias

com a presenga de células esporogénicas ou ureddsporos pelo

numero total de col6nias avaliadas.

3.4.2 Histolocalizacdo de compostos fendlicos

A presenca de compostos fendlicos foi avaliada através da coloragao
com o - toluidina. As amostras coletadas de duas plantas no experimento B
foram clareadas em cloral hidratado (5:2). Apds, os segmentos foram

incubados com uma em solugao tampao de citrato 50 mM pH 3,5 durante 30
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minutos (2x), seguindo uma coloragao com o-toluidina a 0,05% em tampao
citrato durante 20 min. Apds, os segmentos foram lavados no mesmo
tampao e montados em laminas com uma solugao de glicerol:tampéo (1:1)
(v:v), e observados sob microscépio (O’Brien et al., 1964; Borden & Higgins,
2002 com pequenas alteracdes). Em cada lamina observou-se a presenca
ou a auséncia de colbnias associadas com células coradas com o-toluidina.
A proporcdo de colOnias associadas a células coradas nao foi realizada

devido a dificuldade em se identificar a reagdo em algumas coldnias.

3.4.3 Histolocalizacdo de compostos autofluorescentes

Para a analise da presengca de compostos autofluorescentes
associados as colonias foram utilizadas trés plantas de cada genotipo,
coletadas no experimento B nos horarios 48 e 120 hai. As amostras foram
clareadas em cloral hidratado, montadas em glicerol 50% e avaliadas sob luz
azul epifluorescente. Esta fluorescéncia foi conseguida pela utilizagdo de um
microscopio Olympus BX 41 (com um conjunto de filtros de excitagdo U-
MWB2 GPF: 450 to 480 nm, dichroic beamsplitter; 500 nm, barrier filter
BA515) (de Vleesschauwer et al, 2008; de Vleesschauwer et al., 2009). Em
cada segmento de folha foram localizadas as col6nias fungicas contendo no
minimo apressorio, vesicula subestomatal e hifas infectivas e avaliadas
quando a presenca ou auséncia de células autofluorescentes do hospedeiro.
As amostras coletadas 120 hai foram avaliadas também quanto a formacéao

de tecido esporogénico.
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3.4.4 Compostos semelhantes a ligninas

Duas amostras de cada gendtipo coletadas 48 e 120 hai do
experimento A foram avaliados quando a presengca de compostos
semelhantes a ligninas através da reacdo de Weisner ou da reagdo de

Cross-Bevan com os seguintes procedimentos:

a) Reacédo de Weisner: as amostras armazenadas em glicerol 50%
foram lavadas em etanol 50% e incubadas durante 30-60 min. em uma
solugédo etandlica de floroglucinol (2%):HCI 12 N (2:1, v:v). As amostras
foram montadas em glicerol 50% e visualizadas sob microscopio (Deon,

1997, com pequenas modificagdes).

b) Reagédo de Cross-Bevan: As amostras armazenadas em glicerol
50% foram lavadas em etanol 50%, imersas em etanol 50% durante 1 min.,
apods foram transferidas para uma solugcdo aquosa de hipoclorito de sodio
1% durante 5 min. e incubadas durante 30 min. em uma solucao de
hipoclorito de sodio (5%) acidificada a pH 1 com HCI. Apés, as amostras
foram lavadas em agua destilada deionizada e infiltradas sob vacuo com
uma solugdo aquosa de NaSOs 2% (p:v) a 4°C durante 10-15 min. As
amostras foram montadas em NaSO, 20% (p:v) e observadas ao

microscopio (Deon, 1997 com pequenas modificagdes).

Antes das avaliagbes de compostos semelhantes a ligninas, as
amostras foram avaliadas sob microscopio para detectar a presenca de

células escurecidas (browning). Apos a coloracdo as coldnias foram



44

identificadas e observou-se a reagao com os diferentes corantes.

O tipo de infeccéo produzido também foi avaliado 13 a 15 dias ap6s a
inoculagdo em todos os experimentos. Para tanto foi utilizada a escala
proposta por Chong et al. (2000) com as anotagdes de intensidade proposta

por Bonnett et al. (2002), como descrito anteriormente no item 3.2.

3.4.5 Andlise dos dados

Os dados obtidos de tamanho das colbnias foram submetidos a
analise de varidncia em um delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticoes. O tamanho das colonias em cada repeticdo foi obtido pela
avaliagdo de duas plantas em cada gendtipo. A discriminagado das médias foi
realizada através do teste de Duncan 5%.

Os dados de proporgdes de colbnias com morte celular, tecido
esporogénico e compostos fendlicos foram analisados segundo o teste de X
em tabela de contingéncia 2x8. A discriminacdo entre proporgdes foi
realizada segundo o procedimento semelhante ao teste de Tukey 5%
apresentado por Zar (2009).

A associagao entre a densidade, area das pustulas, proporcdo de
colénias com morte celular, tecido esporogénico e produ¢gdo de compostos
autofluorescentes em 48 e 120 hai foram analisadas através do calculo dos
coeficientes de correlagdo de Spearman (rs). Foram considerados
significativos os coeficientes que apresentaram P < 0,05. Todas as analises
estatisticas foram realizadas através do programa SAS 8.0 (SAS Institute,

Inc., 2000).



4 RESULTADOS

4.1 Dados de campo

A analise da varidncia da area sob a curva de progresso da doenca
normalizada e corrigida (ASCPD*c) revelou diferencas estatisticas
significativas entre os gendtipos nos trés anos de avaliagdes (P< 0,001). A
utilizacao do delineamento de blocos ao acaso néao foi eficiente, pois néo
houve efeito de blocos (P> 0,38 em todos os anos).

No ano de 2006 foram realizadas 10 avaliagdes da doenga durante 59
dias de epidemia (entre 22 de agosto e 20 de outubro). As cultivares URS 22
e UFRGS 17 foram as mais suscetiveis dentre as avaliadas por
apresentarem elevada ASCPD*c (Tabela 1) e diferiram significativamente
entre si e dos demais genotipos. A cultivar URS 21 apresentou ASCPD*c
intermediaria, mas foi considerada resistente. A ASCPD*c nao permitiu
diferenciar as linhagens avaliadas. No entanto, em algumas linhagens como
04B7111-1 houve grande variagdo na severidade da doenca. Uma das
repeticdes desta linhagem apresentou na ultima avaliagédo 5% de severidade
no ano de 2006, destacando-a dentre as linhagens resistentes.

No ano de 2007 foram realizadas cinco avaliagdes da doenga durante
uma epidemia com 50 dias de duracdo (entre 5 de setembro e 25 de

outubro). Os gendtipos URS 22 e UFRGS 17 foram os mais suscetiveis a
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doenca apresentando as maiores ASCPD*c (Tabela 1). O gendtipo URS 21
apresentou ASCPD*c intermediaria, sendo diferente estatisticamente dos
demais genotipos avaliados. As linhagens 04B7107-2, 04B7108-2, 04B7109-
2 e 04B7117-2 apresentaram ASCPD*c acima de 10, porém nao diferiram
estatisticamente das demais linhagens.

Em 2008 o numero de gendtipos avaliados foi reduzido para 12 com
base nas avaliagdes realizadas nos anos anteriores. Neste ano foram
realizadas sete avaliacbes da doenca entre os dias 15 de setembro e 21 de
outubro, totalizando uma epidemia com 67 dias. A cultivar URS 22
apresentou a maior ASCPD*c sem diferir estatisticamente da -cultivar
UFRGS 17 (Tabela 1). A cultivar URS Guapa apresentou ASCPD*c elevada
podendo, portanto, ser considerada com suscetivel. Os demais gendétipos
foram considerados resistentes apresentando valores de ASCPD*c abaixo
de 100. As linhagens 04B7110-1, 04B7107-2 apresentaram valores de
ASCPD*c superiores a cultivar URS 21, porém nao houve diferenca
estatistica entre estes trés gendétipos. Os demais gendtipos foram altamente
resistentes apresentando valores de ASCPD*c inferiores a 10, ndo diferindo
estatisticamente entre si.

Em alguns gendtipos observou-se uma grande variagao nas leituras
de severidade da doencga, sendo que algumas vezes essa variagao foi
superior a 100% na ultima leitura, sobretudo no ano de 2007 com as
linhagens 04B7107-1, 04B7107-2, 04B7108-2 e 04B7109-2 (dados nao
apresentados). Como consequéncia disto, o coeficiente de variagdo da
analise estatistica realizada os anos de 2007 apresentou-se elevado, de

forma mais intensa no ano de 2008 ocasionou variancias heterogénicas
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entre os tratamentos, prescindindo da utilizagdo da transformagao dos
dados.

Todos o0s gendtipos avaliados apresentaram tipo de infecgao
caracteristico de linhagens suscetiveis (tipo de infeccdo 3 ou superior). Em
alguns genotipos pdde-se observar com frequéncia a presenca de rupturas
da epiderme caracteristicas da formagao de uma pustula. No entanto, estas
pustulas ndo apresentavam uredodsporos. A cultivar suscetivel UFRGS 17
também apresentou pustulas com estas caracteristicas, mas nao se pode
relacionar a presenca destas pustulas com o nivel de resisténcia das
cultivares (Tabela 1). Além dos sintomas descritos na Tabela 1 (presenca de
halo e pustulas abortadas), também foi freqlente a observagdo de

pontuagdes necroticas sobre as folhas dos gendtipos.
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TABELA 1. Reacao de 38 gendtipos de aveia branca a ferrugem da folha
em condi¢des de campo. Eldorado do Sul, RS.

2006 2007 2008
Genotipo ASCPD*c Pustula Presenga  ASCPD*c ASCPD*c®
abortada de halo
URS 22 907 a? -0 + 826 a° 1561 a™
UFRGS 17 265 b + - 259 b 1089 a
URS Guapa - - 470 b
URS 21 43 c - - 112 c 46 c
04B7111-1 9 d ++++ 25 d -
04B7113-1 7 d + ++++ 5 d 7 d
04B7110-3 7 d - ++++ -
Pc68/5*Starter 6 d - - 4 d 4 d
04B7110-1 5 d - +++ 3 d 88 ¢
04B7110-2 5 d ++ +++++ 4 d ---
04B7109-1 5 d +++ +++ 1 d -
04B7107-2 5 d - +++ 35 d 69 c
04B7114-3 4 d ++ +++ 2 d -
04B7117-3 4 d + +++ -—- --
04B7112-1 4 d ++ ++ -—- -—-
04B7109-4 4 d - +++ - -—-
04B7106-1 4 d - ++++ - ---
04B7115-1 4 d - ++++ - ---
04B7108-2 4 d ++ ++ 23 d ---
04B7107-1 4 d ++ 7 d -
04B7117-2 4 d + +++++ 11 d -—-
04B7119-2 4 d - + -—- 5 d
04B7114-1 4 d ++ ++ 1 d 8 d
04B7109-3 4 d + +++ 3 d
04B7106-2 4 d - +++ -—-
04B7114-2 4 d - - -—- -
04B7108-3 3 d - ++ - ---
04B7116-2 3 d - +++ - ---
04B7111-2 3 d ++ ++ 3 d -
04B7119-1 3 d ++ --
04B7112-4 3 d + + 4 d 9 d
04B7109-2 3 d - +++++ 14 d
04B7117-1 3 d - ++++ - ---
04B7112-2 3 d + ++++ - -
04B7108-1 3 d + +++ 2 d ---
04B7116-1 3 d + +++ - ---
04B7118-2 3 d + ++ - -
04B7118-1 3 d - - 4 d 4 d
04B7112-3 2 d - ++++ 4 d -—-
Cv= 10,73% 43,14% 9,11%

@, Médias seguidas por mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan 5%;

® + e — indicam respectivamente presenca e auséncia da variavel descrita. A adigao de
sinais “+” indica a intensidade com que a caracteristica foi encontrada;

°. Gendtipos n&o avaliados; e

9. Os dados fora submetidos & transformagao y*i= log (yj+10).
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4.2 Componentes da resisténcia em plantula

4.2.1 Periodo latente

O periodo latente variou de seis a nove dias nas plantulas avaliadas.
Todas as plantulas utilizadas como controle suscetivel apresentaram
sintomas da doencga simultaneamente a partir do sexto dia. O gendtipo URS
21 apresentou na média o maior periodo latente. As cultivares URS 22, URS
Guapa e UFRGS 7 apresentaram os menores valores de periodo latente
juntamente com a linhagem 04B7112-4 (Figura 4). Nao foram observadas

pustulas em nenhuma plantula do gendtipo Pc68/5*Starter.
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FIGURA 5. Periodo latente de Puccinia coronata f. sp. avenae em diferentes
gendtipos de aveia. As barras representam o erro padrdo da
média. Cv = 5,42% Porto Alegre, RS. 2009.

4.2.2 Densidade de pustulas desenvolvidas

A analise da variancia mostrou efeitos significativos para gendtipos (P
<0,0001) e entre inoculagdes (P <0,0001). A densidade de pustulas variou
de 136 a 13 pustulasicm® nas cultivares UFRGS 17 e URS 21,
respectivamente (Tabela 2 e Apéndice 3). Os genodtipos URS 22, URS
Guapa, UFRGS 7 e UFRGS 17 apresentaram as maiores densidade sem

haver diferenca significativas entre elas. Ndo houve diferenga estatistica
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entre a maior parte das linhagens avaliadas e apenas um grupo de linhagens
diferiu da linhagem 04B7107-2. A cultivar URS 21 apresentou a menor
densidade de pustulas diferindo dos demais genétipos avaliados. O gendtipo
Pc68/5*Starter ndao apresentou nenhuma pustula, mas somente algumas
pontuacdes clordticas (flecks). Por este motivo este gendtipo nao foi incluido
na analise estatistica (Tabela 3 e Apéndice 4).

A analise estatistica dos valores da densidade de pustulas relativa a
URS 22 (R22) apresentou efeito significativo para o efeito de gendtipos (P
<0,0001) e inoculacao (P= 0,0002). A cultivar URS 22 apresentou R22 de 1,
indicando que a utilizagdo dos controles em cada bandeja foi eficiente. As
cultivares UFRGS 17, URS Guapa e UFRGS 7 nao deferiram
significativamente entre si, porém deferindo das demais linhagens. A
excegao foi a linhagem 04B71107-2 que nao diferiu de UFRGS 7 (Tabela 2).
A cultivar URS 21 apresentou menor R22 nao diferindo apenas das

linhagens 04B7114-1 e 04B7110-1.
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TABELA 2. Densidade de pustulas de ferrugem da folha em plantulas de
diferentes genotipos de aveia. Porto Alegre, RS. 2009.

Genétino Densidade Densidade relativa aos
b (Pust./cm?) controles (R22) °
UFRGS 17 1353 a? 1,22 a?
URS 22 115,7 ab 1,00 a
URS Guapa 942 abc 1,08 a
04B7107-2 83,2 abcd 0,63 b c
UFRGS 7 80,0 abcde 0,90 ab
04B7107-1 674 abcde 0,66 b c
04B7109-3 66,0 abcde 0,53 cd
04B7112-3 60,2 abcde 0,52 c d
04B7118-1 59,7 abcde 0,61 b c
04B7114-3 57,4 bcde 0,51 cd
04B7117-2 56,2 bcde 0,57 bcd
04B7110-2 56,2 bcde 0,59 bcd
04B7108-1 56,0 bcde 0,45 cd
04B7109-2 55,0 bcde 0,47 cd
04B7108-2 53,6 cde 0,41 cd
04B7112-4 47,5 cde 0,42 cd
04B7111-2 47,3 cde 0,44 cd
04B7111-1 46,3 de 0,47 cd
04B7109-1 43,8 e 0,52 cd
04B7110-1 42 1 e 0,35 cde
04B7113-1 36,5 e 0,43 cd
04B7114-1 34,0 e 0,29 de
URS 21 13,3 f 0,15 e
Pc68/5*Starter -~ —--
CV = 12,2% 24.1 %

®. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan 5%;
Dados transformados [y*; = log(y;)] e [y*; = log(y;+1)] para densidade de pustulas e densidade
relativa, respectivamente;

. Densidade de pustulas em relagdo a cultivar URS 22 semeada como controle em cada
unidade experimental; e

. Este gendtipo ndo foi incluido na analise estatistica, pois ndo foi observada a formagéo de
pustulas.

Alguns gendtipos apresentaram algumas pontuagdes cloréticas, que
nao progrediram para o desenvolvimento de pustulas. A anadlise estatistica
nao mostrou diferenga significativa entre os gendtipos avaliados (P= 0,79),
porém houve efeito significativo das inoculagbes (P= 0,0095), As cultivares
URS 22, UFRGS 17, UFRGS 7 e URS Guapa nao apresentaram pontuacoes

necréticas e nado foram incluidas na analise, da mesma forma que as

linhagens 04B7107-2, 04B7109-2, 04B7109-3 e 04B7113-1.
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TABELA 3. Densidade de pontuagdes clordticas em plantulas de diferentes
gendtipos de aveia. Porto Alegre, RS. 2009.

Genotipo Densidade ,
(pontuacdes clordticas/cm?)

04B7112-4 6,50
04B7107-1 4,37
04B7111-1 4.04
04B7108-1 366
04B7114-3 363
04B7109-1 3.06
URS 21 3.06
04B7111-2 3.00
Pc68/5*Starter 282
04B7118-1 273
04B7114-1 270
04B7117-2 245
04B7108-2 235
04B7112-3 222
04B7110-2 214
04B7110-1 1.74
04B7107-2 "l

04B7109-2 T

04B7109-3 T

04B7113-1 b

URS Guapa b

UFRGS 17 T

UFRGS 7 "

URS 22 Y

Cv = 38,4 %

@. Diferengas n&o significativas P= 0,77;
® Dados n&o inseridos na analise estatistica;

As cultivares UFRGS 7, UFRGS 17, URS 22 e URS Guapa
apresentaram tipo de infeccdo de (3) a (3+), com o desenvolvimento de
pustulas com grande produgdo de uredosporos e em algumas vezes
presenga de halos. A cultivar URS 21 apresentou Tl (2Cl) a (3-), ou seja,
pustulas pequenas e em algumas situagdes halos cloréticos. O gendtipo
Pc68/5*Starter apresentou Tl (0) e (;). As demais linhagens apresentaram
um tipo infeccdo com pustulas pequenas a médias associadas halos

cloréticos ou necroticos classificados com (2Cl), (2N) ou (3-).
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4.3 Componentes histolégicos da resisténcia

A taxa de germinacao dos ureddsporos foi maior que 70%. De modo
geral, houve maior homogeneidade da germinag¢ao dos ureddsporos entre o0s
diferentes gendtipos em 12 e 24 hai (Figura 5). A totalidade dos ureddsporos
estavam germinados em amostras coletadas no gendétipo 04B7119-2 em 18
hai e URS 21 em 30 hai, no entanto estes maximos ndo foram mantidos nas
avaliagdes posteriores, para os demais gendétipos a maxima germinagao foi
de cerca de 90% dos ureddsporos presentes na amostra. A proporgcédo de
ureddsporos germinados ndo permitiu separar os gendtipos resistentes em
uma classe distinta dos suscetiveis. A alta taxa de germinacao apresentada
nestas avaliacbes podem ser atribuidas a artefatos do método, uma vez que
0s esporos germinados aderem-se mais fortemente a superficie da folha, os
demais esporos podem ter sido removidos pelas solug¢des fixadora, corante

ou clarificante utilizadas, supestimando a propor¢ao de esporos germinados.

—e—URS 22
—=— UFRGS 17
—a— URS Guapa
—m— Pc68/5*St
—x— URS 21
—e— 04B7107-2
——04B7113-1
60 4 ——04B7119-2

70

Esporos germinados (%),

50

12 18 24 30

Horas apés a inoculagdo

FIGURA 6. Progresso da germinagéo de ureddsporos de Puccinia coronata
f. sp. avenae sobre folhas de diferentes gendtipos de aveia.
Porto Alegre, RS. 2009.
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Os apressoérios ja puderam ser observados sobre os estdbmatos tao
cedo quanto 12 hai (Figura 7 e Figura 8). O gendtipo UFRGS 17 apresentou
um aumento gradativo do numero de apressorios formados no decorrer do
tempo, enquanto que os demais genoétipos nao apresentaram este padrao. A
tendéncia foi um pequeno aumento no numero de apressérios formados,
apesar da variacao entre os diferentes horarios de avaliacdo. A menor
proporgcao de ureddsporos germinados com a diferenciagado de ureddsporos
foi de 14% apresentada pelo gendétipo 04B7107-2 em 18 hai, sendo inferior
aos demais genoétipos. Nas coletas em horarios posteriores (24 e 30 hai)
este gendtipo apresentou proporgdes semelhantes aos demais gendtipos.
Os gendtipos URS 22, Pc68/5*Starter e 04B7119-2 apresentaram as
menores proporgdes de uredosporos germinados com apressorio em 30 hai.
A maxima diferenciacdo de haustorios foi observada no genétipo UFRGS 17
em 30 hai onde todos os ureddsporos germinados diferenciaram um
apressorio. Os gendtipos resistentes e suscetiveis ndo formaram classes

distintas quanto a percentagem de ureddsporos germinados contendo

apressorio.

100 -
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o 80 4 —o—URS 22
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2 60 —a—URS Guapa
T o ]
22 —m— Pc68/5*St
® a2 —%—URS 21
S © 40
Eg —e—04B7107-2
5 —+— 04B7113-1
o 20 —— 04B7119-2
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FIGURA 7. Diferenciacdo de apressorios de Puccinia coronata f. sp. avenae
sobre diferentes gendtipos de aveia branca. Proporgdo em
relacdo aos ureddsporos germinados. Porto Alegre, RS. 2009,
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FIGURA 8. Diferenciacdo de apressorio de Puccinia coronata f. sp. avenae
sobre estdmato (e) em folha da cultivar de aveia URS Guapa em
uma amostra coletada 30 hai. Apressorio (ap) é corado em azul
claro pelo corante trypan blue. Os ureddsporos germinados (urq)
ou nado (ury) s&o visualizados acima do campo focal. A barra
indica 20 um. Porto Alegre, RS. 2009.

As primeiras vesiculas subestomatais foram formadas apenas 12
horas apos a inoculagdo (Figura 9). Houve um aumento da proporgéo de
formacéo de VSe com o avancgo do tempo. Nas coletas realizadas em 30 hai,
mais de 60% dos apressérios formados apresentavam VSe na maior parte
dos gendtipos. No entanto, o gendtipo URS 22 apresentou uma redugao na
proporcdo de VSe formadas, onde cerca de 50% dos apressorios
diferenciaram VSe em 30 hai. O gendtipo UFRGS 17 apresentou uma
percentagem de 95% de apressoérios com VSe na avaliagao realizada em 12
hai, esta proporcdo manteve-se elevada nos avaliagbes posteriores, com
uma pequena redugdo para 90% em 30 hai. A porcentagem de apressorios
com VSe na linhagem 04B7113-1 foi de 13% em 18 hai, nas avaliagdes
seguintes esta porcentagem foi gradativamente sendo elevada atingindo

95% em 30 hai, sendo semelhante aos genoétipos URS 21 com (100%) e
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UFRGS 17. Os genotipos 04B7119-2, URS Guapa, 04B7107-2 e
Pc68/5*Starter apresentaram proporc¢des similares de apressoérios com VSe
na avaliagao realizada em 30 hai. Os gendtipos resistentes e suscetiveis nao
puderam ser agrupados em classes distintas quanto a percentagem de

apressorios com a diferenciagao de VSe.

100 +

—e— URS 22
—=— UFRGS 17
—a— URS Guapa
—m— Pc68/5*St
—x— URS 21
—e— 04B7107-2
——04B7113-1
——04B7119-2
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FIGURA 9. Desenvolvimento de vesicula subestomatal (VSe) de Puccinia
coronata f. sp. avenae sobre diferentes gendtipos de aveia.
Proporcdo em relagdo aos ureddsporos que desenvolveram
apressorio. hai — horas apds a inoculagdo. Porto Alegre, RS.
20009.

O desenvolvimento de hifas infectivas foi observado 18 hai na maioria
dos gendtipos (Figura 10). P. coronata f. sp. avenae apresentou VSe com
desenvolvimento bipolar de HI, ou seja, duas HI foram desenvolvidas por
VSe, porém houve VSe com uma unica HI, mas em frequéncia muito baixa.
Assim, mais 70% das VSe desenvolvidas apresentavam HI decorridas 30
hai. A presenca de HI foram detectadas mais tardiamente nas cultivares
URS 21 e URS Guapa (em 24 hai), porém nesta avaliagéo as proporgdes de
VSE com HI ja era superior a 80% nestas cultivares. Os gendtipos UFRGS

17, 04B7119-2, 04B7113-1 e URS 22 apresentaram uma propor¢ao superior
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a 95% de apressérios com HI em 30 hai, formando um grupo separado dos
demais genotipos cujas porcentagens variaram entre 74 e 80% no mesmo
horario de coleta. Apesar de ocorrer a formagao destes dois grupos quanto a
formagdao de HI, estes eram formados tanto por gendtipos resistentes
quanto suscetiveis, ndo formando permitindo a diferenciagcdo das classes

resistentes e suscetiveis.
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FIGURA 10. Desenvolvimento de hifa infectiva (HI) de Puccinia coronata f.
sp. avenae sobre diferentes genoétipos de aveia. Proporgédo em
relagdo as vesiculas subestomatais formadas. hai — horas
apos a inoculacao; VSe — vesicula subestomatal. Porto Alegre,
RS. 2009.

Os gendtipos 04B7119-2 e 04B7113-1 apresentaram uma pequena
proporcdo de VSe com célula mae do haustério em 18 hai. Os demais
genotipos somente as apresentaram na avaliagédo em 24 hai. As 30 hai os
genotipos URS 21, Pc68/5*Starter e 04B7113-1 apresentaram cerca de 70%
das VSe formadas com CMH, enquanto que os demais genotipos
apresentavam uma proporgao superior a 90% (Figura 11). Cada VSe
produzidas apresentou na média uma CMH em 24 hai (Figura 12 e 13). Na

avaliagao realizada em 30 hai foram formados trés grupos de gendtipos
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quanto ao numero de CMH desenvolvidas. O primeiro grupo foi formado
pelos gendtipos UFRGS 17 e 04B7113-1 com mais quatro CMH em cada
VSe desenvolvida, seguidos pelo genétipo URS Guapa e URS 21, com mais
de trés CMH desenvolvidas. O terceiro grupo formado apresentou
aproximadamente duas CMH desenvolvidas em cada VSe diferenciada, este
grupo foi formados pelos gendtipos Pc68/5*Starter, 04B7113-2, 04B7119-2 e
URS 22. Apesar de serem formados grupos de gendtipos com porcentagens
de VSe com CMH ou quanto o numero de CMH desenvolvida, em um
mesmo grupo foram inseridos tanto gendtipos resistentes quanto
suscetiveis, de forma que estas caracteristicas nao diferenciaram os

gendtipos resistentes dos suscetiveis.
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FIGURA 11. Desenvolvimento de células mée do haustério (CMH) de
Puccinia coronata f. sp. avenae sobre diferentes gendtipos de
aveia. Proporgdo em relagdo as vesiculas subestomatais
formadas. hai - horas apds a inoculacdo; VSe - vesicula
subestomatal. Porto Alegre, RS. 20009.
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FIGURA 12. Numero médio de células mae de haustério (CMH)
desenvolvidas em cada vesicula subestomatica (VSe) de
Puccinia coronata f. sp. avenae sobre diferentes gendtipos de
aveia. hai - horas apods a inoculagao. Porto Alegre, RS. 2009,

FIGURA 13. Diferenciacdo de Haustério (Ha) e célula mae de haustério
(CMH) de Puccinia coronata f. sp. avenae desenvolvidas 30
hai no interior de células do mesofilo da cultivar de aveia URS
22. Amostras clareadas e coradas com ftrypan blue. A barra
indica 10 um. A regido do pescogo do haustoério é indicada
pela letra n (neck) e hi indica as hifas do fungo. Porto Alegre,
RS. 2000.

Vinte e quatro horas apds a inoculacao foram observados haustorios
em todos os gendtipos inoculados. Os gendtipos UFRGS 17 e URS 22

apresentaram aproximadamente 40% de VSe com haustérios na avaliagao
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realizada em 24 hai, na avaliagcao realizada em 30 hai. A proporcéo de VSe
com haustérios nos genétipos Guapa, 04B7113-1, Pc68/5*Starter e
04B7107-2 foi de aproximadamente 10% na avaliagdo realizada em 18 hai,
na avaliagdo posterior estes gendtipos foram agrupados em diferentes
grupos. As menores percentagens de VSe com haustérios foram
apresentadas pelos gendtipos URS 21 e 04B7107-2 (Figura 14). O gendtipo
UFRGS 17 apresentou pelo menos um haustério em 93% das VSe, com um
numero médio de dois haustdrio por VSe (Figura 15). Os gendtipos URS 21
e 04B7107-2 apresentaram os menores numeros de VSe com haustorios
(57% e 49%, respectivamente), assim como 0s menores numeros de
haustérios por VSe (1 e 1,3 haustério por VSe, respectivamente) juntamente
com o gendtipo Pc68/5*Starter (1,1 haustdrio por vesicula). A utilizagdo do
numero de haustdrios desenvolvidos e a propor¢cao de VSe com haustorios

nao permitiu diferenciar os genétipos resistentes dos suscetiveis.
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FIGURA 14. Desenvolvimento de haustérios de Puccinia coronata f. sp.
avenae sobre diferentes gendtipos de aveia. Proporgdo em
relacédo as vesiculas subestomatais formadas. hai - horas apos
a inoculacdo; VSe — vesicula subestomatal. Porto Alegre, RS.
2009.
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FIGURA 15. Numero médio de haustério desenvolvidos em cada vesicula
subestomatica (VSe) de Puccinia coronata f. sp. avenae sobre
diferentes gendtipos de aveia. hai - horas apds a inoculagao.
Porto Alegre, RS. 2009.

4.4 Analise histoldgica e histoquimica de coldnias estabelecidas

O tipo de infecgédo produzido sobre os gendtipos URS 22, UFRGS 17
e URS Guapa foi (3) ou (3+) (Tabela 4) indicando que esses s&o suscetiveis
ao conjunto de ragas utilizadas. Os demais genoétipos apresentaram tipo de
infecgdo caracteristico de resisténcia Tl< (3). As linhagens 04B7107-2,
04B113-1 e 04B7119-2 apresentaram pustulas de tamanho pequeno a
grande, frequentemente circundadas por halos necroticos ou cloréticos. No
entanto, a linhagem 04B7107-2 apresentou uma menor quantidade de
pustulas com estas caracteristicas. A cultivar URS 21 apresentou pustulas
predominantemente pequenas associadas com halos cloréticos e algumas
vezes necroéticos. O gendtipo Pc68/5*Starter ndo apresentou pustulas e
raramente foram observadas pontuag¢des necroticas [flecks, Tl = (;)]. Estas
pontuagbes também foram observadas sobre os gendtipos URS 21,

04B7119-2 e mais raramente em 04B7113-1. Existiram pequenas variacdes
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entre os tipos de infecgao entre as inoculagdes, principalmente na linhagem
04B7113-1, onde na terceira inoculacdo o TI foi (3), indicando
suscetibilidade. Nos demais gendtipos essas variagdes nao

descaracterizaram o fenétipo (Tabela 4).

TABELA 4. Tipo de infeccao de Puccinia coronata f. sp. avenae ? produzido
nas inoculagdes sobre os gendtipos de aveia utilizados nas
analises histoldgicas. Porto Alegre, RS. 2009.

Tipo de infeccédo

Gendtipo Fendtipo
Inoculacdo 1 Inoculagcdo 2 Inoculagéo 3
URS 22 33+° 33+ 33+ Suscetivel
UFRGS 17 33+ 33+ 33+ Suscetivel
URS Guapa 33+ 33+ 33+ Suscetivel
04B7107-2 3-3 3 3- 33- Intermediario
04B7113-1 2N 2+ 3 2N 2+ 3 3-3 Resistente
04B7119-2 2+N 3- 24N 1; 2N 1 3- Resistente
URS 21 23-; 1; 21; Resistente
Pc68/5*Starter 0 0 0() Resistente

@ Indculo constituiu-se de uma mistura de ragas virulentas a cultivar URS 22 e multiplicadas
sobre a cultivar URS 22 no experimento 1 e sobre as cultivares URS 22, URS Guapa e
UFRGS 17 nos demais experimentos;

® Tipo de infeccdo segundo Chong et al. (2000) e Bonnett et al. (2002).

A analise do desenvolvimento das col6nias apds seu estabelecimento
foi realizada através da mensuracdo da area média das colénias em cada
gendtipo. As colonias observadas 120 hai apresentavam um
desenvolvimento intenso de micélio intercelular, células mae de haustério e
haustorios. O maior comprimento das col6nias se deu no sentido paralelo
aos feixes vasculares das folhas e, em muitos casos, houve o
desenvolvimento lateral das colbnias, o qual foi delimitado pela presenga
destes feixes. O comprimento médio das coldnias variou de 0,27 a 1,71 mm

para os genotipos Pc68/5*Starter e 04B7107-2, respectivamente, e a largura
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0,12 a 0,81 mm respectivamente para os mesmos gendtipos (dados nao
apresentados). A area média das coldnias variou entre 0,280 a 1,124 mm?
entre os gendtipos, com média geral de aproximadamente 0,900 mm?. A
analise da variancia nao indicou efeito de repeticdes (P= 0,3885) e houve
diferencas entre gendtipos (P= 0,0001). Porém, quando as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Duncan 5%, somente o gendtipo

Pc68/5*Starter diferiu significativamente dos demais (Tabela 5).

TABELA 5. Quantificacdo do desenvolvimento de colénias de Puccinia
coronata f. sp. avenae em diferentes gendtipos de aveia 120
horas ap6s a inoculagao. Porto Alegre, RS. 2009.

Genétipo Areada cglénia Morte cequIar Tecido Espobrogénico
(mm®) (%) (%)

04B7107-2 1,124 a° 13,6 c’ 74,2 a°
04B7113-1 0,940 a 679 b 25,0 def
UFRGS 17 0,930 a 6,5 c 64,6 ab
04B7119-2 0,912 a 630 b 31,6 cde
URS 22 0,901 a 2,2 c 54,6 abc
URS 21 0,857 a 60,5 b 7.9 ef
URS Guapa 0,823 a 10,4 C 454 bcd
Pc68/5*Starter 0,027 b 100,0 a 0,0 g

Cv= 21,73% - -

. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente pelo tese de Duncan
5%;

. Proporcdo das colbénias com morte celular do hospedeiro ou presenca de tecido
esporogénico; Morte celular: x2= 175,29 (P< 0,0001), e presenga de tecido esporogénico:
X°= 94,67 (P< 0,0001); e

. Proporgbes seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente entre si,
comparadas por teste semelhante ao de Tukey 5% (Zar, 2009);
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A coloragdo conjunta de Trypan blue com acido picrico permitiu
identificar claramente as colbnias que apresentavam morte celular. Estas
colénias apresentavam células intensamente coradas de azul, em contraste
com as demais células do hospedeiro que eram levemente azuis (Figura 16).
Os gendtipos avaliados apresentaram diferentes propor¢coes de colbnias
associadas a morte celular (Tabela 5 e Apéndice 5). A comparagao entre
propor¢gdes realizada dividiu os gendtipos em trés grupos distintos. O
primeiro grupo foi formado unicamente pelo gendtipo Pc68/5*Starter com a
maior propor¢cdo de coldnias com morte celular. Um segundo grupo foi
formado pelos gendtipo 04B7113-1, 04B7119-2 e URS 21 com uma
proporgao de colénias com morte celular superior a 60%. E o terceiro grupo
foi formado pelos demais gendtipos com menos de 15% das colonias

associadas com morte celular.
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FIGURA 16.

Célula do mesdfilo do gendtipo Pc68/5*Starter apresentando
morte celular em resposta a infecgdo por Puccinia coronata f.
sp. avenae. A) Seta indica intensa coloragdo azul
caracterizando morte celular; e B) Seta em preto indica célula
com morte celular com um haustério no centro. Seta vermelha
indica hifa do fungo. Amostras coradas com trypan blue
avaliadas sob microscopia com contraste de fase. Barras
indicam 50 pym. Porto Alegre, RS. 2009.

A formacgao de tecido esporogénico foi observada pela formagao de

um adensamento do micélio e a identificagdo de células esporogénicas,

ureddsporos imaturos ou maduros. Todas estas estruturas foram formadas
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no interior do hospedeiro, ndo ocorrendo a ruptura da epiderme com a
exposicao dos ureddésporos. Os gendtipos avaliados apresentaram
diferentes propor¢coes de formagao de tecido esporogénico, somente o
gendtipo Pc68/5*Starter nao diferenciou este tipo de tecido (Tabela 5 e
Apéndice 6). A comparacdo entre as proporgdes de colbnias com tecido
esporogénico indica que o gendtipo 04B7107-2 apresenta a maior proporgao
de colonias com tecido esporogénico nao diferindo estatisticamente de
“UFRGS 17”7 e “URS 227, por outro lado os gendtipos URS 21, 04B7113-1 e
04B7119-2 apresentaram as menores propor¢coes de colbnias com tecido
esporogénico, nao diferindo entre si. A formacédo do tecido esporogénico
também foi avaliada em outro experimento apresentando dados similares

nos dois experimentos (Apéndice 11).

4.5 Histolocalizacdo de compostos fendlicos

A producao de compostos fenolicos foi visualizada pela coloragao
azul-turquesa das células do mesofilo do hospedeiro em contato com hifas
do patdégeno, associada ou ndo com a desestruturagéo celular (Figura 17).
Nao foi observada a coloragdo em células da epiderme, com excecéo das
células-guarda dos estdbmatos. Estas, quando penetradas pelo patégeno,
apresentavam coloragdo mais intensa que as demais. As estruturas do fungo
nao foram coradas por este corante, com exceg¢ao dos ureddsporos que
apresentaram cor azul. Todos os gendtipos apresentaram algum grau de
producao de compostos fendlicos em 48 e em 120 hai (Tabela 6). No
entanto, os gendtipos URS 21, 04B7119-2 e Pc68/5*Starter apresentavam

um maior numero de colénias com a producido de compostos fendlicos.
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TABELA 6. Producdo de compostos fendlicos em diferentes gendtipos de
aveia em resposta a infec¢ao de Puccinia coranata f. sp. avenae

medida através diferentes métodos. Porto Alegre, RS. 2009.

Genotipo o-toluidina Weisner # Maiile °
48 hai —+ ° - -
URS 22 120 hai -—+ - -
48 hai -+ - -
URS 21 120 hai + - -
UFRGS 17 one : :
48 hai -+ - -
URS Guapa 120 hai —+ - -
Pc68/5*Starter 45" N j j
04B7107-2 Tone : :
48 hai -—+ - -
04B7113-1 120 hai —+ - -
48 hai -—+ - -
04B7119-2 120 hai + - -

@, Coloragao com floroglucinol;
b, Coloragéao com cloro-sulfito; e
°. + e — indicam reag&o positiva ou negativa, respectivamente, -+ indica reagéo fraca, ou

pouco freqliente.
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FIGURA 17. Localizagdo de compostos fendlicos corados em azul com o-
toluidina em células do mesofilo de aveia inoculados com
Puccinia coronata f. sp. avenae. A) Visualizagao da epiderme
da folha do gendtipo Pc68/5*Starter 48 horas apds a
inoculagdo (hai) indicando células do mesofilo coradas em
azul. Barra indica 40 ym; B) célula do mesdfilo do gendtipo
Pc68/5*Starter corada em azul avaliada em 120 hai. Barra
indica 40 pym; C) Colbnia na linhagem 04B7119-2 avaliada em
120 hai indicando varios pontos de acumulo de compostos
fendlicos em uma unica col6nia. Barra indica 200 um; D) célula
do mesofilo do gendtipo 04B7119-2 avaliado em 120 hai com
detalhe do acumulo de composto fendlico na base de um
haustério. Barra indica 10 ym; e E) célula do mesdfilo do
genotipo URS 21 avaliado em 120 hai com acumulo de
compostos fendlicos. Barra indica 20 ym. (h) indica haustério;
e (b) indica bainha do feixe vascular. Porto Alegre, RS. 2009.
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A avaliagao dos autofluorescentes apresentou resultados similares a
coloragdo com o-toluidina para compostos fendlicos. Quando a avaliagao foi
realizada em 48 hai, somente um pequeno numero de coldnias apresentava
células autofluorescentes, com excecdao ao gendtipo Pc68/5*Starter onde
cerca de 80% das colonias apresentavam esta caracteristica (Figura 18,
Apéndices 7, 8 e 10). A avaliagdo em 120 hai indicou que nao houve
acréscimo na propor¢cao de colbnias associadas com o acumulo de
compostos fendlicos nos gendtipos URS 22 e 04B7113-1. Houve um
pequeno acréscimo para os genétipos URS Guapa, UFRGS 17 e 04B7107-2
e um elevado aumento para os demais genotipos.

As células autofluorescentes foram visualizadas pela na cor amarelo-
limdo (Figura 19) independentemente de apresentarem desestruturagédo. De
forma semelhante os feixes vasculares, tricomas e células-guarda
apresentaram  autofluorescéncia na mesma cor das células
autofluorescentes do mesodfilo. Os ureddésporos de Puccinia coronata f. sp.
avenae depositados sobre as folhas ou produzidos no interior do hospedeiro
apresentaram-se autofluorescentes, porém com menor intensidade que as
células do hospedeiro. Os tubos germinativos e apressérios foram

fracamente fluorescentes.
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FIGURA 18. Proporgao de colénias de Puccinia coranata f. sp. avenae
sobre diferentes gendtipos de aveia associadas com a
presenca de compostos autofluorescentes em células do
hospedeiro. Barras de erros indicam erro padrao da proporcgéao.
hai — horas apods a inoculagao. Porto Alegre, RS. 2009.
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FIGURA 19. Localizagao de compostos autofluorescentes em gendtipos de
aveia inoculados com Puccinia coronata f. sp. avenae 120
horas apds a inoculagao. A) Mesdfilo da linhagem 04B7119-2
com células do mesodfilo autofluorescentes (setas). Barra
indica 200 um; B) autofluorescéncia das células do mesdfilo do
genotipo Pc68/5*Starter (setas). A letra e indica um estébmato
com autofluorescéncia por onde o patdégeno penetrou para o
interior da planta. Barra indica 40 ym; e C) autofluorescéncia
de células do mesdfilo do gendtipo URS 21 indicado pelas
setas. Barra indica 200 um. Porto Alegre, RS. 2009.
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A maior parte das colénias dos gendtipos URS 21 e Pc68/5*Starter
nao desenvolveram tecido esporogénico e acumularam compostos
autofluorescentes (Figura 20). O acumulo de compostos autofluorescentes
nas colénias em 04B7110-2 ocorreu em colénias com ou sem tecido
esporogénico, no entanto, um numero maior de colonias desenvolveu tecido
esporogénico associado ao acumulo destes compostos. As colénias com
tecido esporogénico nos gendtipos URS Guapa, 04B7113-1 04B7107-2
UFRGS 17 e URS 22 nao apresentavam o acumulo de compostos
autofluorescentes. Uma pequena proporgao das coldnias destes genotipos
nao apresentava tecido esporogénico, mas apresentava o acumulo de
compostos autofluorescentes. Cerca de um quarto das colénias do genaotipo
URS 22 nado apresentou nem tecido esporogénico nem compostos

autofluorescentes.

N . - . -

80% -| .
2]
<
S mTE+ CF+
3 60% o TE+ CF-
g @ TE- CF+
2 m TE- CF-
S 40% A
2
<4
o

20% -

Pc68/5*starter URS 21 04B7119-1 URS Guapa 04B7113-1 04B7107-2 UFRGS 17 URS 22

FIGURA 20. Proporcao de colbnias de Puccinia coranata f. sp. avenae
sobre diferentes genodtipos de aveia associadas com a
presenca de compostos autofluorescentes e producdo de
tecido esporogénico. TE = Tecido Esporogénico; CF= Colbnias
autofluorescentes; + e — significam respectivamente, presenca
ou auséncia da caracteristica. Porto Alegre, RS. 2009.
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As amostras coradas através da reagdao de Weisner reagiram
positivamente apresentando feixes vasculares corados intensamente de
vermelho, porém as células-guarda e tricomas n&do apresentaram reagao
positiva com este reagente (Figuras 21 e 22). A reacado de Malile positiva foi
visualizada pela coloragao vermelha dos feixes vasculares, células-guarda
dos estomatos e tricomas (Figuras 23 e 24). Estes dois métodos nao
identificaram a presenga de compostos semelhantes a lignina nos sitios de
infeccao (Tabela 6). A avaliagdo das amostras antes de submissao aos
corantes identificou células colapsadas sem a presengca de tecido
escurecido. As colbnias dos gendtipos URS 21, Pc68/5*Starter 04B7113-1 e
04B7119-2 apresentaram células colapsadas com coloragdo amarela em
ambas avaliagdes realizadas nas amostras coletadas 120 hai (Figuras 22 e

24), este tipo de reacgéo nao foi observado nos demais genétipos.

FIGURA 21. Coloragao de compostos semelhantes a ligninas em genétipos
de aveia inoculados com Puccinia coronata f. sp. avenae.
Coloracgao vermelha dos feixes vasculares contendo lignina na
linhagem 04B7113-1 (A) e URS 22 (B), os sitios de infecg&o
nao reagiram positivamente a lignina. Amostras coletadas 48
horas apo6s a inoculagédo e corados com floroglucinol. Barras
indicam 400 e 100 um em A e B, respectivamente. Porto
Alegre, RS. 2009.
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FIGURA 22. Coloragdo de compostos semelhantes a ligninas em genaotipos
de aveia inoculados com Puccinia coronata f. sp. avenae.
Coloragao vermelha dos feixes vasculares contendo lignina na
linhagem 04B7119-2 (A), e URS Guapa (B) e 04B7113-1 (C). Os
sitios de infeccdo (si) ndo reagiram positivamente a lignina.
Amostras coletadas 120 horas apds a inoculagao e corados com
floroglucinol. Barras indicam 200 ym. Porto Alegre, RS. 2009.

ﬂ ' e R e T

FIGURA 23. Coloragdo de compostos semelhantes a ligninas em gendétipos
de aveia inoculados com Puccinia coronata f. sp. avenae. A)
visualizagao de sitio de infecgdo no gendtipo Pc68/5*Starter com
a presencga de ureddsporo (ur), apressorio (ap) e estdbmatos (es);
B) Visualizagdo dos feixes vasculares do gendtipo
Pc68/5*Starter com reagao positiva a lignina exibindo coloragao
vermelha e marrom. Amostras coletadas 48 horas apds a
inoculagao e corados com cloro-sulfito. Barras indicam 100 e 50

Mm em A e B, respectivamente. Porto Alegre, RS. 2009.
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FIGURA 24. Coloragdo de compostos semelhantes a ligninas em gendétipos
de aveia inoculados com Puccinia coronata f. sp. avenae. A)
Sitios de infecgéo (si) com o desenvolvimento de colénias na
linhagem 04B7113-1 e feixes vasculares (b). B) detalhe de
células colapsadas do mesofilo (seta) em resposta a infeccao
pelo fungo e feixes vasculares. Apenas os feixes vasculares
reagem positivamente a lignina apresentando coloragéo
vermelha e marrom. Amostras coletadas 120 horas apos a
inoculagdo e corados com cloro-sulfito. Barras indicam 400 e
20 um em A e B, respectivamente. Porto Alegre, RS. 2009.

Os coeficientes de correlacdo entre as variaveis estudadas em
plantulas sdo apresentados na Tabela 7. Para o calculo de cada coeficiente
foram utilizados oito pares de dados, no entanto, quando os dados foram
correlacionados com a densidade de pustulas, foram utilizados somente sete
pares de dados, pois ndo se dispunha da densidade de pustulas
desenvolvidas sobre a linhagem 04B7119-2. A area das col6nias nao foi
significativamente correlacionada com nenhum dos componentes avaliados.
A presenca de morte celular foi correlacionada negativamente com a
presenca de tecido esporogénico (rs= - 0,762) e com a densidade de
pustulas desenvolvidas (rs= - 0,929). A densidade de pustulas foi
correlacionada positivamente com a presenca de tecido esporogénico (rs=
0,786) e negativamente com a presenca de compostos autofluorescentes em

120 hai (rs= - 0,883). A producdo de compostos autofluorescentes 48 hai nao
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esteve correlacionada com os componentes avaliados. Nao foi realizada a
analise de correlagao entre os componentes da resisténcia com a ASCPD*c

em funcao da diferentes condigdes em que os dados foram obtidos.

TABELA 7. Correlagdes entre componentes histoldgicos e epidemiolégicos
da ferrugem da folha avaliados sobre plantulas de gendtipos de
aveia com diferentes niveis de resisténcia. Porto Alegre, RS.

2009.
. Compostos Compostos .
Componentes da Morte Tecido Densidade de
o . autofluorescentes autofluorescentes |
resisténcia celular  esporogénico ) i pustulas
(48 hai) (120 hai)
-0,143° 0,619 -0,512 - 0,407 0,357
Area da colénia (0,7358) b (0,1017) (0,1942) (0,3167) (0,4316)
-0,762 0,415 0,754 - 0,929
Morte Celular (0,0283) (0,3069) (0,0305) (0,0025)
Tecido -0,610 - 0,611 0,786
esporogénico (0,1084) (0,1077) (0,0362)
Compostos 0,282 -0,704
autofluorescentes (0,4982) (0,0774)
(48 hai)
Compostos - 0,883
autofluorescentes (0,0085)
(120 hai)

@ Coeficientes de correlagdo de Spearman;
® Valores indicados entre parénteses correspondem a probabilidade de p= 0;



5 DISCUSSAO

As plantas estdo constantemente em contado com microrganismos
potencialmente patogénicos, mas nem sempre a doenga é o resultado desta
interagdo. A resisténcia aos patdégenos € devida a uma combinagdo de
barreiras quimicas, fisicas, pré-formadas ou induzidas pela infec¢ado quando
a planta reconhece o patdgeno. Quando isso ndo ocorre o resultado é o
desenvolvimento da doencga. As respostas que o hospedeiro desenvolve em
relacdo ao patdégeno sdo denominadas de mecanismos de resisténcia. Estes
mecanismos podem atuar sobre diferentes eventos infec¢do, colonizagédo ou
reprodugdo do patodgeno, resultando em uma menor propor¢géo de tecido
doente.

As avaliagbes durante trés anos permitiram discriminar os genotipos
quanto a reacdo a ferrugem da folha. As cultivares URS 22 e UFRGS 17
foram consideradas suscetiveis nos trés anos, da mesma forma que a
cultivar URS Guapa no ano em que foi avaliada. Os demais gendtipos foram
considerados resistentes nos trés anos de avaliagdo. Esta afirmacao esta
baseada na baixa ASCPD*c que estes gendtipos apresentaram. Os valores
de ASCPD*c para os genotipos suscetiveis foram semelhantes nos trés
anos, no entanto, em 2007 algumas linhagens apresentaram ASCPD*c

maiores. Alguns gendtipos apresentavam grandes diferengas nas avaliagdes
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de severidade. Isso pode ter contribuido para um maior coeficiente de
variagdo nas analises do ano de 2007 (Tabela 1). Essa variagcdo pode
representar uma superagao da resisténcia destes gendtipos, mas, mesmo
assim, a intensidade da doenca foi baixa. A herancga da resisténcia em duas
das linhagens avaliadas neste trabalho foi determinada por Santos (2009).
Segundo o autor, a linhagem 04B7119-2 apresenta 9 loci controlando a
resisténcia, enquanto apenas 3 loci para a linhagem 04B7107-2. O autor
sugere a superagao da resisténcia em pelo menos um lécus durante o ano
de 2007. Este fato sugere que mesmo resisténcias com herangas complexas
podem ser superadas em intervalos de tempo curto. Apesar de ja haver sido
relatada a superagdo da resisténcia conferida pelo gene Pc68 (Martinelli,
1998; Sthuthmann, D. 2005, comunicagao pessoal; Graichen, 2006) o
gendtipo Pc68/5*Starter foi considerado resistente nos trés anos,
apresentando pustulas somente em plantas adultas no final do ciclo da
cultura.

No ano de 2006 foram observadas as presencas de pustulas nao
esporulantes em algumas linhagens (Tabela 1), porém as mesmas reacgdes
nao foram observadas no ano de 2007. Isso pode ser explicado por
mudanca na frequéncia das racas predominantes. As pustulas formadas
foram circundadas por halos, embora foram também observadas pustulas
sem halos em alguns casos. A presenga de halo circundando as pustulas
tem sido interpretada como indicio de resisténcia as ferrugens. No entanto,
neste trabalho ndo se pode relacionar a presenca de halos com o nivel de
resisténcia. A falha na tentativa de relacionar o nivel de resisténcia a campo

com o tipo de infeccdo produzido, presenga de pontos necrdticos, pustula
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abortada e halos pode ser devido a grande variabilidade do patdégeno, de
forma que diferentes ragas do patégeno podem desencadear diferencas nos
sintomas apresentadas. Em um mesmo genoétipo pbde-se observar a
associacdo de halos e pustulas abortadas com tipo de infecgao
caracteristico de suscetibilidade, ou ainda a auséncia destes fatores
associados com alto nivel de resisténcia na linhagem Pc68/5*Starter
(Tabelas 1 e 3).

O periodo latente é considerado um componente de resisténcia
parcial muito importante para ferrugem da folha do trigo e da cevada.
Diferencas no periodo latente em plantulas entre linhagens com resisténcia
parcial e suscetivel variaram entre 3,7 e 7,8 dias para ferrugem da cevada
(Parlevliet, 1975; Parlevliet et al., 1985), 1,5 a 4,6 dias para ferrugem da
folha do trigo (Ohm & Shaner, 1976) e 0.4 a 1,7 dias para ferrugem da folha
da aveia (Chaves et al. 2004b). O periodo latente avaliado em plantulas
neste trabalho assemelha-se aqueles encontrados por Chaves et al. (2004b)
e Wesp et al. (2005). A pequena variagdao do periodo latente entre os
gendtipos resistentes e suscetiveis permite afirmar que o periodo latente nao
apresenta efeito sobre a resisténcia nestes gendtipos, ao menos no estadio
de plantula (Tabela 8). Da mesma forma, Chaves et al. 2004 nao
encontraram correlagao entre o nivel de resisténcia e o periodo latente. Em
cevada foi observado que as linhagens que apresentavam resisténcia parcial
também apresentavam menor taxa de formagdo de haustérios. Em
consequéncia disso havia um maior abortamento precoce da infeccdo, e
também um desenvolvimento lento das unidades de infeccdo que obtinham

sucesso. Esse crescimento lento resulta em um periodo latente maior (Luke
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et al., 1984; Niks, 1983; Niks, 1986, Hoogkmap, 1998). Assim, a semelhanca
na duragdo do periodo de laténcia entre as linhagens avaliadas e os
gendtipos suscetiveis URS 22, e UFRGS 7 e UFRGS 17 indica que
mecanismos de resisténcia pré-haustoriais podem estar ausentes e a
velocidade do desenvolvimento do fungo no interior da planta nao é alterado.
O gendtipo Pc68/5*Starter é excegao a esta observagao, pois neste genoétipo
nao pode ser determinado o periodo latente pela auséncia do
desenvolvimento de pustulas. Em trigo o gene Lr16 apresenta um tipo de
infeccdo baixo com pequenas lesbes associadas com necrose. Nos
gendtipos portadores deste gene o periodo de laténcia € maior (Tormelin et
al., 1983).

A densidade de lesdes apresenta efeito sobre o tamanho das lesdes
desenvolvidas e producdo de ureddésporos por lesdo, mas nao sobre o
periodo latente (Rimé et al. 2005). Em trigo, Martinez et al. 2001 né&o
encontraram diferengas significativas na densidade de pustulas entre
gendtipos suscetiveis e linhagens quase isogénicas com os genes Lr34 e
Lr46 em estadio de plantula e nem mesmo em estadio de planta adulta. No
entanto, estas linhagens apresentavam maior periodo de laténcia e maior
proporcao de unidades de infecgao com abortamento precoce. A relagao que
os autores fazem é que nestas linhagens e na linhagem Akabozu, com
resisténcia parcial, a menor quantidade da doenca esta relacionada com o
abortamento precoce e o maior periodo de laténcia. As diferencas na
densidade de pustulas apresentadas pelos genodtipos refletem os
mecanismos de resisténcia apresentados por estes. A maior densidade nos

gendtipos URS 22, URS Guapa, UFRGS 7 (Tabela 2) pode revelar a
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inabilidade de barrar o desenvolvimento do fungo. A pequena produgao de
pustulas na cultivar URS 21 mostra que a planta exibe resisténcia mesmo
em plantula.

A avaliagdo dos processos infectivos mostrou que estes nao foram
paralisados ou reduzidos. Os gendétipos apresentaram taxas semelhantes
para germinacao dos ureddsporos, diferenciagdo de apressorios, vesiculas
subestomatais, hifas infectivas, células mé&e de haustorio e haustorios
durante as primeiras 30 horas de infec¢ao (Figuras 6 a 15), de forma que os
gendtipos resistentes e suscetiveis ndo puderam ser agrupados em classes
distintas (Tabela 8). Em eventos posteriores, ndo houve diferenca estatistica
na area das colbnias estabelecidas, apenas o gendtipo Pc68/5*Starter
apresentou o desenvolvimento interrompido e, como consequéncia,
apresentou colénias como menor area (Tabela 5). O gendtipo suscetivel
URS Guapa apresentou tipo de infeccdo (3), alta densidade de pustulas
desenvolvidas e um dos menores tamanhos de colbnia, sendo inferior a
cultivar URS 21, a qual é altamente resistente com tipo de infecgao (Tl = 2),
e a linhagem 04B7119-2 (Tl = 2+N). Estes dados indicam claramente que os
mecanismos de resisténcia apresentados pelos gendtipos resistentes néo
impedem o desenvolvimento da colonia, e sim atuam posteriormente,
impedindo ou limitando o desenvolvimento da pustula. Jacobs & Buurlag
(1990) relatam que a resisténcia parcial em trigo a ferrugem da folha nao é
causada por algum mecanismo que impec¢a a infecgcdo, mas sim pela
reducdo na taxa de desenvolvimento das colbnias, sendo que para
gendtipos parcialmente resistentes esta taxa € reduzida, gerando colbénias

com tamanho menor que em gendtipos suscetiveis. Ainda de acordo com
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estes autores, este tamanho reduzido da coldénia é relacionado com um
numero menor de células mae do haustério, e um menor tamanho de hifa
infectiva (Kooplers & Pretorius, 1997). Com base nestas afirmagdes,
assume-se que o desenvolvimento do fungo no interior dos gendtipos
analisados neste trabalho é muito similar, ndo havendo assim um
mecanismo que impega o desenvolvimento do fungo antes que 120 hai. O
menor tamanho de colbnias e pustulas, refletidos pelos Tl = 1 ou 2 nos
gendtipos resistentes, sugerem ser consequéncia de eventos gerados
posteriormente a esse horario. A ocorréncia de eventos tardios que
conduzem a resisténcia é relatada em trigo para a ferrugem da folha
(Ashagari & Rowell, 1980; Bender et al., 2000) e ferrugem do colmo
(Kopplers & Pretorius,1997).

O tamanho das colénias tem sido relatado como altamente
correlacionado com o tamanho da pustula desenvolvida, tanto para
gendtipos resistentes quanto para gendtipos suscetiveis, havendo uma
relacdo constante entre as duas medidas, sendo que gendtipos resistentes
apresentam pustulas menores (Ashagari & Rowell, 1980; Jacobs & Buurlage,
1990). Estas afirmagbes sao validas principalmente para trigo e suas
ferrugens. Em aveia o tamanho da pustula ndo esta relacionado com o nivel
de resisténcia do hospedeiro (Chaves et al, 2004c; Wesp et al. 2008) e
tampouco com o tamanho da colénia, como sugerido pelos dados
apresentados neste trabalho (Tabela 7 e 8).

Apesar de nao haver diferenca estatistica no tamanho das colénias
desenvolvidas, a proporcdo destas colonias que estavam associadas com

tecido esporogénico diferenciou os gendtipos resistentes dos suscetiveis
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(Tabela 5 e 8). Os gendtipos mais resistentes apresentaram uma reduzida
proporcao de colbnias com tecido esporogénico. A menor propor¢cdo de
colénias com estas caracteristicas pode ocorrer pela inibicdo da produgao
destas estruturas ou pelo atraso no desenvolvimento das colbnias, que
futuramente podem desenvolver estas estruturas e formar a pustula (Silleros
& Rubiales, 2002). A elevada presenca de tecido esporogénico em 120 hai
nao necessariamente indica que este gendtipo desenvolvera uma alta
densidade de pustulas. Apds a formacao deste tecido podem ocorrer outros
eventos que impegam a producao dos ureddsporos e a ruptura da pustula.
Da mesma forma, o inverso também é verdadeiro. Em gendtipos suscetiveis,
pustulas secundarias podem ser formadas ao redor de uma pustula principal,
(Diaz-Lago et al. 2003). Estas pustulas podem contribuir para o aumento da
doenca em condi¢gdes de ambiente favoraveis, superestimando a eficiéncia
de infecgdo. No trabalho realizado ndao foram identificadas pustulas
secundarias, indicando que a taxa de infecgcao esta relacionada com a
densidade de pustulas desenvolvidas.

Os gendtipos resistentes apresentaram uma reduzida proporcao de
colénias com a presenga de tecido esporogénico quando avaliados em 120
hai, associados com uma baixa densidade de pustulas desenvolvidas e a
alta proporgéo de colénias com morte celular (Tabela 2, 4, 5, 7 e 8 e Figura
20). Estes dados demonstram claramente que o desenvolvimento do fungo é
paralisado tardiamente, com inibigao da reproducédo do fungo, sem impedir,
contudo, a formacéao de tecido esporogénico. De acordo com a classificagdo
dos tipos de resisténcia realizado por Niks & Kiepers (1983) (Apéndice 2) a

resisténcia nestes gendtipos € designado como abortamento tardio das
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colonias.

A ocorréncia de morte celular ocorre durante muitas interagdes entre
plantas e patdgenos, podendo estar associada tanto com a resisténcia
quanto a suscetibilidade a doenca, dependendo do estilo de vida do
patogeno. As respostas da planta envolvendo morte celular podem ser
agrupadas em trés tipos: a) morte celular em respostas ao produto dos
genes de aviruléncia do patdgeno, ocorrendo freqliientemente durante os
processos iniciais de infeccdo e colonizagdo do hospedeiro
(caracteristicamente como reagao de hipersensibilidade); b) morte celular em
resposta a toxinas do patdégeno; e c) morte celular devido a dano fatal
durante a infeccdo, principalmente devido a ferimentos, déficit de nutriente
ou mau funcionamento do metabolismo celular (Yao et al. 2002). A maior
parte das colénias dos gendtipos resistentes avaliados neste trabalho esteve
associada com a ocorréncia de morte celular no tecido do hospedeiro
(Tabela 5 e 8). Este tipo de reagdo ocorreu em células circundantes a
cavidade subestomatal que desenvolveram as estruturas do fungo no
gendtipo Pc68/5*Starter, com desenvolvimento de colbnias reduzido e
limitado a esta regido. Este tipo reagdo é caracteristico da resisténcia
através da hipersensibilidade conferida por genes de grande efeito (Heath,
1981, 1982; Niks & Dekens, 1991; Lin et al., 1998). A morte celular nos
gendtipos URS 21, 04B7113-1 e 04B7119-2 apresentou um modelo diferente
do apresentado pelo gendtipo Pc68/5*Starter, onde as células mortas
estavam dispersas pela area da colénia. O maior desenvolvimento da
colénia nestes gendtipos, indica que a morte celular ocorreu mais

tardiamente em relagao ao gendtipo Pc68/5*Starter.
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Uma das consequéncias da morte celular € sua habilidade em barrar
a colonizagcdo do patégeno, matando o fungo durante este processo
(Bushenell, 1982; Richael & Gilchrist, 1999), contudo, em muitos casos, as
hifas dos fungos demonstram ser viaveis por varios dias apds a ocorréncia
da morte celular, com a possibilidade de restabelecimento de uma relacao
de compatibilidade se o desenvolvimento normal do fungo for retomado
(Sharp & Emge, 1958; Zimmer & Schafer, 1961; Shimony & Friend, 1975;
Bushnell, 1982). Quando a morte celular ocorre nos estadios iniciais do
desenvolvimento fungico, ocorre a paralisagdo completa do fungo levando-o
a morte, este tipo de situagdo é observado nos gendtipos altamente
resistentes. Em gendtipos possuidores de resisténcia intermediaria, em que
a morte celular ocorre relativamente tarde, em estadios avancados da
infeccdo, o fungo n&do € morto rapidamente e pode continuar crescendo
lentamente. Em algumas interagbes entre plantas com resisténcia
intermediaria e fungos causadores de ferrugens ou oidios o fungo continua a
crescer apesar da ocorréncia da morte celular, nestes casos somente
crescimento do fungo é apenas limitado, ndo cessando totalmente, entdo
nao pode ser considerada como uma reacdo de hipersensibilidade stricto
sensu (Bushnell, 1982; Richael & Gilchrist, 1999; Barrilli et al., 2009). A
ocorréncia da morte celular tardiamente (120 hai) em grupos de células
dispersas pelas colénias nos gendtipos URS 21, 04B7113-1 e O4B7119-1
pode indicar a ocorréncia de um mecanismo de resisténcia distinto e anterior
a morte celular (hipersensibilidade). Durante o estabelecimento da relagao
de compatibilidade os fungos causadores das ferrugens e oidios produzem

uma série de elicitores que atuam modificando o metabolismo da planta
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inibindo as respostas de resisténcia, incluindo inibidores da morte celular
(Gregersen et al., 1997; Moerschbacher et al., 1999; Deuschle et al., 2001;
Schulze-Lefert & Panstruga, 2003). A ocorréncia da morte do patdégeno por
outro mecanismo de resisténcia apos o patdégeno estar estabelecido pode
levar a restricdo da producdo dos elicitores que mantém a relagdo de
compatibilidade pelo patégeno, conduzindo a morte celular no hospedeiro
devido aos danos celulares ocasionados durante a penetragdao e
desenvolvimento das estruturas do patdégeno no interior da célula do
hospedeiro. De maneira semelhante Silva et al. (2002) relataram o acumulo
de compostos semelhantes a pectinas contendo compostos fendlicos entre 5
e 7 dias apds a inoculagdo em gendtipos resistentes a ferrugem em café,
concomitante a este acumulo ocorre também a morte das células do fungo e,
apos isto, ocorre a morte das células do hospedeiro.

Compostos autofluorescentes sio frequentemente acumulados em
resposta a invasao por fungos. A natureza desta fluorescéncia é atribuida a
presenca de substancias fendlicas (Mayama & Shishiyama, 1978; Koga et
al., 1988, 1990; Carver et al., 1991, 1992, 1994; Zeyen et al., 1995). Stadnik
& Buchenauer (1999) sugerem duas categorias de repostas
autofluorescentes ao acumulo de compostos fendlicos: o primeiro tipo
constitui-se do acumulo destes compostos nas paredes das células da
epiderme, e uma segunda resposta onde as células da epiderme morrem em
consequéncia da reacdo de hipersensibilidade, acumulando compostos
fendlicos em seu interior e toda a célula torna-se autofluorescente (Mayama
et al. 1982; Southerton & Deverall, 1990; Tiburzy & Reisener, 1990). Esta

resposta € reduzida em aveia quando sdo inibidas enzimas chaves na
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sintese de compostos fendlicos. Associada a isto, também é reduzido o nivel
de resisténcia a Blumeria graminis f. sp. avenae (Carver et al., 1991, 1994).
Este tipo de reacao parece ser um evento comum em resposta a uma série
de patégenos em aveia (Tada et al., 2005, Mayama et al., 1982). Dentre os
compostos fendlicos acumulados em aveia destacam-se acido diferulico
(Ikegawa et al., 1996) e avenantramidas (Mayama et al., 1982). Mayama &
Tani (1982) relatam que as células do meséfilo que acumularam
avenantramidas apresentavam autofluorescéncia amarelo-limédo com
maxima autofluorescéncia de 500 nm, semelhante ao utilizado neste
trabalho. No entanto, ndo se pode afirmar que o0s compostos
autofluorescentes acumulados pelos gendtipos aqui estudados sejam
verdadeiramente avenantramidas. Yang et al. (2004) constataram o acumulo
de mRNA de enzimas envolvidas na sintese de avenantramidas em repostas
a P. coronata f. sp. avenae, tanto em interacbes compativeis quanto
incompativeis, porém mais rapidamente nas compativeis. Contudo, o
acumulo de avenantramidas ocorre somente em interagdes incompativeis.
Estes dados sugerem que em genoétipos suscetiveis as avenantramidas
podem nao serem sintetizadas ou sdo degradadas apds serem sintetizadas.
Uma vez que as células de aveia permanecem vivas até os estadios finais
da colonizagdo em gendtipos suscetiveis (Yao et al, 2002), as
avenantramidas podem ser degradadas simultaneamente como uma
resposta metabdlica, envolvendo peroxidades para remover compostos
téxicos gerados durante a patogénese (Okazaki et al., 2004). Por outro lado,
nas interagdes incompativeis (resistentes), quando ocorre a morte celular em

estadios iniciais da infeccdo, as avenantramidas podem ndo ser
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metabolizadas, e por isso se acumulam nas células mortas (Mayama et al.
2001; Tada et al. 2001; Yang et al., 2004).

A morte celular apresentada pelos genotipos esteve relacionada com
0 acumulo de compostos fendlicos por se mostrarem autofluorescentes e por
terem sido corados com o-toluidina (Tabela 6 e 7, Figura 15). Segundo
Mayama et al. (1982), o acumulo de avenantramidas em gendtipos
altamente resistentes a P.c. f. sp. avenae (TI= 0) ocorreu entre 24 e 48 hai,
sendo que o atraso no acumulo destas substancias reduziu o nivel de
resisténcia dos gendtipos. Os gendtipos resistentes avaliados neste trabalho
apresentaram um modelo semelhante ao proposto, com alta proporgao de
colénias com compostos fendlicos associados com morte celular. A deteccéo
precoce destes compostos no gendtipo Pc68/5*Starter em 48 hai esta
relacionada com o desenvolvimento de Tl= 0 e um pequeno tamanho de
coldnia. Por outro lado, o acumulo posterior dos mesmos nos genétipos URS
21 e 04B7119-2, teve como consequéncia um maior desenvolvimento inicial
das colénias e producdo de um tipo de infeccao diferente, maior do que o
tipo TI=0 (Tabela 4).

A linhagem 04B7113-1 apresentou alta proporgao de colénias com
morte celular e baixa densidade de pustulas desenvolvidas. No entanto, a
proporcdo de colénias com acumulo de compostos autofluorescentes foi
semelhante aos gendtipos suscetiveis (Figura 15). No ensaio em que foi
avaliada a presenca destes compostos, este gendtipo apresentou TI= (3)
(Tabela 4) e uma maior propor¢cao de colbnias com tecido esporogénico
(Tabela 5 e Apéndice 11) com uma baixa proporcdo de colbnias

autofluorescentes ou coradas com o-toluidina (Tabela 7 e Figura 15).
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Segundo Mayama et al. (1982), o acumulo de compostos fendlicos é
reduzido sob condicbes de temperaturas elevadas (30°C), permitindo com
que o desenvolvimento fungico ocorra normalmente. Segundo Bonnett et al.
(2002), a sensibilidade a temperatura € um fendmeno dependente da
interacado raga do patdégeno com gendtipo do hospedeiro, sendo especifica
para algumas interagdes envolvendo principalmente os genes Pc39 e Pc67.
Infelizmente ndo se dispdem de registros detalhados da temperatura em que
este experimento foi conduzido, e se fato houve alteracdo deste fator,
também eram esperadas efeitos sobre os demais gendtipos. Deve-se
salientar que durante a conducido deste experimento, trés dias apds a
inoculagdo e por um periodo de 9 dias que seguiram, houve uma variagao
nao controlada da temperatura na cdmara de incubagcao, aumentando-a para
aproximadamente 26°C, o que resultou aparentemente em um maior
tamanho de colénias (dados ndo mensurados) e maior proporgao destas
com tecido esporogénico (Apéndice 11). Ainda segundo Mayama et al.
(1982), o acumulo de avenantramidas em gendtipos com niveis moderados
de resisténcia (Tl= 1 e 2) ocorre entre 72 e 96 hai e pode ser reduzido com a
ocorréncia de temperaturas elevadas (30 °C). Os dados sobre 0 mecanismo
de resisténcia apresentado por este gendtipo ndo sdo conclusivos. Nao se
descarta, contudo, a possibilidade de que a elevacado da temperatura tenha
alterado as respostas a ferrugem neste gendtipo, embora ndo tenham sido
alterados para os demais.

Em cereais, a lignificacdo induzida tem sido apresentada como um
mecanismo de resisténcia importante para varias doencgas, incluindo-se

neste grupo as ferrugens (Beardmore et al. 1983; Moerschbacher et al.,
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1990; Tiburzy & Reisener, 1990; Moldenhauer et al., 2006). Os compostos
semelhantes a ligninas podem ser depositados junto a papilas tornando-as
mais resistentes a penetracao fungica (Moerschbacher & Mendgen, 2000) e
podem acumularem-se na morte das células envolvidas na reacao de
hipersensibilidade (Moerschbacher et al., 1990). Em trigo, gendtipos
possuidores dos genes Sr5 e Sr6 respondem hipersensitivamente a
penetracdo por P. graminis f. sp. tritici com acumulo de compostos
possuidores de espectro semelhante aos apresentados pelas células
fluorescentes de aveia (Tiburzy & Reisener, 1990). Essas células também
apresentavam reacgao positiva as reacdes de Weisner e Mauler, indicando a
presenca de unidades de siringilpropanas e grupos coniferaldeidos,
respectivamente. Os compostos fendlicos produzidos pelos gendtipos
analisados, ndo reagem positivamente a estas reagbes nao sendo, portanto,
precursores ou semelhantes a ligninas. A identificagdo de compostos
fendlicos através de o-toluidina e autofluorescéncia com a reagédo negativa
aos reagentes para ligninas, permite afirmar que a lignificagdo ndo ocorre
como mecanismo de resisténcia nos gendtipos avaliados Estes dados estao
de acordo com os apresentados por Yamamoto et al. (1977) e lkegawa et al.
(1996) para a ferrugem da folha da aveia e Southerton & Deveral (1990)
para a ferrugem do colmo do trigo.

Nos gendtipos avaliados, a propor¢céo de colénias com morte celular
parece estar associada com o acumulo de compostos autofluorescentes e
compostos fendlicos (Tabela 7). Esta resposta ocorre antecipadamente no
gendtipo Pc68/5*Starter (48 hai) e tardiamente nos gendtipos URS 21 e

04B7119-1, detectados em niveis baixos em 48 hai. Esta associacao
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também foi verificada por Southerton & Deverall (1990), onde gendtipos de
trigo apresentavam aumento de compostos fendlicos 4 horas apos a HR.

A formacado de papilas € um dos mecanismos de resisténcia mais
conhecidos, principalmente nas interagdes envolvendo oidios e cereais. Em
relacado as ferrugens, a formacgao de papilas contendo principalmente calose
aumenta a resisténcia a penetragdao aos fungos (Niks, 1986, Tiburzy &
Reisner, 1990). Além disto, a redugdo no desenvolvimento das colbénias é
atribuida a formacao de aposigdes na parede celular (Niks, 1986). A rara
ocorréncia da formacao de papilas nas colénias observadas descarta a
possibilidade de papilas atuarem como mecanismo de resisténcia nos
gendtipos avaliados.

A linhagem 04B7107-2 foi resistente quando avaliada no campo
durante os trés anos. No entanto, apresentou uma densidade de pustulas
semelhante aos gendtipos suscetiveis, a maior proporgdo de colénias com
tecido esporogénico e com uma pequena propor¢ao de colénias com morte
celular. Estes dados mostram que o mecanismo de resisténcia deste
gendtipo pode ser desencadeado apos formagéo das pustulas ou nao serem
expressos nas plantulas. Nas avaliagbes no campo, esta linhagem
apresentou ASCPD*c reduzida, embora se pdde observar um aumento na
da intensidade da doenga no decorrer dos trés anos de avaliacdo, com alta
variagdo na severidade entre as parcelas. Este fato sugere que sua
resisténcia tenha sido superada pelo surgimento de nova raga, a qual pode

ainda estar em baixa frequéncia.



92

TABELA 8. Distincdo entre as variaveis epidemioldgicas e histologicas
avaliadas neste trabalho quanto a capacidade em distinguir os
gendotipos resistentes dos suscetiveis. Porto Alegre, RS. 2009.

Diferenciou os genotipos

resistentes dos suscetiveis

N&o diferenciou os gendtipos

resistentes dos suscetiveis

ASCPD*c;
Tipo de infeccéo;

Proporcdo de colbnias com tecido
esporogénico (120 hai);

Densidade de pustulas;

Morte celular;

Pc68/5*Starter morte celular
nas células circundantes ao
estbmato;

URS 21 e linhagens
resistentes: a morte celular
ocorre tardiamente em células
dispersas em toda a area da
colbnia;

Acumulo de compostos fendlicos e
autofluorescentes.

Periodo latente;

Percentagem de
necroticas;

pontuacoes

Presenca de pustulas mortas;

Presenca de pustulas associadas
a halos;

Propor¢do de germinagdo dos
ureddsporos;

Diferenciacao de apressorio;
Vesiculas subestomaticas;
Hifas infectivas;

Células mae do haustério;
Haustorio;

Area da colénia (com excecéo do
genotipo Pc68/5*Starter);

Lignificacao;

Aposicdo de calose na parede
celular.

Uma das maiores dificuldades enfrentada pelos melhoristas em aveia

€ a obtencdo de cultivares com resisténcia duravel a ferrugem da folha.
Tradicionalmente, as novas cultivares tém sua resisténcia superada pelo
patdbgeno em um intervalo de um ou dois anos apos seu langamento. Dentre
0s mecanismos de resisténcia, a reacio de hipersensibilidade é apresentada

como o mecanismo com menor potencial de durabilidade. Segundo Johnson
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(1984), a resisténcia duravel é aquela que permanece efetiva em uma
variedade cultivada por um longo periodo de tempo em um ambiente
favoravel a doenca. Nos ultimos anos, cerca de 40% da area cultivada com
aveia no Brasil foi semeada com a cultivar URS 21 (L. C. Federizzi —
comunicacao pessoal), sendo que esta cultivar apresenta-se altamente
resistente desde seu langamento no ano de 2001, apesar de ja terem sido
relatadas ragas virulentas a esta cultivar (Vieira et al., 2006b). URS 21
preenche plenamente os requisitos para ser classificada como uma cultivar
com resisténcia duravel sensu Johsonn (1984), por apresentar um
comportamento estavel frente ao patégeno, com pequenas quantidades de
doenca, particularmente na fase inicial de desenvolvimento das plantas,
independente do ambiente variavel entre anos. No entanto, paradoxalmente
0 mecanismo de resisténcia desta cultivar esta associada a morte celular.
Isso indica que este mecanismo por si s6 nao é suficiente para prever a
durabilidade de uma determinada resisténcia. Deve-se, outrossim,
considerar outros fatores envolvidos na sinalizacdo e expressao do
mecanismo. Por exemplo, o momento em que ocorre a morte celular e o
acumulo de compostos fendlicos, sao sugeridos pelas descobertas deste
trabalho possuir um papel determinante na inespecificidade e na
durabilidade da resisténcia conferida a um gendétipo de aveia. Assim, temos
que a morte celular em “URS 21” ocorre em 120 hai, o que é considerado
um tempo longo, ao contrario dos genes qualitativos, de grande efeito, cuja
morte celular ocorre em torno de 30 horas apés a infecgao e cuja resisténcia
tem se mostrado efémera. A producao também tardia de altos niveis de

compostos fendlicos em URS 21 pode estar associada a sua morte celular e,
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principalmente, ao impedimento do desenvolvimento futuro das col6nias do
fungo, visto que compostos fendlicos também sao fungistaticos e/ou
fungicidas (J. A. Martinelli, dados nao publicados). A interagcao destes dois
efeitos pode ser considerada como um mecanismo mais complexo de sua
resisténcia, garantindo sua durabilidade. A inespecificidade deste
mecanismo esta justamente na sua estratégia de permitir o ingresso, ou
infeccdo, de racas Vvirulentas, criando assim condigcdes posteriores
inadequadas aos seus desenvolvimentos plenos. A superagao deste
mecanismo de resisténcia devido ao acumulo de altos niveis fendlicos esta,

provavelmente, além de uma unica mutagao no patdégeno.



6 CONCLUSOES

Nas condicbes em que foram desenvolvidos e conduzidos os

experimentos conclui-se:

1. As avaliagbes realizadas no campo permitiram diferenciar os
genotipos resistentes dos suscetiveis, porém nao déo subsidios para um
entendimento do mecanismo que esta operando;

2. Os eventos de colonizacdo e infecgdo nao sao alterados pelo
diferentes tipos e niveis de resisténcia nos genoétipos de aveia;

3. Dentre os componentes de resisténcia conhecidos, a eficiéncia de
infeccdo expressa melhor a efetividade da resisténcia observada nos
genotipos estudados neste trabalho, enquanto que o periodo latente se
mostra sem efeito e utilidade para este fim;

4. O mecanismo das maiores resisténcias observadas dentre os
genodtipos estudados, apresentados pelos gendtipos URS 21, 04B7119-2,
04B7113-1 e Pc68/5*Starter, € por morte celular associada ao acumulo de
compostos autofluorescentes, provavelmente de natureza fendlica;

5. A durabilidade da resisténcia de URS 21 esta associada a morte
celular tardia concomitante com o acumulo de compostos autofluorescentes;

e
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6. A semelhanga entre os mecanismos de resisténcia do gendtipo
04B7119-2 e a cultivar URS 21 permite estimar que a resisténcia dessa pode

ser duravel, quando exposta ao campo sob condi¢cdes epidémicas.
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8 APENDICES

APENDICE 1. Genealogia das cultivares e linhagens utilizados nas
avaliagbes realizadas neste trabalho. Porto Alegre, RS.

2009.
Genotipos Genealogia
Pc68/5*Starter Pc68/5*Starter
UFRGS 7 X 1205/ FLA 1093
Coronado®/Cortez®/Pendek/Me1563// 76-
UFRGS 17 29/76-23/75-28/C1833
URS 21 UFRGS 10/ CTC 84B993
URS 22 UFRGS 841110 / UFRGS 884021-1
URS Guapa UPF 17 Resel.// Guaiba Sel./CTC 84B993
Linhagens
04B7106-1 04B7112-2
04B7106-2 04B7112-3
04B7107-1 04B7112-4
04B7107-2 04B7113-1
04B7108-1 04B7114-1
04B7108-2 04B7114-2
04B7108-3 04B7114-3
04B7109-1 04B7115-1
04B7109-2 04B7116-1
04B7109-3 04B7116-2 UFRGS 952681 / UFRGS 17
04B7109-4 04B7117-1
04B7110-1 04B7117-2
04B7110-2 04B7117-3
04B7110-3 04B7118-1
04B7111-1 04B7118-2
04B7111-2 04B7119-1

04B7112-1

04B7119-2
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APENDICE 2. Designagdo de unidades de infecgdo de Puccinia hordei em
cevada de acordo com seu estadio de desenvolvimento (Niks
& Kuiper, 1983). Livre tradugao. Porto Alegre, RS. 2009.

Fase de

desenvolvimento

Designacao da
unidade de infeccao

Definicao

Pré-penetragao

Formacao da
vesicula
subestomatal

Estabelecimento

Colonizagao

Reprodugao

N&o penetrante *
Vesicula subestomatal
abortada #
Abortamento precoce

da colénia #

Estabelecida ou
abortamento tardio da
coldnia *

Colénia bem sucedida *

Apressorio sobre o
estdbmato sem formacao
de vesicula
subestomatal;

Vesicula subestomatal
sem hifa infectiva;

Vesicula subestomatal
sem hifa de infecgao
primaria e menos que
seis células mae do

haustorio

Hifas ramificadas, seis
ou mais células mae do
haustério, tecido
esporogéncio presente;

Ao menos alguns
uredosporos sao
formados

# desenvolvimento do fungo paralisado na fase indicada;
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APENDICE 3. Densidade de pustulas de ferrugem da folha desenvolvidas

em diferentes genoétipos de aveia. As barras indicam o erro
padrdo da média. Porto Alegre, RS. 2009.
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APENDICE 4. Densidade de pontuagbes necréticas desencadeadas por

Puccinia coronata f. sp. avenae desenvolvidas em diferentes
gendtipos de aveia. As barras indicam o erro padrao da
meédia. Porto Alegre, RS. 2009.

Flecks/cm2




APENDICE 5. Numero de colénias de Puccinia coronata f. sp. avenae associadas & morte celular do tecido do hospedeiro em 120

hai. Porto Alegre, RS. 2009.

Morte celular 04B7107-2 04B7113-1 04B7119-2 URS Guapa Pc68/5*Starter UFRGS 17 URS 21 URS 22 | Total
Ausente 57 18 27 43 0 43 15 44 247
Presente 9 38 46 5 32 3 23 1 257

Total 16 56 73 48 32 46 38 45 404
X°= 175,29
Graus de liberdade= 7
P<0,0001

APENDICE 6. Numero de colénias de Puccinia coronata f. sp. avenae com a presenca de tecido esporogénico em 120 hai.

Experimento A. Porto Alegre, RS. 2009.

espl—fgédé?“co 04B7107-2 04B7113-1 04B7119-2 URS Guapa Pc68/5*Starter UFRGS 17 URS 21 URS 22 | Total
Ausente 49 14 23 20 0 31 3 26 166
Presente 17 42 50 24 32 17 35 19 236
Total 66 56 73 44 32 48 38 45 402
X°= 94.67
Graus de liberdade=7
P< 0,0001

APENDICE 7. Numero de coldnias de Puccinia coronata f. sp. avenae associadas a compostos autofluorescentes avaliadas 48

hai. Porto Alegre, RS. 2009.

auto%%@feositgmes 04B7107-2 04B7113-1 04B7119-2 URS Guapa Pc68/5*Starter UFRGS 17 URS 21 URS 22 Total
Ausente 107 79 75 103 21 100 25 49 559
Presente 3 3 8 4 77 4 5 1 105
Total 110 82 83 107 98 104 30 50 664

X°= 345,65

Graus de liberdade= 7
P< 0,0001

GLl



APENDICE 8. Numero de colénias de Puccinia coronata f. sp. avenae associadas a compostos autofluorescentes avaliadas 120

hai. Porto Alegre, RS. 2009.

Compostos
autofluorescentes

04B7107-2 04B7113-1 04B7119-2 URS Guapa Pc68/5*Starter

UFRGS 17

Total

Ausente
Presente

100
11

474
312

Total
X’= 427,63

Graus de liberdade= 7

P< 0,0001

111

786

APENDICE 9. Numero de colénias de Puccinia coronata f. sp. avenae com a presenca de tecido esporogénico em 120 hai.

Experimento B. Porto Alegre, RS. 2009.

Tecido
esporogénico

04B7107-2 04B7113-1 04B7119-2 URS Guapa Pc68/5*Starter

UFRGS 17

Total

Ausente
Presente

11
100

252
534

Total
x’= 366,38

Graus de liberdade= 7

P< 0,0001

11

786

91l
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APENDICE 10. Proporgdo de colénias de Puccinia coronata f.sp avenae
associadas a compostos autofluorescentes. Porto Alegre,

RS. 2009.
Compostos autofluorescentes
Genotipos (%)

48 hai 120 hai
Pc68/5*Starter 79% a* 100% a*
04B7119-2 10% b 91% b
URS 21 17% b 78% b
04B7107-2 3% b 18% d
URS Guapa 4% b 16% de
UFRGS 17 4% b 10% e f
04B7113-1 4% b 4% ef
URS 22 2% b 1% f

*

Proporgdes seguidas por mesma letra ndao diferem significativamente
entre si de acordo com o teste semelhante ao Tukey 5% (Zar, 2009).

APENDICE 11. Proporcéo de colénias de Puccinia coronata f.sp avenae com
tecido esporgénico em 120 hai. Experimento B. Porto Alegre,

RS. 2009.
L. Tecido esporogénico
Genotipos
(%)
04B7107-2 91,67 a
UFRGS 17 90,09 a
04B7113-1 86,75 a ¢
URS Guapa 83,72 a ¢
URS 22 7222 cd
04B7119-2 68,00 cd
URS 21 28,57 e
Pc68/5*Starter 0,00 f

*

Propor¢gdes seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste semelhante ao Tukey 5% (Zar, 2009).
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