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1. INTRODUCAO

1.1 - Interacgdo Planta Hospedeira-Fitopatogeno: aspectos

Gerais e Genéticos

As associac¢Oes hospedeiro-patdogeno resultam de uma complexa
interagao entre os organismos envolvidos, dependendo fundamen -
talmente dos genotipos, tanto do hospedeiro guanto do patogeno ,

e das condicgcoOes ambientais.

Cada interacao hospedeiro-parasita & uma luta por sobrevi-
véncia entre dois organismos . A planta hospedeira, que ja com -
pete com outras plantas por espago, luz e nutrientes ainda pre -
cisa suportar um parasita que, além de apropriar-se de seus nu -
trientes, invade e destroi seus tecidos, impedindo o desenvolvi-
mento normal da planta. As conseqlliéncias para o hospedeiro sao
extremamente variaveis, desde insignificantes até bastante dras
ticas, como quando o hospedeiro morre antes de reproduzir-se,ame
acando a sobrevivéncia da espécie. O parasita deve produzir um
grande numero de descendentes ,para que pelo menos um consiga en

contrar um novo hospedeiro e desenvolver-se. Os parasitas mais



especialistas, que se reproduzem somente em poucas espécies hos -
pedeiras, nao podem ser destrutivos a ponto de eliminar o hospe -
deiro, pois desta maneira estariam eliminando a si proprios (DAY,

1974) .

Organismos que se desenvolvem em um outro individuo do gqual
obtém nutrientes sao ditos parasitas, mas estes s6 sao chamados de
patégenos quando produzem doenca em seus hospedeiros. Neste con -
texto, entende-se por doenca uma alteracao no metabolismo normal
que leve a reducgdo da potencialidade de crescimento e reproducao

do hospedeiro, causada pela presenca de um patdogeno.

Quando uma planta hospedeira exposta a um parasita & por ele
invadida e torna-se doente, diz-se que ahospedeira & susceptivel e
o parasita, patogénico. Uma planta hospedeira que mesmo expos -
ta ndo adoece & dita resistente e o parasita € nao patogénico pa

ra o hospedeiro em questao.

Resisténcia e susceptibilidade nao sao atributos absolutos de
nenhum hospedeiro. Sdao, isto sim,expressOes de interacoes especi-
ficas entre os metabolismos do hospedeiro e do patdgeno e, funda-

mentalmente, de seus genotipos (HOOKER e SAXENA, 1971).

Segundo BELL (1981), resisténcia a doenca € a habilidade de
uma planta em prevenir, restringir, ou retardar o desenvolvimen -
to da doenca, e ocorre em niveis alto, moderado ou baixo. Em con-

traste, viruléncia € a habilidade (alta, moderada ou baixa) de um



agente infeccioso em vencer a resisténcia. Tanto resisténcia quan
to viruléncia sdo, cada uma, o resultado combinado de multiplos
componentes bioguimicos. Cultivares de uma mesma espécie geralmen
te apresentam variacgoes em seus niveis de resisténcia a um patoge
no qualquer. Esta resisténcia pode ser dividida em duas categori-
as: resisténcia raca-especifica, que é efetiva apenas contra al -
guns isolados do patdgeno ; e resisténcia raga-nao-especifica ,
que € efetiva contra todos os isolados. Sendo o agente patogéni-
co um fungo, altos niveis de resisténcia ndo-especifica geralmen-
te previnem a penetracdao do fungo na planta, enquanto que os de
resisténcia raca-especifica normalmente inibem os estagios decres

cimento mais tardios do fungo.

BURDON (1987) agrupa os mecanismos de resisténcia em duas ca
tegorias que refletem o grau de interacao que esta ocorrendo en-
tre hospedeiro e patdgeno: mecanismos de resisténcia ativos, que
sao conseqliéncia de uma resposta ativa continua de um hospedei -
ro a um patdogeno invasor, e mecanismos de resisténcia passivos,re
sultantes de interagOes passadas entre hospedeiro e patdgeno que
levaram, através de selecdo, a inibigdcdo contato ou ao aumento da

tolerancia das plantas.

A heranga da resisténcia a doencas em plantas pode ser clas-
sificada em trés categorias gerais: oligogénica (Mendeliana), o}
tipo mais comum; poligénica, observada em muitos estudos; e extra
cromossomal, rara mas bastante importante nas plantas onde ocor-
re (HOOKER e SAXENA,1971). Segundo DAY (1974), a resisténcia das

variedades hospedeiras é, por definigao, especifica e, na maioria



das vezes, oligogénica.

Em geral, resisténcia € dominante sobre susceptibilidade, so
mente 10% dos genes para resisténcia sao completamente recessivos
em sua expressao. Dominancia incompleta, expressa em individuos he
terozigotos para genes de resisténcia particulares como uma respos
ta intermediaria a doenga, € pouco documentada mas existente em al
guns sistemas hospedeiro-patogeno. Analises genéticas tém revela-
do a ocorréncia de dois ou mais genes para resisténcia em um mes -
mo gendtipo hospedeiro, como € o caso de cultivares agronomicamen-
te importantes, onde uma estratégia de controle da doenca € a in -
corporacao de varios genes para resisténcia em algumas variedades
(BURDON, 1987). Quando dois ou mais genes para resisténcia estdo
presentes na mesma planta, eles podem funcionar independentemen -

te um do outro, ou podem interagir (DAY, 1974).

O melhoramento de plantas importantes economicamente visan -
do aumentar a resisténcia destas a fitopatdogenos & uma medida bas-
tante utilizada na tentativa de proteger as cultivares dos danos
causados pelos patdgenos. O que se observa, no entanto, € a habi -
lidade dos parasitas em reagir e adaptar-se também as varieda -
des hospedeiras introduzidas como sendo resistentes. Este fato nao
significa a quebra da resisténcia da planta , pois esta resistén
cia continua efetiva contra as formas originais do patdgeno, mas
nao &€ efetiva contra novas formas. Estas novas formas diferem da

forma original por se estenderem a outros hospedeiros, tendo sido



chamadas de racas fisioldgicas.

As racas fisiologicas sao, segundo DAY(1974), diferencia -
das pelas suas reagoes em um grupo de variedades hospedeiras re -
sistentes , sendo que estas variedades possuem os genes para re-
sisténcia que estdo sendo usados com o objetivo de controlar a do

enca.

BROWDER € cols. (1980) definem raca fisiologica como sen -
do um grupo de individuos, presentes em uma populagdo de parasi -
tas, com caracteristicas de patogenicidade em comum. Os autores en
tendem ser este o melhor conceito em estudos sobre a especifici -
dade hospedeiro-patdgeno, ressaltando a ambigfiidade gerada quan-

do se usa o termo raca em diferentes situacoes.

Segundo NELSON e cols. (1970), patogenicidade & a capacida -
de de um organismo provocar doenca em determinados membros de u-
ma espécie hospedeira. Através do numero e tamanho das lesdes, po
de-se avaliar a extensao com que os isolados patogénicos provocam
doenca, tendo-se, desta maneira, uma medida relativa de suas viru

léncias em uma determinada linhagem hospedeira.

Os estudos sobre a heranca da patogenicidade sao limitados
quando comparados com investigacgOes sobre resisténcia a doencas.Em
geral os caracteres do hospedeiro e do parasita tém sido conside-
rados separadamente. Biologicamente, nem a especializagdo patogé -

nica nem a reacao especifica do hospedeiro ocorrem sozinhas, pois



parasita e hospedeiro interagem para produzir uma terceira enti-

dade: a associacao hospedeiro.patogeno (BROWDER e cols., 1980).

Segundo BURDON (1987), resisténcia no hospedeiro e virulén-
cia no patdogeno sdo praticamente indivisiveis. As flutuacbes que
ocorrem na estrutura genética das populacoes, tanto do hospedei-
ro quanto do patdgeno, sdo melhor interpretadas quando analisa -

das conjuntamente.

Os primeiros estudos sobre heranca da patogenicidade fo -
ram feitos com a ferrugem, o que é surpreendente devido as difi-
culdades técnicas apresentadas por este fungo que é um parasita
obrigatdério com ciclo de vida complexo. O aumento na freqiiéncia
de plantas resistentes a ferrugem foi muito importante para as
culturas de trigo por volta de 1920. Posteriormente o apareci -
mento de racas fisiologicas deste fungo tiveram como consequén-
cia uma maior susceptibilidade das plantas hospedeiras, tornan-
do necessarios estudos no sentido de explicar a variacdo gené -

tica em ferrugem (DAY, 1974).

Desde entao, foram analisados varios patdogenos na tentati-
va de estabelecer um padrao de heranga para patogenicidade e pa
ra viruléncia, mas os resultados foram, muitas vezes, conflitan

tes.

Os estudos iniciais, como os de WATERHOUSE (1929) e NELSON
e cols. (1930), citados por DAY (1974), mostraram que patogenici
dade estava, na maioria das vezes, sob controle de um unico ge-

ne e que 0s genes para patogenicidade, em dicarions heterozigo-



tos, eram normalmente recessivos.

Por outro 1$do, WATSON (1970) sugere que os caracteres rela-
cionados a patogenicidade, como taxa de crescimento do patogeno,
tamanho da lesao provocada na planta e producaoc de esporos, se -
jam controlados por um sistema poligénico e gue viruléncia/aviru-
léncia seja controlada por genes especificos no patdogeno que in -

teragem com genes correspondentes para resisténcia no hospedeiro.

Esta interacao entre genes especificos do patdogeno e do hos-
pedeiro havia sido sugerida anteriormente por FLOR(1951) que,ba -
seado em varios experimentos, propos a hipotese "gene-for-gene".Se
gundo esta hipotese, para cada gene que determina resisténcia no
hospedeiro ha um gene correspondente no parasita com o qual ele
interage especificamente. Estas relacdes gene-a-gene sao conheci-
das em mais de vinte e cinco sistemas planta hospedeira-patogeno

(BURDON, 1987).

Segundo WEBSTER (1974), patogenicidade & a capacidade de um
organismo atacar um determinado hospedeiro, sendo normalmente con-
trolada por poucos genes em gualquer interacao hospedeiro-parasi-
ta. Ja viruléncia € a quantidade relativa de doenca causada  por
um patdgeno, resultando, geralmente, da acdo de um grande nimero

de genes.

Assim como a resisténcia a doencas em plantas hospedeiras de

ve ser dependente de poligenes, "background" genético e do ambi -



ente, o mesmo e valido para patogenicidade em parasitas. Patoge
nicidade e resisténcia no hospedeiro estao sujeitas a controles

oligogénicos, poligénicos e citoplasmaticos (DAY, 1974).

As populacdes de patdogenos sao polimorficas, compostas por
varias racas. Para que o polimorfismo para viruléncia possa ser
mantido na populagao, € necessario um custo adaptativo, sem o
qual os genotipos mais virulentos eventualmente excluiriam os
de menor viruléncia. O resultado final de gualquer situagao plan
ta hospedeira-patogeno depende; portanto, do nivel de selecao con
tra genes mais virulentos e do numero de gendotipos hospedeiros.
Tal selecao devera atuar no sentido de impedir a dominancia de
"super racgas" - gendtipos do patdgeno que sao virulentos para
todos os componentes de uma mistura de genotipos hospedeiros(BUR

DON, 1987).

Em lavouras agricolas para producao de alimento ou fibras,
o balanco natural existente entre hospedeiros e patdgenos vem
sendo alterado como resultado do crescimento, em grande escala,de
cultivares geneticamente uniformes. Estas culturas estdo sujei
tas a uma destruicao por fitopatogenos devido a facilidade de a

daptacido e desenvolvimento dos parasitas nestas condicgodes.

1.2. Helminthosporium sativum Pamm., King e Bakke

1.2.1. Caracteristicas Taxonomicas e Consideracoes Gerais

O género Helminthosporium pertence a Sub- Divisao
Deuteromycotina, Classe Deuteromycetes, Sub-Classe Hyphomycetidae,

Ordem Moniales, Familia Dematiaceae (ALEXOPOULOS e MINS,1985). Os



fungos pertencentes a esta categoria taxondmica sao chamados de
anamorficos ou imperfeitos, pois possuem apenas a reprodugao as

sexuada como forma de propagar a espécie.

A grande maioria das espécies pertencentes ao genero
Helminthosporium, inclusive H. Sativum , apresentam apenas a re-
producdo assexuada na natureza. Estas espécies nao  apresentam
mais a reproducao sexuada em condic¢dOes naturais possivelmente
porque desenvolveram eficientes mecanismos proprios que lhes con
ferem grande variabilidade genética e garantem sua sobrevivén -

cia (DAY, 1974; MATSUMURA e cols., 1982; ALEXOPOULOS e MINS,1985).

Em laboratdério, onde o organismo é submetido & condigdes bas
tante desfavoraveis ao seu desenvolvimento, pode-se induzir a pro
dugdo de frutificacdoes férteis (ascos e ascoporos), obtendo-se a
fase sexuada, também denominada teleomérfica, bastante Gtil pa-
ra estudos genéticos desta espécie (TINLINE, 1960). Nesta fa -
se, € usada a denominagao Cochliobolus Sativus , pertencente a
Sub-Divisdao Ascomycotina, Classe Ascomycetes, Sub-Classe Loculo-
ascomicetidae, Ordem Pleosporales, Familia Pleosporaceae (ALEXO -

POULOS e MINS, 1985).

Existem grandes controvérsias de nomenclatura com relacdo a
este organismo , sendo utilizada a denominacao Helminthosporium
sativum na maioria dos trabalhos relacionados a fase anamorfi -
ca . Cochliobolus sativus é a denominacao encontrada em trabalhos que

utilizam a fase teleomorfica do fungo.
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Esta espécie € denominada das seguintes maneiras:

Forma anamorfica(conidial): Helminthosporium sativum Pammel,
King e Bakke (1890); Helminthosporium sorokinianum Sacc. in So-
rok.; Drechslera sorokiniana (Sacc.) Subran e Jaln (1930) ;Bipolaris

sorokinianag (Sacc. in Sorok.) Shoem (1959).

Forma teleomorfica (ascogena): Cochliobolus sativus (Ito e Ku-

rybayasshi) Dreschsl. ex. Dastur (1934).

1.2.2. Hospedeiros e Patogenicidade

O género Helminthosporium inclui os estagios conidiais de
patogenos causadores de importantes doencas em cereais, grami-
neas, milho e arroz. H. sativum €& encontrado comumente em tri
go, cevada, centeio, triticale e aveia, podendo infectar va -
rios O6rgaos da planta hospedeira. Desenvolve-se melhor em areas
quentes (20 a 30°C) e umidas, podendo causar perdas elevadas

nas culturas atingidas.

Segundo CHIOAMBARAM e cols. (1973), esta espécie tem um
amplo e diversificado conjunto de hospedeiros: Agropyron
elongatum, Brachiaria cuziziensis, Bromo uniolioides, Calendula officinalis,
Capsicum annuum, Chrysanthemum cinerariefolium, Coriandrum sativum,
Curcubita pepo, Cuminum cyminum, Daucus, carota, Glycine max, Helianthus
annuus, Oryza sativa, Pennisetum gloucum, Phascolus vulgaris, Ralphanus
sativus, Sesamum indicum, Setaria italica, Sorghum vulgare, Vigna sinensis,

além dos hospedeiros mais comuns , como Avena sativa, Hordeum
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vulgare e Triticum aestivum.

Segundo DAY (1974), muitos isolados de Helminthosporium oriun
dos de gramineas selvagens de diferentes partes do mundo, sdo in -
distinguiveis daqueles que causam doengas em cultivares economica-
mente importantes. Estes isolados gue parasitam gramineas selva -
gens sao potencialmente perigosos a cultivares. A grande abrangén-
cia de hospedeiros para a maioria das espécies de Helminthosporium
sugere que, apesar das barreiras de esterilidade que restringem o
intercruzamento, a populagao pode ser considerada como uma conti -
nuidade de formas adaptadas a muitos diferentes membros das
Graminege. Algumas formas de Helminthosporium sao particularmente '

bem adaptadas a variedades hospedeiras cultivadas em grande esca -

la.

O fungo pode ser transportado de uma regido a outra por fa =
tores como ventos, chuvas e sementes infectadas. Os conidios po -
dem permanecer no solo ou em restos de cultura, por varios meses
ou até alguns anos, voltando a germinar na presenca de hospedeiros
susceptiveis e reiniciando o ciclo da doenga. O plantio continuo
destes hospedeiros favorece a multiplicacao do indéculo no solo e o

desenvolvimento da doenga (DIEHL, 1982).

REIS (1982) demonstrou gque fungos patogenicos do sistema ra-
dicular de cereais de inverno, entre eles H. sativum ,sao manti -

dos durante os meses mais gquentes em plantas cultivadas, nativas e
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invasoras de verao que nao evidenciam sintomas secundarios da do -
enca. Estes hospedeiros podem ser uma importante fonte de indculo,
oferecendo um meio adicional de sobreviveéncia do fungo durante a

estacdo na qual o hospedeiro principal esta ausente.

Estudos sobre a patogenicidade das espécies que compreendem o
género  Helminthosporium mostram que estas espécies nao sao espe -
cificas com relacao ao hospedeiro, atacando um grande numero de
gramineas. NELSON (1961) e NELSON e KLINE (1962) explicam este fa-
to sugerindo que os fungos fitopatogénicos possuem "pools" géni -
cos que incluem, ndo s genes para patogenicidade a hospedeiros es
pecificos, mas também genes adicionais para patogenicidade a ou -
tros hospedeiros. Segundo estes autores, a hibridizacao entre ra -
cas patogénicas oferece um veiculo para recombinacao entre ge -
nes presentes em cada rag¢a. A incorporacao de genes adicionais pa-
ra resisténcia, bem como a introducao de novas cultivares, consti-
tuem pressdoes seletivas que influenciam a extensdo e a frequéncia

de recombinacaoc nos reservatorios génicos dos patogenos.

Através de cruzamentos com isoclados de Helminthosporium oriun -
dos de diferentes gramineas, NELSON e KLINE (1969) concluiram gque
a patogenicidade para um hospedeiro & controlada por um ou dois ge
nes,as propriedades da patogenicidade nos varios hospedeiros pare-

cem ser herdadas independentemente.

1.2.3. Variabilidade Intra-Especifica:Mecanismos e Reflexos

na Viruléncia

Helminthosporium sativum & uma espécie bastante variavel, tan-



e

to morfoldgica como fisiologicamente.

Em 1922 , CHRISTENSEN (1925) iniciou os estudos sobre a
variabilidade em H. saotivum analisando, em meio de cultura,
a morfologia de 37 formas e encontrando grandes diferencas en
tre elas. Ao inocular tais formas no solo utilizado para o]
plantio dos hospedeiros (trigo e cevada), encontrou também va
riacoes marcantes em viruléncia. Estes resultados levaram fo)
autor a sugerir que esta espécie & constituida por muitas for
mas fisioldgicas que mutam facilmente e que & necessario cau-
tela ao descreve=la . Salienta que este fungo é dinamico, mo-
dificando-se continuamente, sendo; portanto, um problema cons

tante para seus hospedeiros.

Estudando o efeito dos fatores ambientais sobre a muta -
¢do, CHRISTENSEN (1929) observou que a temperatura influencia

va a freqfiéncia de mutac¢do em H.sativum .

O surgimento de novas racas de H.sativum (na forma de se -
tores em culturas mantidas em meio artificial, foi observada '
por CHRISTENSEN e DAVIES (1937). Ao tentar elucidar a nature -
za da variagao constatada observaram que conidios, tubos ger -
minativos e células de hifas eram multinucleados, ocorrendo a-
nastomoses de hifas entre racas diferentes. Entretanto,nao sou
beram dizer, com certeza, se havia mistura subseqgllente ou nao
de citoplasma e nucleos. Algumas variantes surgiam quando as
culturas eram submetidas a certas condigoes ambientais. Com ba

se nestas observacoes, concluiram gque as variacoOes em certas ra
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cas de  H.sativum podem ser induzidas por fatores ambientais,sen

do mais provavelmente devidas a mutacao do que a heterocariose.

Segundo BUXTON (1960) , a variabilidade dos fitopatogenos &
decorrente de quatro mecanismos genéticos basicos: (1) mutacgao; (2)
heterocariose; (3) varias formas de recombinacao, com ou sem a in
tervencao de processos sexuais; (4) sistemas de adaptacdao que le-
vam a mudancas na viruléncia e na tolerdncia a substdncias toxi-

cas.

TINLINE (1960) salienta a grande variabilidade observada em
Cochliobolus sativus ,trabalhando com este que é o estagio perfei-
to de Helminthosporium sativum , com relagao a: cor dos esporos, re-
sisténcia a irradiacao com luz ultra-violeta, pigmentagao do mi -
célio, grau de compatibilidade sexual, viruléncia, esporulagcao e
outras caracteristicas em cultura. O autor sugere trés mecanismos
que colaborariam para aumentar a variagao nesta espécie: mutacao,
heterocariose e hibridizacao. Entende-se por heterocariose a con-
dicao em que dois ou mais nucleos, geneticamente diferentes,coe -

xistem em um citoplasma comum.

TINLINE (1962) demonstrou a ocorrencia de heterocariose e de

parassexualidade como mecanismos de variagao em C.sativus. Segun
do o autor , os heterocarions formam-se por mutacdo ou migracao
nuclear resultante de anastomose entre hifas. No ciclo parasse -
xual, estabelece-se um niicleo dipldéide que darad origem a varian -
tes continuas através de recombinacdo, segregacdao e associagoes

subseqlientes.



.

TINLINE E MAC NEILL(1969), em sua revisdo sobre parassexua-
lidade em fungos fitopatogénicos, salientam a mutacao, heteroca-
riose e recombinac¢ao somatica como sendo os mecanismos que con -
ferem variabilidade em fungos imperfeitos e, junto com reprodu -
¢do sexual, em fungos de outras classes. Para que ocorra o ¢l
clo parassexual é necessario heterocariose seguida pela fusdao de
dois nucleos, de modo a produzir um dipldide heterozigoto. Pode
ocorrer, entdo, recombinacdo mitdética e arranjo ao acaso por ha-
ploidizacdao. Em fungos que nao apresentam o estagio sexual na
natureza, o ciclo parassexual & bastante importante por ser o)
principal mecanismo de recombina¢dao que leva a geracao e armaze-

namento de variacao (TINLINE,1962; DAY, 1974).

Os heterocarions balanceados e os diploides, mesmo tendo ge
notipos idénticos, comportam-se de maneiras diferentes. Os hete-
rocarions sdo mais flexiveis do que os diploides na adaptacao a
novas e subitas situagoes mas, a longo prazo, nao oferecem os
beneficios evolucionarios conferidos pelos dipldéides. Em mui -
tos fungos, os dipldides s3o fenotipicamente distinguiveis dos
heterocarions e aparecem em culturas heterocaridticas como seto

res de crescimento mais rapido (TINLINE e MAC NEILL, 1969).

DAY (1974) e AZEVEDO(1976) citam fatores citoplasmaticos co
mo uma fonte adicional de variabilidade em fungos fitopatogéni -

Ccos.

As plantas hospedeiras exercem um importante papel na varia
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bilidade dos fungos fitopatogénicos atuando seletivamente na fi -

xacao ou eliminacdo de racas do patogeno (GUSEVA e cols.,1979).

TOLMSOFF (1983) sugere que a heteroploidia também & um impor
tante mecanismos de variabilidade em fungos. Para ele a hetero -
ploidia, quando aplicada aos fungos, € definida como uma altera -

cao freqtlente do numero cromossomico de cada nucleo.

MATSUMURA e cols. (1988) estudaram as caracteristicas morfo-
logicas e fisiolbgicas de trinta isolados de H. sativum coleta-
dos de duas cultivares de trigo. A analise fenética, realizada com
a wutilizagao de métodos de taxonomia numérica, mostron gue os i-
solados estudados formavam dois grandes grupos, de acordo com as
cultivares hospedeiras das quais foram coletados. Com base nes-
tes dados, os autores concluem que a especificidade hospedeiro-pa
togeno € a caracteristica que mais contribui para o agrupamento '

dos isolados deste fungo.

Todos estes estudos indicam que s3o varios os mecanismos en-
volvidos na variabilidade tao extensivamente observada e documen-
tada em H.sativum . E claro que os hospedeiros tém uma influéncia
profunda e constante sobre esta variabilidade, mas também sofrem
suas conseqliéncias devido a capacidade do patogeno de desenvol -
ver formas mais aptas a superar a resisténcia das plantas. A va -
riacdo apresentada por esta espécie, em termos de patogenicida -
de e viruléncia, & de extrema importancia, devendo ser considera-

da em detalhes pelos melhoristas que tentam desenvolver cultiva -
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res resistentes a este fungo.

NELSON e KLINE (1962) estudaram as variacoes intra-especi -
ficas em patogenicidade de cinco espécies de Helminthosporium em
vinte e cinco espécies de gramineas, sugerindo a existéncia de
um complexo génico para patogenicidade com alguns genes presen -
tes em todas as espécies do género Helminthosporium e outros ge -

nes exclusivos de cada espécie.

WOOD (1962), analisando isolados de H.sativum oriundos de
hospedeiros e regides geograficas diferentes,constatou que eles
diferiam bastante com relagado as suas capacidades de causar do -

enca em trigo, cevada e aveia.

MISRA (1979) trabalhando com isolados coletados em diferen-
tes variedades de trigo, observou que, além de diferirem em vi -
ruléncia, alguns podiam infectar um grande nimero de hospedeiros
diferentes. O autor sugere a existéncia de distintas racas fisio

logicas do patdgeno na India.

HOSFORD e cols. (1975), estudando os mecanismos de heranca
para alguns caracteres de Cochliobolus sativus, concluiram que a
viruléncia deste fungo em trigo €& controlada por pelo menos dois
genes,que estes genes estavam associados com a cor escura da co-

lonia e que viruléncia é epistatica sobre aviruléncia.

Utilizando seis isolados de H.sativum coletados de duas cul

tivares de trigo, LINDEN e cols. (1988) estudaram o comportamen-
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to dos mesmos atraves de inoculacoes diretas (na cultivar de
origem) e de inoculacdes cruzadas (na cultivar que nao a de o-
rigem). Os isolados mostraram-se mais virulentos na cultivar de
onde foram coletados (inoculagdes diretas), sugerindo a exis -
téncia de especializacdo do patdgeno ao seu hospedeiro origi -

nal.

De modo a verificar as alteracdes no comportamento de di-
ferentes isolados pertencentes a espécies do género Helminthosporium
com relacdo a viruléncia , variabilidade intra e inter-isolados
e caracteristicas morfolégicas em meio sintético, foram promo-
vidas passagens sucessivas do fungo por plantas hospedeiras
(CHRISTENSEN e SCHNEIDER, 1948; ROBERT e JENKINS, 1949; BROWN
e MILLER,1954; CHRISTENSEN e DEVAY, 1955; KINSEY e HOOKER,1973;
CASTRO,1976). Na maioria dos trabalhos foram constatadas modi-
ficacgOGes nas caracteristicas de coldnia e na viruléncia dos i-
solados apOs passagens sucessivas pelo hospedeiro, indicando '
que a planta hospedeira exerce uma pressao seletiva sobre o pa

togeno.

1.3 - Helmintosporiose em Triticum aestivum L.

A doenca causada por Helminthosporium sativum P.K.& B em tri
go, foi primeiramente registrada por Sorokin, em 1890, no sul

da regidao de Ussuria (Russia) e seu agente descrito por Pammel,
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King e Bakke, em 1910 (DICKSON, 1956).

A helmintosporiose esta entre as doencgas fungicas da parte
aérea do trigo que mais danos causa nas lavouras, contribuindo
assim para o insucesso da produc¢ao de trigo no Brasil. Dependen-
do do Orgao da planta atacada e dos sintomas produzidos,esta mo-
léstia tem recebido varias denominacoes: mancha marrom, mancha
borracha da folha, carvao do no, ponta preta dos graos e helmin
tosporiose. Ocorre em guase todas as areas cultivadas com tri-
go, abrangendo os Estados do Rio Grande do Sul, Parana, Sao Pau-
lo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal (PRES -

TES e PICININI, 1984; LUZ, 1982).

H. sativum pode atacar raizes, coroa, colmo, folhas, espigas
e sementes de trigo, sendo gue a infeccdo pode ocorrer em qual -
quer estagio do desenvolvimento da planta. Nas folhas, as le -
sOes se apresentam como manchas necroticas de coloracao pardo es
curo ou preta, normalmente rodeadas por um halo amarelo. Mais tar
de as lesoes coalescem e as folhas morrem. Nas espigas, as man-
chas s3o marrom-escuro e os graos formados nestas espigas infec-
tadas expoem o sintoma denominado "ponta preta". Os nds atacados
adquirem cor marrom-escuro tornando-se pretos mais tarde pela pre
senca dos conidios do fungo, quando recebem a denominacao de "car
vao do no". O patdgeno sobrevive em restos de culturas de tri -
go, cevada, centeio, triticale ou aveia, em gramineas nativas e
em sementes infectadas. Seus esporos, assim como restos de plan-

tas infectadas, podem ser transportados a distancia pelo vento ,
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chuva ou insetos. As sementes infectadas também sdo fatores im -
portantes na disseminacao do fungo (DIEHL,1982;LUZ,1982;PRESTES

e PICININI,1984).

MEHTA (1986) calculou as perdas causadas por H.sativum em
quatro cultivares de trigo, nas condicoes de campo, no Estado do
Parana. Para evitar a interferéncia de outras doencas, foram u -
tilizados fungicidas especificos e a intensidade de helmintospo-
riose foi entre 60% e 95%, gerando perdas em rendimentos en -
tre 31,1% e 79%. Os niveis elevados de perdas levaram O autor
a sugerir o controle quimico da doenca como uma alternativa ime-
diata e esforcos maiores no sentido de desenvolver cultivares re

sistentes a esta moléstia.

LUZ(1982) indica como medidas de controle desta doencga o]
cultivo de trigo em areas limpas de gramineas e a rotacao de
culturas de modo a limitar a persisténcia do fungo em hospedei-
ros alternativos; o uso de cultivares que sejam mais resisten -
tes a doenca; e o tratamento quimico das sementes e da parte aé

rea das plantas visando a reducdo da severidade da moléstia.

Segundo DIEHL (1982), no Brasil nao existem cultivares de
trigo resistentes a doenca causada por H.sativum. A ocorréncia
de numerosas rac¢as ou bidtipos deste patogeno na natureza difi-
culta o desenvolvimento e a manutencao de cultivares resisten -

tes (WOOD,1962).
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A resisténcia a mancha foliar em duas variedades de trigo
foi determinada, por SRIVASTAVA e cols. (1971), como sendo de -
vida a dois genés dominantes complementares. Ja BABAYANTS e KLE
CHKOVSKAYA (1983) sugeriram que a resisténcia do trigo a
H.sativum , seria controlada por poligenes e ADLAKHA e cols.
(1984) , por outro lado, descreveram a heranca desta resistén -

cia como devida a um Gnico gene dominante.

1.4. A Técnica de eletroforese em gel aplicada ao estudo

da variabilidade genética em populacbes de fungos fi

topatogénicos

Tradicionalmente, a classificagac de fungos em géneros,es-
pécies e até linhagens é baseada em caracteristicas morfoldgi -
cas de estruturas vegetativas e reprodutivas. Estas caracteris-
ticas; entretanto, sofrem grande influéncia do ambiente e es -
ta plasticidade ambiental & responsavel por consideraveis con -
fusOes taxondmicas. Além disso, a dificuldade de muitos fungos
em produzir estruturas reprodutivas em meio de cultura e a au -
sencia de reproducéo sexuada na natureza, como € o caso da maio
ria das especies do genero Helminthosporium, aliadas a uma gran
de variabilidade, dificultam bastante a classificacao dos fun -

gos fitopatogénicos.

A eletroforese é uma técnica bastante utilizada nos estu -
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dos sobre variabilidade genética em populagdo porque, além de
fornecer resultados seguros, permite a analise de um grande nu-
mero de amostras em tempo relativamente curto e para varios sis

temas proteicos, enzimaticos ou nao.

Isoenzimas (ou isozimas) sao formas moleculares multiplas
de uma enzima que possuem a mesma especificidade de substrato.O
termo foi introduzido primeiramente por MARKERT e MOLLER, em
1959, sendo atualmente encontrato com freqliéncia na literatura'
bioguimica e genética (HARRIS,1980; McMILLIN, 1983). As isoenzi-
mas constituem-se em marcadores genéticos Uteis para o estu-
do do desenvolvimento e variabilidade dos organismos, pois re -
fletem as alteragdes que ocorrem a nivel de DNA (SCANDALIOS,1974;
OTT e SCANDALIOS, 1978). Sendo assim, a analise das isoenzimas,
por serem produtos quase direto dos genes, oferece maior segu -
ranca para a resolucao de problemas taxondmicos do que a anali-
se de tracos morfoldgicos, gque sao bastante influenciados pe-

lo ambiente.

A técnica de eletroforese, gque depende essencialmente da
carga elétrica, tamanho e forma das moléculas, baseia-se na mi-
gracao diferencial destas moléculas quando submetidas a um cam-
po elétrico. No estudo de sistemas isoenzimaticos, a deteccao '
das regides de atividade enzimatica & feita diretamente no meio
suporte de migracao (gel de amido ou poliacrilamida) através de
métodos histoquimicos de coloracao. O padrdo eletroforético,com

a visualizagao das enzimas no gel, & denominado zimograma (HUN-

TER e MARKERT, 1957).
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A eletroforese em gel pode ser utilizada para detectar si -
tios de atividade de varias isoenzimas, sendo de especial inte -
resse para o presente estudo o sistema isoenzimatico de estera -

ses.

As esterases sao classificadas como hidrolases (E.C. 3) no
grupo 3.1 pela Unido Internacional de Bioquimica, uma vez que ca
talizam a hidrolise de ligacOes éster (Enzime Nomenclature,1979).
O grupo 3.1 & dividido em sete subgrupos; entre eles, o das hi-
drolases de ésteres carboxilicos (E.C. 3.1.1), gue compreende 41
classes relacionadas com o metabolismo das gorduras, originando
dcidos graxos livres e glicerideos parciais, essenciais por par-
ticiparem de processos metabdlicos como oxidagbes, transportes '
de acidos, ressintese de compostos alcoolicos e fosforicos (LEMOS

1983).

As esterases sao um grupo complexo e heterogéneo de enzimas
com ampla especificidade & substratos artificiais. Estao entre as
enzimas mais polimorficas dos organismos superiores. Devido ao
seu polimorfismo, estabilidade e facil deteccdo , estas enzimas |
caracterizam-se por serem boas marcadoras de mudancas na expres -

sdoc génica (COHEN e cols.,, 1977).

Atualmente, a técnica de eletroforese em gel tem sido apli -
cada com o objetivo de esclarecer aspectos relacionados a taxo -
mia de varios fungos fitopatogénicos. Entretanto, a maioria  dos

trabalhos procura obter padroes eletroforéticos que possam carac-
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terizar espécies diferentes pertencentes a um género. Sao em
bem menor numero os estudos gque se propoém a verificar varia -
¢Oes entre isolados, dentro de uma determinada espécie de fito-

patogenos, utilizando a técnica de eletroforese.

Segundo CLARE e cols. (1968), algumas isoenzimas sao de
valor taxondmico a nivel sub-especifico, outras sao caracteris-
ticas de espécies e algumas mostram similaridades inter-especi-
ficas, o que indica que elas possam ser caracteristicas de géne

ros.

SNIDER (1973), em sua revisao sobre a aplicacao da eletro-
forese na taxonomia de fungos fitopatogénicos, conclui que a
quantidade de variacgao proteica e isoenzimatica intra-especifi-
ca, entre diferentes isolados, depende muito da espécie em es-
tudo. O autor salienta que nao devem ser feitas afirmagdes ge-
neralizadas, que considerem os fungos como um todo. Destaca tam
bém que muitos fungos apresentam diferencgas em seus padrOes pro
teicos conforme o estagio de desenvolvimento, sendo portanto

necessario, para fins de comparacdao, analisar os individuos sem

pre em uma mesma idade fisioldgica.

HENRY e GARBER (1967) submeteram filtrados de culturas de
vinte e trés cepas de Colletotrichum lagenarium a eletroforese em
gel para detectar sitios de atividade de esterases. Observaram'
que cada cepa apresentava um padrao eletroforético carac-

teristico para essa enzima, concluindo que os zimogra-
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mas de esterase poderiam ser utilizados na identificacao de cepas

desta espécie.

MEYER e RENARD (1969), estudaram varias cepas pertencentes a
duas "formae speciales" de  Fusarium oxyosporum, obtendo padroes
eletroforéticos para proteinas e esterase diferentes entre as
duas formas e também dentro de cada uma delas, entre as cepas. Os
resultados mostraram que cepas de uma mesma forma, similares em
fendtipo e patogenicidade, obtidas em uma mesma area, eram hete -
rogéneas em sua constituig¢do bioquimica, revelando grande varia -
¢do intra-especifica. Os autores concluiram que os zimogramas oOb-
tidos nao permitiam a identificagdo de formas patogénicas, ja que
as diferencas entre cepas de uma mesma forma eram tao grandes quan

to as diferencas entre as formas.

SNIDER (1973) cita o trabalho de MATSUYAMA e KOSAKA (1971) ,
com o fungo do arroz, Pyricularia oyrzel, como o unico até entdo on-
de foi encontrada uma correlagao entre os padrOes de esterase,pa-

togenicidade e distribuicdo geografica do patdgeno.

BURDON e ROELFS (1985) estudaram as variacoes intra-especi -
ficas quanto a viruléncia e padrdes isoenzimaticos de duas espé -
cies de Puccinia: P. graminis e P.recondita, encontrando muitos feno-
tipos de viruléncia para cada espécie. Em P recondita; entretan-
to, esta diversidade em viruléncia contrastava com um baixo ni -
vel de diversidade isoenzimatica, enquanto que em P.graminis foi
detectado um fenotipo isoenzimatico a mais do que o numero de

fenotipos de viruléncia. Os autores nao encontraram correlacao '
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entre os grupos principais de viruléncia e as diferencas isoen
zimaticas entre grupos; embora dentro de cada grupo de virulén
cia, com uma Gnica excessao, todas as racgas apresentavam o mes
mo padriao isoenzimadtico. Diferengas isoenzimaticas marcantes '
fram encontradas entre as popula¢des da Australia e dos Esta -

dos Unidos, nestas espécies.

As variagOes em vinte e uma enzimas de setenta e seis i -
solados representando as trés variedades taxonoOmicas de
Leptographium wageneri , um fungo que causa doenca em coniferas,
foram analisadas por ZAMBINO e HARRINGTON (1989) utilizando e-
letroforese em gel . Estas variedades, diferenciadas até en -
tdo por critérios morfoldgicos e fisioldgicos, sdo especifi -
cas a diferentes espécies hospedeiras. As distancias genéticas
entre os isolados, calculadas de acordo com os padrOes eletro-
foréticos, revelaram trés grupos bem definidos que correspon -
diam exatamente as trés variedades. A diversidade génica ob -
servada foi alta entre as variedades e baixa dentro de cada
variedade, levando os autores a concluir que,na verdade, as
trés variantes morfoldgicas hospedeiro-especificas eram varie-
dades taxonOmicas e que a recombinacao geneética entre elas, na

natureza, & rara ou inexistente.

NIGAARD e cols. (1989) encontraram diversidade isoenzima -
tica intra-especifica entre isolados do fitopatdgeno :
Phytophthora megasperma oriundos de dez espécies hospedeiras e de

varias regices geograficas. Estes isolados representavam mui-

tos tipos morfoldgicos e incluiam as trés "formae speciales" '
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desta espécie, tendo sido separados em seis grupos através de a
nalise isoenzimatica: trés grupos referentes as trés formas e
outros trés relacionados as espécies hospedeiras. Como estes gru
pos correspondiam aqueles identificados previamente com base em
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas, os au
tores salientam o grande valor da técnica de eletroforese de i-
soenzimas na diferenciagdo e agrupamento de isolados dentro de

uma espécie.

Uma tentativa em diferenciar espécies do género Helminthosporium
foi feita por BONTEA e GROU (1972). Além de analisar proteinas
soluveis através de eletroforese em gel , estudaram também a
composicdao de aminoacidos livres em confdios de nove espécies
de Helminthosporium, inclusive H.sativum , nao encontrando ne -
nhuma diferenca significativa entre as espécies e concluindo
que estes parametros nao sao uteis como critério basico de di-

ferenciagdo destas espécies.

Os trés autores a seguir demonstraram histoquimicamente a
presenca de atividade esterasica, em fungos, proxima aos si -

tios de penetracao fingica no tecido hospedeiro.

NICHOLSON e <cols. (1972) detectaram atividade de esterase
em esporos e tubos germinativos de Venturia ingequalis durante um
periodo de doze horas apds inoculacdo em superficies hospedei -
ras e nao-hospedeiras. A atividade enzimatica foi observada no

vértice dos esporos, 0 que sugere uma funcao em degradar e rom-
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per a célula, de modo a possibilitar a germinacao. Foi encontra
da também no apressorio , o que indica uma fungdo associada a

penetracgdo fungica no tecido hospedeiro.

McKEEN (1974) detectou atividade esterasica no apice dos tu
bos germinativos de Bolrytis cinera sete horas apds inoculagao em
Vicia faba, o que coincide com a época de penetragao do parasita '
na cuticula foliar do hospedeiro. O autor sugeriu que no apice '
do tubo germinativo onde o poro de infecg¢do € formado, as este -
rases poderiam contribuir para tornar a parede flngica mais plas

tica e assim dissolver a cuticula do hospedeiro.

KUNOH e cols. (1988) observaram que os esporos de Erysiphe
graminis, quando em contato com a parede celular do hospedeiro ,
produzem um liquido que dissolve as ceras epicuticulares; este

liquido & composto por varias enzimas, entre elas a esterase.

1.5. Objetivos

Apesar do grande numero de publicagdes relacionadas a va -
riabilidade em Helminthosporium sativum, detectada fregientemen -
te a nivel morfologico e fisioldgico , nao foi localizado a
té o momento nenhum trabalho que objetivasse investigar esta va
riabilidade a nivel isoenzimatico, utilizando a técnica de ele-
troforese em gel. Estudos pioneiros nesta area foram iniciados
em 1984, envolvendo os Departamentos de Genetica e Fitotecnia ,

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e o Centro Nacio-
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nal de Pesquisas do Trigo (CNPT) - EMBRAPA. Alguns resultados pre
liminares ja foram obtidos por MATSUMURA e c¢ols. (1987 e 1988) ,LIN
DEM e cols. (1988) e FREITAS e MATSUMURA (1989). Estes resultados
preliminares indicam a existéncia de variacao nos padroes de es -
terase de H.sativum, bem como diferencas no comportamento dos i -
solados desta espécie quando inoculados em diferentes cultivares

de trigo. Face a isto, o presente trabalho tem como objetivos:

- avaliar a viruléncia de diferentes isolados de H.sativum
em duas cultivares de trigo portadoras de diferentes graus de re-
sisténcia ao patdgeno, analisando também as alteragbes em virulen
cia decorrentes de passagens sucessivas dos isolados flngicos pe

las cultivares hospedeiras;

- verificar se as variacgoes inter e intra-isolados, observa-
das a nivel de viruléncia, sao acompanhadas por alteragdes bioqui
micas no sistema isoenzimatico de esterases, que sera analisado e
letroforeticamente apos cada passagem pelas cultivares hospedei -

ras;

- detectar possiveis diferencas nos padroes eletroforéticos
de esterases em diferentes estagios de desenvolvimento do fungo

(conidios e colonias);

- testar a especificidade dos isolados fungicos as suas cul
tivares hospedeiras de origem através de testes de patogenicida-

de diretos e cruzados; analisar o potencial genético para patoge
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nicidade e/ou viruléncia deste fungo, observando se os isolados
sdao capazes de adaptarem-se a outra cultivar hospedeira, que nao

a sua original, ao longo das inoculagoes.



2 . MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no periodo de julho de
1988 a outubro de 1989, nos laboratdrios e casa de vegetacao do
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia da Univer -
sidade Federal do Rio Grande do Sul, com a colaboracao do Depar-
tamento de Genética desta Universidade e do Centro Nacional de

Pesquisas do Trigo - EMBRAPA, de Passo Fundo, RS.

2.1 . Material

2.1.1. Isolados de Helminthosporium sativum

2.1.1.1. Origem e Caracteristicas dos isolados filingicos

H.sativum apresenta-se na natureza em sua forma infectiva,de
reproducao assexuada, com as seguintes caracteristicas (segundo
LUZ, 1987): conidicforos solitarios ou em pequenos grupos, retos
ou flexuosos, marron-escuros, 60-240 ym x 6 -10mm; célula coni -
didgena politétrica, simpodial, cicatrizada; conidios curvados '

ou retos, fusdides a largamente elipsoidais, 3-12 septos,40-120
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x 17 -28 pm, germinando de uma ou das duas células polares; tu -

bo germinativo do tipo semiaxial.

As caracteristicas taxondmicas desta espécie encontram-se no

item 1.2.1.

Isolados de H.sativum foram obtidos a partir de cultivares
hospedeiras de trigo cujas plantas apresentavam sintomatologia '
caracteristica da doenca, semelhante a descrita por DIEHL (1982),
LUZ(1982) e PRESTES & PICININI(1984), que consta em 1.3. Esta
coleta de material direto nas lavouras foi realizada por CNPT -
EMBRAPA, entre os anos de 1982 e 1984, em diferentes regides geo
graficas do Brasil. Os tecidos vegetais infectados foram coloca-
dos em sacos de papel, etiquetados, acondicionados em sacos plas

ticos e estocados a 4 ©°C para estudos posteriores.

Trinta destas amostras fungicas, sendo sete oriundas da cul
tivar IAC 5.MARINGA e vinte e trés da cultivar BR 4 foram iso -
ladas, purificadas, analisadas e novamente inoculadas nas mes -
mas cultivares das quais foram obtidas, por MATSUMURA e cols(1988).
A inoculac¢ao foi realizada em casa de vegetagao no CNPT - EMBRA-
PA, Passo Fundo, em plantas jovens (3 folhas) por aspersao da
parte aérea com os indoculos dos isolados fungicos purificados. A
pbés a avaliacao da infeccdo, as folhas infectadas foram acondi -
cionadas e estocadas a 49C, tendo sido mantidas desde entao no
laboratorio de Fitopatologia do Departamento de Fitotecnia, Fa -

culdade de Agronomia, UFRGS.
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Os isolados utilizados nas ETAPAS n9s 1,2 e 3 deste estudo

tém sua origem descrita a seguir.

O material fangico utilizado na ETAPA 1 foi isolado das fo
lhas de cultivares inoculadas por MATSUMURA e cols (1988), sen
do trés oriundos da cultivar IAC 5. MARINGA (isolados n9s 44, 74
e 222) e trés oriundos da cultivar BR 4 (isolados n%s 18,21 e
49,) . Estes seis isolados foram escolhidos, entre os trinta dis
poniveis, com base nos seus indices de infecg¢do na cultivar hos
pedeira original. Os isolados selecionados foram o mais virulen
to, o menos virulento e o intermediario em viruléncia, de cada
cultivar. Este critério foi adotado para a selecdo das amostras
tendo em vista a obtencdo de isolados distinguiveis em virulén-
cia; deste modo pode-se verificar se estas diferengas em viru -
léncia sido mantidas ou nao, ao longo das inoculacdes. 0 ano de
coleta das amostras na natureza, bem como sua cultivar hospedei
ra e local de origem, estao na Tabela 1.

TABELA 1. Ano de coleta,cultivar hospedeira e local de origem
dos isolados de H.sativum utilizados na ETAPA 1.

Isolado ‘ Ano Hospedeiro Local
44 1984 IAC 5.MARINGA | Sdo Gotardo - MG
74 1982 IAC 5.MARINGA Ubirata - PR

222 1984 IAC 5.MARINGA Trés de Maio - RS
18 1984 BR 4 Ibiruba - RS
21 1984 BR 4 Cruz Alta - RS
494 ‘ 1984 BR 4 Passo Fundo - RS
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Apos serem purificados, conforme descrito em 2.1.1.2., e ana -
lisados quanto a morfologia e atividade esterasica, sequndo meto -
dologia detalhada ém 2.2., estes seis isolados foram inoculados, ca
da um, sobre sua cultivar hospedeira de origem (inoculacao direta)e
sobre a outra cultivar (inoculacao cruzada), conforme descrito em
2.2.3. A infeccao de cada cultivar por cada isolado, deu origem a
uma fonte de amostra, obtendo-se; portanto, doze novas fontes de
amostras fungicas. Destas doze amostras resultantes da inoculacao '
realizada na ETAPA 1, oito foram utilizadas nas ETAPAS 2 e 3. Nao
foram utilizadas as doze amostras porque nao havia espago disponi -
vel para plantar e manter as cultivares hospedeiras, nem material '
de consumo na quantidade que seria necessario. As oito amostras fo-
ram escolhidas com base na especificidade dos isolados a cultivar '
hospedeira de origem, o que pode ser verificado pelos indices de
infecgao dos isolados na ETAPA 1. Os isolados menos especificos (222
e 21) apresentam as menores diferencas em infectividade entre as
cultivares (item 3.3). Este critério foi adotado tendo em vis -
ta que um dos objetivos deste estudo era avaliar a especificidade '
do patdgeno a sua cultivar original e a capacidade deste adaptar-se
a outra cultivar. Cada um dos quatro isolados originais, que se mos
traram mais especificos, deu origem a dois isolados diferenciados '

pela cultivar de onde foram obtidos.

Deste processo resultaram oito isolados, que foram utilizados
nas ETAPAS 2 e 3; cada um teve o codigo da cultivar de onde foi re

cuperado adicionado ao seu numero original. A Tabela 2 contém os
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codigos dados a estes isolados e a Figura 1 mostra como foram ob

tidos.

TABELA 2 - Isolados de H.sativum utilizados nas ETAPAS 2 e 3.

Isolado Hospedeiro

44 - MAR IAC 5.MARINGA
44 - BR4 BR 4

74 - MAR IAC 5.MARINGA
74 - BR4 BR4

18 - MAR IAC 5.MARINGA
18 - BR, BR4

494- MAR INC 5.MARINGA
494- BR, BR4




Isclados da
ETAPA 1

44

74

222

18

21

49

AMA A

FIGURA 1 : LEGENDA NA PAGINA SEGUINTE
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Cultivares
inoculadas

IAC 5.MARINGA

BR 4

IAC 5.MARINGA
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IAC 5. MARINGA
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IAC 5.MARINGA

BR 4

IAC 5. MARINGA

BR 4

IAC 5.MARINGA

BR 4

Isolados
resultantes
44 - MAR
44 - BR4
74 - MAR
74 - BR4
18 - MAR
18 - BR4
494 - MAR
494 - BR4
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FIGURA 1 - Esquema simplificado do processo de obtencao dos iso -
lados fungicos utilizados nas ETAPAS 2 e 3 a partir '
dos isolados da ETAPA 1. Os isolados 222 e 21 foram ex

cluidos destas etapas por serem os menos especificos a

cultivar original.

2.1.1.2. - Obtengdo e Isolamento de Culturas Puras

As culturas de H.sativum foram obtidas a partir das plan -
tas infectadas pelo fungo, sendo as culturas da ETAPA 1 obtidas
das plantas inoculadas por MATSUMURA € cols.(1988); as culturas
da ETAPA 2 obtidas das plantas inoculadas na ETAPA 1 deste estu-
do; e as culturas da ETAPA 3 obtidas das plantas inoculadas na

ETAPA 2 deste estudo (Figura 2).

Os segmentos das plantas contendo as lesoes causadas pelo
fungo foram retirados do tecido vegetal hospedeiro, deixando-se
uma margem de tecido sadio junto a lesao. Estes segmentos passa-
vam, entao, por uma desinfestag¢dao superficial em agua corrente ,
alcool 50% durante 1 minuto e solucdo aquosa de hipoclorito de
s6dio a 1% durante 2 minutos. Apds eram lavados varias vezes em
agua destilada e transferidos para papel absorvente a fim de re-
tirar o excesso de agua. Em seguida, 5 segmentos eram colocados'
em cada placa de Petri de 9 cm de diametro,esterilizada, conten-

do 25 ml de meio de cultura solido BDA (Batata Dextrose Agar-Mer
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ck: 39 g de meio desidratado para 1000 ml de agua destilada, es-
terilizado em autoclave por 20 minutos a 1212 C el atm), em cape
la de fluxo laminar para melhorar as condig¢bes de assepsia.Foram
preparadas 3 placas para cada isolado, sendo estas placas colo -
cadas em estufa incubadora para B.0O.D. Modelo 347.FG da FANEM,a
24oC, com umidade em torno de 80% e regime de 12 horas luz/12 ho

ras escuro.

ApOs sete dias de incubagdo as colonias eram analisadas, fa-
zendo-se a identificagao das estruturas vegetativas de H.sativum
para comprovar serem as coldnias desta espécie. De modo a obter
colbnias puras deste fungo, foram realizados repiques (transpor-
te de partes da colonia) das placas para tubos de ensaio com BDA
solido inclinado e rolha de algodao, sendo o conjunto esterili =
zado em autoclave antes do repique. Estes tubos foram incubados
nas mesmas condicdes das placas até o completo desenvolvimento '
das colonias, depois, devidamente identificados e acondicionados
em sacos plasticos, foram transferidos para o refrigerador onde
ficaram estocados a aproximadamente 40C. Para cada isolado foram
estocados 15 tubos, em cada etapa, que serviriam de fonte prima-

ria de amostra para as analises a serem realizadas.

2.1.2. Cultivares hospedeiras de Triticum aestivum

2.1.2.1 - Caracteristicas das cultivares IAC 5.Maringa e

BR 4.

Triticum aestivum (L) Thell é classificada botanicamente co-
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mo pertencendo a Familia Gramineae, Tribo Triticeae Dumont (= Hor-
deae) , Sub-tribo Triticinae, Género Triticum (LINEU,1753) e espé

cie aestivum.

Esta espécie & alopolipldide (2n = 6X=42), resultante de
hibridizagao natural entre uma espécie tetraplodide ( Triticum
turgidum : 2n=28) e uma diploide selvagem( Aegilops squarosa :2n=14)

(SCHEEREN, 1986).

Neste estudo foram utilizadas, como hospedeiras, plantas das
cultivares de trigo IAC 5.MARINGA e BR 4, cujas sementes foram ce
didas pelo CNPT-EMBRAPA(Passo Fundo,RS). Pertencem ao grupo de
cultivares preferenciais precoces, do qual participam cultivares
que, experimentalmente, tém demonstrado bom comportamento agrono

mico.

A cultivar IAC 5.MARINGA foi criada pelo melhorista ALCOVER,
em 1966, na Estacdo Experimental de Capao Bonito, no Sul de Sao
Paulo. Foi lancada comercialmente em 1972 e, desde entao, tem si
do bastante utilizada nos Estados do RS e PR devido ao seu exce-
lente comportamento e amplitude de adaptacdo. Esta cultivar tem
sido empregada em programas de melhoramento no Brasil e em ou -
tros paises, como México (LAGOS, 1983). E considerada suscepti -

vel a infecgao por H.sativum.

Conforme informagoes do CNPT - EMBRAPA, de Passo Fundo, a

cultivar BR 4 foi criada, em 1968, em Pelotas - RS pelo IPEAS Pe
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lotas, CNPT - EMBRAPA - Passo Fundo e UFPEL - Pelotas. Foi lan-
cada comercialmente em 1979, sendo recomendada para todas as re
gides triticolas do RS. Apresenta uma reac¢ao de resisténcia mo-

derada a infecgao por  H.sativum.

2.1.2.2. Plantio e Preparo das plantas para os testes de

patogenicidade

O plantio das cultivares utilizadas como hospedeiras nos
testes de patogenicidade foi realizado em vasos de plastico com
8,5 cm de diametro na boca, 5,2 cm de diametro na base e 10 cm
de altura. Os vasos continham solo preparado (terra preta, mate
rial orgadnico fermentado, calcareo, uréia e adubo guimico) cor-
rigido para acidez e adubado com sulfato de amonio, superfosfa-
to triplo e cloreto de potassio; segundo recomendagao feita pe-
lo Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia da UFRGS. O
solo era esterilizado em forno, a 180°C durante 3 horas, 15 di-
as antes de cada plantio (o solo deve repousar por duas sSemanas
apos a esterilizacdo). Em cada vaso, etiquetado de acordo com a

cultivar que recebia, foram colocadas seis sementes de trigo.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetagao com tempera -
tura em torno de 20°C desde o plantio até 24 horas antes das i-
noculagoes com o fungo, quando eram transferidos para camara u-
mida. As plantas eram inoculadas quando estavam com a terceira
folha bem desenvolvida. O numero de plantas envolvidas em cada
etapa, bem como a metodologia utilizada nas inoculagdes, estao

descritos em 2.2.3.2.
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2.2. Métodos

Este trabalhe foi dividido em trés etapas, sendo que cada eta
pa inicia com a obtencdo de coldnias a partir de plantas inocula-
das com os isolados de H.sativum da etapa anterior (conforme 2.1.
1.2.) e termina com a inoculacac dos esporos obtidos a partir des
tas colonias em novas plantas. A Figura 2 representa a sequéncia
em que foi realizado este estudo, bem como as analises que foram

feitas em cada etapa.

Esta metodologia de inoculacgao, recuperacao dos isolados,a -
nalises e nova inoculacdo, reiniciando o ciclo, foi utilizada por

que possibilita um acompanhamento detalhado e progressivo do com-

portamento dos isolados em plantas hospedeiras e meios de cultu

ra.

Os metodos utilizados nas analises, descritos a seguir, fo -

ram sempre os mesmos em todas as etapas. ApOs a ETAPA 3 foi fei -
ta uma analise adicional, em coldnias que foram obtidas a par -

tir dos esporos E3(ver Figura 2).
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Figura 2 . Metodologia utilizada na obtencao de indculos para as

trés etapas sucessivas deste trabalho, bem como as ana-

lises realizadas em cada uma delas.
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2.2.1. Analise de Caracteristicas Fungicas em Meio Artificial

Em meio ar£ificia1 analizou-se essencialmente a coloragao pre
dominante da massa miceliana (nas colonias) e dos esporos porque '
alguns trabalhos realizados com  H.sativum relacionam esta carac -
teristica com a viruléncia dos isolados. A coloracao foi observa -

da em cada etapa a fim de verificar-se possiveis alteracgOes e seus

reflexos na viruléncia.

2.2.1.1. Analise de Colonias em BDA

As coldnias de cada isolado foram analisadas quanto a colora
cdo predominante da massa miceliana e também quanto a presenca
de setores (formagdo,na coldnia, de zonas diferenciadas em cor e

textura).

As observacgOes foram feitas nas coldnias purificadas em tu -
bos de ensaio (conforme descrito em 2.1.1.2) e também em placas '
de Petri, com BDA s6lido (Batata Dextrose Agar - Merck) como meio
de cultura. Para cada isolado, em cada etapa, foram preparadas 5
placas de Petri, através de repiques. Estes repiques foram fei -
tos a partir dos tubos de ensaio, que continham as colonias puri-
ficadas do estoque inicial dos isolados, para as placas de Petri,
utilizando-se uma agulha histologica que era introduzida no tubo e
depois bem no centro da placa. As placas assim preparadas foram in
cubadas em estufa B.0.D. a 24°C e 12h luz/12h escuro. Todo o pro -

cedimento foi realizado em ambiente asséptico, sendo a agulha es-
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terilizada antes de ser introduzida em cada tubo.

As anélisesiforam sempre realizadas em colonias com 8 dias.
As colOonias em placas de Petri analisadas quanto a cor e for -
macao de setores foram as mesmas analisadas por eletroforese ,
conforme descrito em 2.2.2. As coldnias em tubos de ensaio ana -
lisadas foram as mesmas que deram origem aos esporos, como € des

crito em 2.2.1.2.

Todas as colonias analisadas nas etapas 1,2 e 3 foram obti-
das a partir de folhas infectadas com o fungo. Apos a etapa 3 foi
feita uma analise adicional, em colonias obtidas a partir de es-
poros. Em cada placa de Petri com BDA s6lido foram colocadas qua
tro sementes de sorgo repletas de esporos da ETAPA 3, com 0 au -
xilio de uma pinga esterilizada (sementes de sorgo @ o meio uti-
lizado para esporulacao, conforme 2.2.1.2.) As placas foram en -
tao incubadas nas condigoes habituais tendo sido repicadas pa-
ra mais 5 placas de cada isolado apos o desenvolvimento comple -

to das colonias.

As colonias oriundas do repique foram analisadas, apos 8 di

as, quanto a cor, formacao de setores e também por eletroforese.

2.2.1.2. Analise de Esporos em Sementes de Sorgo

O meio de sementes de sorgo autoclavadas(60 g. de sementes
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de sorgo sadias e sem tratamento quimico, 60 ml de Agua destila
da) é utilizado para a obtencao de esporos (conidios) sem que ha

ja crescimento de massa miceliana (JOSHI e cols., 1969).

As sementes foram lavadas varias vezes com agua corrente,es
corridas, colocadas em frascos de 500 ml e embebidas com agua des
tilada. Os frascos eram tampados com rolha de algodao. Foi prepa
rado, em cada etapa, um frasco para cada isolado e um frasco con
trole adicional, que nao recebia o indculo fingico e era prepa -
rado a fim de verificar se realmente nenhum outro fungo estaria
crescendo nas sementes. Os conjuntos permaneciam em repouso, a
temperatura ambiente, por 24 horas. Apdés este periodo, retirado o
excesso de agua, eram autoclavados duas vezes por 30 minutos, a
1210C e latm. Imediatamente apos a retirada da autoclave, os fras

cos eram agitados até as sementes se separarem completamente.

Os repiques foram feitos a partir das coldnias do estoque i-
nicial, raspando-se todo o material flngico de trés tubos de en-
saio para cada frasco com sementes de sorgo, apos as sementes a -
tingirem a temperatura ambiente e em condi¢oOes de esterilidade. A
partir do terceiro dia, contando como primeiro o dia da inocula -
cdo das sementes, os frascos eram agitados diariamente para faci-

litar a dispersao dos esporos entre as sementes de sorgo.

Os conjuntos assim preparados ficavam incubados do dia da
inoculagdao até a completa esporulagdao do fundo (cerca de 20 dias)

a 240C, em regime de 12h luz/12 h escuro. Apos este periodo,eram
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utilizados no preparo dos indoculos fungicos para os testes de pa

togenicidade e na analise eletroforética dos esporos.

Antes do preparo do indculo com este material, era analisa-
da a coloracao dos esporos, visivel nas paredes do frasco e tam-
bém pela cor das sementes que estavam com a superficie cheia de
esporos, e a porcentagem de esporulacao. Esta porcentagem foi es
timada com base no percentual de sementes que estavam totalmen -
te cobertas por esporos em relacao ao total de sementes no fras-

co‘

Ao preparar os indculos, conforme descrito em 2.2.3.1., foi
observado se a produgdo de conidios atingia 1 x 105 conidios por
ml de suspensdo (concentragao fixada para os indculos) , bem co-
mo a presenca de hifas ou de outros tipos de estruturas. Estas a
nilises foram realizadas ao microscopio, com a suspensao de co -

nidios em camara de Neubauer.

2.2.2. Eletroforese

2.2.2.1. Sistema Isoenzimatico

O sistema isoenzimatico utilizado nas analises deste traba-
lho foi o de alfa e beta-esterases(EST). Entre os varios siste -
mas isoenzimaticos testados por MATSUMURA (comunicacgao pessoal)
para a analise eletroforética de amostras fungicas, o de alfa
e beta-esterases foi o que apresentou melhores resultados por
ter um padrdo de bandas bem definidas, ser de facil visualiza -

cao, e por ser o mais polimorfico, apresentando variacoes entre
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os isolados estudados; por estas razoes foi o escolhido para es

te trabalho.

2.2.2.2. Preparo dos géis

Foram utilizados géis de poliacrilamida na concentracao de
8%, com 0,1 cm de espessura. No preparo dos géis foram utiliza -
dos os tampoes A e B de SCANDALIOS (1969), na proporcao de 1A:
8B, em seu pH original de 8,3. Este tampao foi também utilizado

na homogeneizagdao do material.

Tampoes Scandalios:
Tampao A : borato de litio pH 8,3 0,24 M

hidroxido de litio...... T T I hG: Py [ 7
acido borico(anidro) ........ seseell;89g

égua deStilada...'..'.-...'...atélooo ml

Tampao B: tris citrato pH §,3 0,0595 M
tris. @ & & & 8 8 & ® & 8 B " 8 & 8 B 8 8 8 = 8 8 8 8 0116'20g
AEL00 SICFICG s cavesvvs isaas deiieea 1,60g
agua destilada.......... cee...ate1000 ml

Cada gel foi preparado com 60 ml de tampdo, ao gual adicip
nava-se 4,56 g de acrilamida, 0,24g de bisacrilamida, 0,06 ml '
de N,N,N',N' tetrametiletilenodiamina (TEMED) e 0,6 ml de per -

sulfato de amonia a 10%.
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A solucao dos géis era colocada em canaletas de vidro com di
mensdes internas de 17,0 ecm x 15,0 cm e 0,1 cm de altura. ApOs co
locada a solucéé, esta canaleta era coberta com uma placa de vi -
dro previamente untada em sua superficie interna com 6leo de sili
cone, para evitar que o gel ficasse aderido a tampa. Mantinha-se
0 conjunto a temperatura ambiente por cerca de 20 minutos para per
mitir a polimerizagao e, apds, transferia-se para uma camara fria

a 40C, onde permanecia até a aplicacao das amostras.

2.2.2.3. Preparo das amostras fungicas

As analises foram realizadas em coldnias (2.2.2.3.1.) e em
esporos (2.2.2.3.2.) de todos os isolados fungicos, em cada uma

das trés etapas deste trabalho.

A homogeneizagao das amostras era feita em uma placa acri -
lica, com escavagoes arredondadas, sobre gelo picado. Em ca -
da sulco da placa era colocada a amostra correspondente a um iso
lado e 0,1 ml de tampao para homogeneizagao. O tampao foi o mes-
mo utilizado no preparo do gel; SCANDALIOS 1A:9B. As amostras e-
ram homogeneizadas com um bastac de vidro de extremidade esmeri-
lada.

Sobre cada homogenado foi colocado um disco de papel"Pluma-
tex" branéo, com 0,65 cm de diametro, para fazer uma filtragem e
'

evitar que residuos ndao homogeneizados fossem carregados junto

com Os papéis porta-amostra. Em cada amostra, sobre o papel "Plu
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matex", foram colocados trés retangulos de papel Whatman 3MM(pa
péis porta-amostra) medindo 4,0mm X 1,0 mm, para absorver o ho-
mogenado. Estes trés papéis eram usados na aplicacao das trés '

repeticoes de cada isolado no gel.

As amostras de colonias e esporos foram obtidas conforme '

descrito a sequir.
2.2.2.3.1. Colénias

As colbnias utilizadas para eletroforese em cada etapa des-
te trabalho, foram as mesmas que foram analisadas gquanto a colo-
racao e formacdo de setores, cujo processo de obtencdo esta des-

crito em 2.2,1.%1.

As amostras para analise eletroforetica foram obtidas de co
lonias com oito dias de crescimento. Para cada isolado foram u -
tilizadas coldnias de duas placas de Petri, retirando-se todo o
material flangico que estava acima do meio de cultura (BDA) com o
auxilio de uma alg¢a metalica. Este material (coldnias) contendo
micélio,conidioforos e conidios, era entao colocado nos sulcos da
placa de homogeneizagado, sendo cada sulco correspondente & um i-

solado.
2.2,2.3.2. Esporos

Os esporos utilizados nas analises eletroforéticas, em ca -

da etapa, foram produzidos em meio de sementes de sorgo, confor

me descrito em 2.2.1.2. Estes esporos foram analisados também '
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quanto a coloracao, calculando-se ainda a porcentagem de esporu -

lacao.

Apds cerca de 20 dias da inoculacao das sementes de sorgo com
os isolados fungicos, os esporos eram utilizados no preparo dos i
noculos para os testes de patogenicidade. Porém, antes de adicio-
nar agua para fazer a suspensao de esporos (conforme descrito em
2.2.3.1.), uma porcao de sementes de sorgo repletas de esporos e-
ra retirada de cada frasco e colocada em frascos menores, com tam
pa de algoddo, autoclavados, em condigoes de esterilidade. Estes
frascos, um de cada isolado, eram colocados na incubadora por mais
15 dias, sempre mantidos a 24°C e 12h luz/12h escuro, para que a

esporulagao atingisse o maximo neste meio de sementes de sorgo.

As amostras para eletroforese foram obtidas apos 35 dias de
esporulacao, raspando-se com uma espatula os esporos das paredes
e fundo dos frascos e das sementes. Estes esporos eram colocados
na placa de homogeneizagao até encher a metade dos sulcos, sendo

cada sulco correspondente a um isolado.

2.2.2.4. Aplicacao das amostras no gel e migracgao

Para aplicar as amostras, retirava-se a placa de vidro que
cobria o gel, envolvendo-o com um Zapp. Com o auxilio de um pen-
te de aco, eram abertas 24 fendas de 4 mm de comprimento cada,on
de eram inseridos os papéis porta-amostras. Estas fendas eram a-

bertas a 3 cm de uma das extremidades do gel.
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Para fins comparativos, cada amostra foi repetida trés ve -
zes no gel, sendo as repeticoes de todas as amostras colocadas '
duas a duas , lado a lado no gel, e depois mais uma repeticgao de
cada amostra em seqliéncia. As amostras de esporos foram aplica -
das em dois géis e as de colbnias em trés géis (devido a colora-
cao diferencial - item 2.2.2.5.), para que fosse possivel detec-
tar qualquer problema ou distorcao devido a migracao. Sendo as -

sim, cada amostra de esporos migrou seis vezes e de coldnia, no-

ve vezZes.

Apbds terem sido introduzidas nas fendas do gel, trés das
amostras eram coradas com azul de bromofenol para delimitar a 1li

nha de frente durante a migracao.

Os géis assim preparados, cobertos com Zapp para evitar e
vaporag¢ao, eram colocados em cubas eletroforéticas horizontais ,
mantidas a 4°C, contendo tampao A de SCANDALIOS (1969) em seu pH
original de 8,3. As pontes catddica e anddica eram mantidas a u-
ma distdncia de 12 cm entre si e as migragdes ocorreram com uma
diferenca de potencial de 10V/cm (corrente continua). Quando a
linha de frente atingia 8 cm de distancia do ponto de aplicacgao,

a migragao era interrompida.

2.2.2.5. Revelagao e fixacao dos géis

Apoés a migracdo, retirava-se os géis das canaletas, removia
se o0s papéis porta-amostra e colocava-os na solugao reveladora '

para alfa e beta-esterases. No caso dos géis contendo as amostras
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de coldénias, além da revelacao para alfa e beta-esterases jun -
tas, foram feitgs mais dois géis: um revelado somente para o< -
esterase e outro somente para QB - esterase. Neste caso, a solu-
cao de revelacao era a mesma, mas ao invés de colocar os dois '
substratos, colocava-se somente ol —-naftil acetato ou somente;ﬁ-

naftil acetato, conforme fosse revelar paraoc ou 3 -esterase.

Esta revelacao separada foi feita com o objetivo de veri-
ficar se as bandas que apareciam nos géis revelados para ocCe B-
esterases juntas eram bandas e<ou B puras, ou eram mistas mas

com mais afinidade por um ou outro substrato.

A revelagdo para & e B - esterases foi realizada segundo
a técnica descrita por SCANDALIOS (1969), com algumas modifica-

coes:

e, = nafEil Acetata (1%)icavssrissss iasiasss 2 ml

P =~ naftil acetato(1%) c.covssscooosescos vemmwd ML
Fast Blue BRISAL) ..awwweieec ames T wes a0, 0 WG
TERREAG Busemnvimd e sapeeiaseesvseEeess s 50 ml
15T T R PR R P A R e e ey 1) i |
Agua destilada.....ccceu.. = PR NS——— | : & 1 i ]

Tampao C: Fosfato pH 4,3 0,2 M

HBEL B0 o 5 5 memamns a0 e, F

dgua destiladacscs s ssavinms vas PR PP completar 1000ml
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Tampao D : Fosfato pH 9,2 0,2M

2 4 ------ LR R ] 0.053'63g

Agua destilada.....e.e.ss....completar 1000 ml

o€ -naftil acetato e B -naftil acetato foram dissolvidos,
separadamente, em acetona e agua na proporcao de lg sal: 50ml

acetona: 50 ml Agua destilada.

Os géis foram mantidos na solugdo de revelacao por uma
hora e trinta minutos a 370C. Depois eram lavados em agua des-
tilada e fixados em solucao de agua, alcool metilico e acido a
cético na proporgao de 5:5:1, durante 15 minutos. Apds este pe
riodo os géis eram envoltos em Zapp, analisados e colocados

dentro de uma caixa plastica com tampa, permanecendo a 4°C.

2.2.2.6. Analise dos géis

Os géis foram analisados logo apds sua fixagao. Em papel
milimetrado foram feitos esquemas dos padroes obtidos nos
géis, registrando-se a distancia de cada banda com relagao ao
ponto de aplicagao, a intensidade da banda (forte, média, fra-
ca e fraquissima) e a distancia migrada pela linha de fren -

te.

A partir destes dados foram elaborados zimogramas conten
do os RM (mobilidade relativa) das bandas. O RM de cada ban -

da foi calculado dividindo-se a distancia migrada no pon -
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to médio da banda pela distancia migrada pela linha de frente.

2.2.3. Testes de Patogenicidade Diretos e Cruzados

No final de cada uma das trés etapas, ap0s os isolados fuangi -
cos terem sido analisados quanto a caracteristicas em meio de cul -
tura e também por eletroforese, eram realizados testes de patogeni-
cidade para verificar a viruléencia dos isolados em cada uma das cul

tivares hospedeiras de trigo: IAC 5.MARINGA e BR 4.

Nos testes de patogenicidade diretos, os isolados eram inocu -
lados sobre a cultivar de onde foram coletados na natureza, ou se =
ja, sobre a sua cultivar hospedeira original. Ja nos testes de pato
genicidade cruzados, os isolados eram inoculados sobre a outra cul
tivar, que nao a sua original. Em cada etapa, cada um dos isolados

foi submetido a um teste de patogenicidade direto e um cruzado.

2.2.3.1. Preparo dos Inbéculos Fungicos

Os inbculos foram preparados com os esporos (conidios) produzi-

dos em meio de sementes de sorgo, conforme foi descrito em 2.2.1.2.

Para o preparo das suspensoes de conidios que serviram de ino-
culo nos testes de patogenicidade, adicionava-se inicialmente 1000
ml de agua esterilizada em cada frasco contendo conidios em semen -

tes de sorgo. Agitava-se fortemente para separar bem os conidios '
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das sementes e filtrava-se a suspensao com auxilio de um funil
e gaze, de modo a deixar as sementes de sorgo fora do indcu -
lo. A seguir, retirava-se uma aliquota da suspenséo, para con-
tagem de conidios em Cadmara de Neubauer, sendo adicionada agua
esterilizada até o indculo atingir a concentracao de 10° coni-

dios por ml de suspensao aquosa.

2.2.3.2. Inoculacao nas cultivares hospedeiras

As cultivares de trigo IAC 5.MARINGA e BR 4, utilizadas co
mo hospedeiras nos testes de patogenicidade, foram preparadas pa
ra receber os indoculos conforme foi descrito em 2.1.2.2. Quan -
do as plantas estavam com a terceira folha bem desenvolvida, 24
horas antes das inoculacdes eram transferidas da casa de vegeta-
¢do para uma camara umida com temperatura de 20°C e 100% de umi-
dade. Nesta camara umida recebiam os indculos fingicos e perma -
neciam mais 24 horas apdés a inoculagac, voltando entao para a
casa de vegetacao e ficando a 20°C e 70% de umidade relativa du-

rante seis dias, quando era feita a avaliacao da infeccao.

As plantas foram inoculadas utilizando-se pulverizadores '
com capacidade para 500 ml. Cada inb6culo, correspondente a um i-
solado, tinha seu proprio pulverizador para evitar contaminacao
de um inoculo para outro. As inoculacoes foram feitas pulverizan
do as plantas, com o inbculo, dentro de "caixas" plasticas, sen-
do que cada isolado tinha sua propria "caixa" , dentro da qual e

ram colocadas as plantas gue receberiam o inoculo daquele isola-



-56-

do. Como cada isolado tinha um pulverizador e uma "caixa" pro -
prios, pode-se garantir que cada grupo de plantas (colocado em
uma "caixa") recebeu esporos somente do isolado que estava sen-
do inoculado no grupo. Estas "caixas" foram confeccionadas com
plastico resistente e tinham uma abertura frontal por onde era
feita a inoculacado. A Figura 3 mostra a "caixa" e o pulveriza -
dor de um dos isolados, bem como a abertura frontal e a manei-
ra como era feita a inoculacdao. As testemunhas também eram colo
caas dentro de uma "caixa", sendo pulverizadas com agua esteri-

lizada.

Na ETAPA 1 tinha-se seis isolados que haviam sido obtidos
das suas cultivares originais. A inoculacao da ETAPA 1 foi; por
tanto, a primeira inoculagao cruzada (uma inoculagdo direta ja
havia sido feita por MATSUMURA e cols., 1988). Cada um dos seis
isolados foi inoculado sobre quatro vasos de cada cultivar,sen-
do que cada vaso continha seis plantas. Foram utilizados 24 va-
sos com plantas da cultivar IAC 5.MARINGA e 24 vasos da culti -
var BR 4, para serem inoculados com os isolados, e mais 4 va -
sos de cada cultivar para testemunha. No total, foram utiliza -
dos 28 vasos da cultivar IAC 5.MARINGA, com 168 plantas ao to-
do (28 x 6) e 28 vasos da cultivar BR 4, também com 168 plantas
ao todo. Como se tinha seis isolados, foram utilizadas seis"cai

xas" plasticas para pulverizar os isolados e uma "caixa" para '
as testemunhas, pulverizadas com agua esterilizada. Dentro de
cada caixa foram colocados quatro vasos da cultivar IAC 5.MARIN
GA e quatro da cultivar BR 4, desta maneira cada isolado foi pul

verizado sobre sua cultivar hospedeira original e sobre a outra
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cultivar. Cada vaso recebeu 25 ml do indéculo, com concentracao

de 10° conidios por ml de suspensao.

Nas ETAPAS 2 e 3 tinha-se oito isolados, resultantes de
quatro isolados da ETAPA 1 inoculados, cada um, sobre as duas
cultivares. A origem destes isolados esta descrita em 2.1.1.1.
e esquematizada na Figura 1. Os isolados obtidos a partir da
cultivar IAC 5.MARINGA receberam o codigo MAR adicionado ao
seu numero original, sendo inoculados nas ETAPAS 2 e 3 so -
bre esta cultivar. O mesmo ocorreu com os isolados obtidos a
partir de BR 4, que receberam o cddigo BR4 adicionado ao seu
numero e foram inoculados sobre esta cultivar. Desta maneira,o
que era um isolado na ETAPA 1 desdobrou-se em dois isolados '
nas ETAPAS 2 e 3. A Figura 4 mostra um destes "pares" de iso -
da ETAPA 1:49 =

4 4
BR, e 49,-MAR, cada um com sua "caixa" e pulverizador proprios.

lados, no caso o par oriundo do isolado 49

Cada um dos oito isolados foi inoculado sobre a cultivar
de onde havia sido obtido, conforme seu codigo. Sendo assim,em
cada uma das oito "caixas" foram colocados quatro vasos, com 6
plantas cada, da cultivar IAC 5.MARINGA ou BR 4, conforme o c&
digo do isolado. Na nona caixa foram colocadas as testemunhas.
No total foram utilizados 32 vasos para receberem os indculos
fingicos, mais 8 para testemunha, sendo 20 vasos com 120 plan-
tas, para cada cultivar. Assim como na ETAPA 1, nas ETAPAS 2 e
5

3 cada vaso recebeu 25 ml do indculo, com concentracgao de 10

conidios por ml de suspensao.
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Esta metodologia de passagens seriadas dos isolados por cul
tivares hospedeiras foi desenvolvida de modo a submeter isolados
coletados em uma ou outra cultivar a quatro testes de patogeni -
cidade diretos (incluindo o primeiro, realizado por MATSUMURA e

cols, 1988) e a trés testes de patogenicidade cruzados.
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Figura 3 - "Caixa" plasti-
ca e pulverizador utiliza-
dos na inoculacao de um i-

solado{494—MAR},

Figura 4 - "Caixa" e pulverizador pertencentes a cada isolado
de um par de isclados[Par:494,isolados 494-BR4 e

49 ,-MAR) .
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2.2.3.3. Determinacao dos indices de infeccao

Os indices de infeccdo foram determinados sete dias apos a
inoculacao das plantas, nas ETAPAS 1, 2 e 3. Foi feita a leitu-
ra avaliativa das lesOes tipicamente causadas por H. sativum na
terceira folha das plantas, segundo escala proposta por JAMES
(1971) modificada por FERNANDES e PICININI (1984). Foram anali -
sadas quatro plantas por vaso e quatro vasos de cada cultivar ,
tendo-se dezesseis leituras para cada um dos isolados, em cada
cultivar. Os resultados, em porcentagem, foram registrados em

ficha proépria.

Em cada grupo de dezesseis leituras foi calculado a média,
que significa o indice de infeccdo médio de cada isolado em ca-
da cultivar e em cada uma das trés etapas, e o desvio padrdo de

cada uma delas.



3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas Fingicas em Meio Artificial

A coloragao predominante das coldnias fungicas em meio de
cultura s6lido BDA e a presenca e coloracao de setores nestas
colonias, bem como a coloragdo preponderante dos esporos e por-
centagem de esporulacao em meio de sementes de sorgo, estdao nas
Tabelas 3 (isolados da ETAPA 1), 4 (isolados da ETAPA 2) e 5(i-
solados da ETAPA 3). A Tabela 6 contém as caracteristicas das
colonias oriundas de esporos da ETAPA 3. As Figuras 5 a 14 ilus

tram os dados contidos nestas tabelas.

As caracteristicas dos inoculos fungicos (suspensoes de co
nidios) analisadas microscopicamente em ciamara de Neubauer nos
100 ml de suspensao iniciais, antes da diluicdo para corrigir a
concentracao de conidios, estdao nas Tabelas 7 (isolados da ETA-
PA 1), 8 (isolados da ETAPA 2) e 9 (isolados da ETAPA 3). Os
conidios tipicos de H.sativum sempre estavam presentes nos ind-

culos, embora em alguns casos nao atingiam a concentracao esti-
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pulada (1 x 105 conidios/ml) em um volume minimo de 100 ml (volume
de cada inoculo necessario para pulverizar as plantas). Na maio-
ria dos casos a concentra¢ao era maior do que 1 x 10° conidios /

ml, nos 100 ml iniciais dos indéculos; as suspensOes eram entao di

luidas até esta concentracao.



TABELA 3 - CARACTERISTICAS DAS COLONIAS,EM BDA, E DOS ESPOROS, EM SEMENTES DE SORGO, DOS ISO-

LADOS FUNGICOS PERTENCENTES A ETAPA 1.

ISOLADOS COLONIAS ESPOROS
(em BDA) (em sementes de sorgo)
-ETAPA 1 - - -
Coloragao Pre- Setores: Coloragao Pre- % esporulacao
dominante presencga dominante
e colora
cao
44 Cinza-escuro Sim,rosa Preto 100%
74 Cinza-escuro Sim,rosa Preto 100%
222 Cinza—-escuro Sim,rosa Preto 100%
18 Cinza-escuro Nao Preto 100%
21 Cinza-escuro Nao Preto 100%
494 Cinza-escuro Sim,rosa Preto 100%




TABELA 4 - CARACTERISTICAS DAS COLONIAS,EM BDA, E DOS ESPOROS, EM SEMENTES DE SORGO, DOS ISO -
LADOS FONGICOS PERTENCENTES A ETAPA 2.

‘ COLONIAS ESPOROS
ISOLADOS (em BDA) | (ET sementes de sorgo) i
ETAPA 2 - ‘ Coloracgao Setores:pre- ‘ Coloracao % esporulacao
Predominante senca e colo predominante |
racao
44 - MAR Cinza-escuro nao preto 100%
44 -BR, Cinza-escuro nao preto 100%
74 =MAR Cinza-escuro nao preto 100%
74 —BR4 Cinza-escuro nao preto 100%
18 -MAR Cinza-escuro | nao preto 100¢
18 -BR, Cinza-escuro nao preto 100%
494-MAR Cinza-claro nao preto 100%
494-—-BR4 Cinza-claro Sim, rosa rosa 70%




TABELA 5 - CARACTERISTICAS DAS COLONIAS,EM BDA, E DOS ESPOROS,EM SEMENTES DE SORGO,DOS ISO -
LADOS FONGICOS PERTENCENTES A ETAPA 3.

COLONIAS ESPOROS
(em BDA) (em sementes de sorgo)
ISOLADOS o
-ETAPA 3- Coloracao Pre- Setores: Coloracao % esporulacgao
dominante Presenca Predominante
e colora
cao
44 - MAR ‘ Cinza-escuro Sim,rosa Preto 50%
44 - BR4 Cinza-escuro Sim,rosa Preto 50%
74 - MAR Cinza-claro Sim,rosa Rosa 90%
74 - BR4 Cinza-claro Sim,rosa Rosa 70%
18 - MAR Cinza-escuro Sim,rosa Rosa 60%
18 - BR4 Cinza-escuro Sim,rosa Rosa 50%
494- MAR Cinza=-claro Sim,rosa Rosa 60%
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TABELA 6 - CARACTERISTICAS DAS COLONIAS,EM BDA,ORIUNDAS DE ESPO-

ROS DA ETAPA 3.

7 ISOLADOS N COLONIAS -
(em BDA)
~E3-esp—* ~ Gy
Coloracao | Setores:
predominante presenca
e colora-
cao
44 - MAR Cinza-escuro Sim,rosa
44 - BR4 Cinza-escuro Sim,rosa
74 - MAR Rosa Nao
74 - BR, Rosa Nao
18 - MAR ‘ Rosa Sim, cinza
18 - BR4 Rosa Sim,cinza
494— MAR ‘ Rosa | Sim, cinza

* colonias obtidas de esporos (esp.) da ETAPA 3.
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TABELA 7 - CARACTERISTICAS DOS INOCULOS (SUSPENSOES DE CONIDIOS)

DA ETAPA 1, OBSERVADAS EM CAMARA DE NEUBAUER

INOCULO (para 100 ml de suspensao)
ISOLADOS — -

_ETAPA 1- Concentracao hifas Outro tipo
maior/menor de esporo**
do que 1 x 10°
conidios*/ml

44 maior nao nao
74 maior nao nao
222 maior nao nao
18 maior nao nao
21 maior nao nao
49 , maior nao nao
* conidios tipicos de H.sativum
** esporos que nao o tipico de H.sativum
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TABELA 8 - CARACTERISTICAS DOS INOCULOS (SUSPENSOES DE CONIDIOS)
DA ETAPA 2, OBSERVADAS EM CAMARA DE NEUBAUER.

INOCULO (para 100 ml de suspensao)
TSOLADOS -
Concentracgao outro tipo
“RENED. £ - maior/menor do hifas
5 de esporo **
que 1 x 107 co
nidios*/ml
44 - MAR maior nao nao
44 - BR4 maior nao nao
74 - MAR maior nao nao
74 - BR, maior nao nao
18 - MAR maior nao nao
18 - BR, maior nao nao
494~ MAR maior nao nao
494- BR4 menor sim sim

* conidios tipicos de H.sativum
** esporos que nao o tipico de H.sativum
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TABELA 9. CARACTERISTICAS DOS INOCULOS (SUSPENSOES DE CONIDIOS) DA
ETAPA 3, OBSERVADAS EM CAMARA DE NEUBAUER.

INOCULO (para 100 ml de suspensao)
ISOLADOS -
-ETAPA 3 - Concentracao Nifas outro tipo de
maior/menor do * %
5 esporo
que 1 x 107 co
nidios*/ml
44 - MAR menor nao nao
44 - BR4 menor nao nao
74 - MAR menor sim sim
74 - BR4 menor sim sim
18 - MAR menor sim sim
18 - BR4 menor sim sim
494— MAR menor sim sim

* conidios tipicos de H.sativum

** esporos que nao o tipico de H.sativum
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COLONVAS DA ETARA nt i

Figura 5. Colonias dos isolados pertencentes a ETAPA 1.
Observar os setores de coloracao rosa.

Fig.6. Colonias dos isolados
pertencentes a ETAPA 2. Ob
servar a coloracao mais cla -
ra das colonias do par 49, -
(494—MAR e 494—BR4) e a
I

presen¢a de setores apenas
em 494-BR4.

COLON\AS DA ETARA N2
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Figura 7 - Esporos de isolados pertencentes a ETA PA 2. Observar a colora-

cao dos esporos de 49 BR(J em comparacao com a coloracao pre =
ta dos demais isolados.

% Figura 8. Colonias dos
n L isolados pertencentes a E-

TAPA 3. Observar a pre -

m. B gy senc¢a abundante de setores
com coloracao mais clara do
que a colocacao predominan

te das colonias.

COLONIAS DA ETAPA N 3



E5PORULAGAD EM SEMENTES TE SOKGO
- 24 HORAS ARG5S AGITAGAD =

ETARA N'3

Figura 9.

‘ ESPORULACGAD EM SEMENTES JE SORGO
‘ - 21 WORAS ARDS AG\TAGAD —

ETARA N* 3

Figura 10

Figuras 9 e 10 - Esporos de isolados pertencentes a ETAPA 3. Observar a co-
loracao preta apenas nos esporos do par 44 (44.MAR e 44.BR

)
i 4
em comparagao com a colora¢cao rosa nos demais isolados.



Figura 11. Aspecto de
colonias de H.sativum
em placas de Petri con
tendo BDA sblido.

Figura 12. Esporos de isolados pertencentes a ETAPA 3 e co

lonias obtidas a partir destes esporos. Observar a colora-
¢ao escura da colonia 44-MAR,a coloragao rosa com setores
escuros da colonia 18-MAR e a coloracgao totalmente rosa da
colonia 74-MAR.



Figura 13. Coldnias oriundas de esporos da ETAPA 3.
Observar a coloragao rosa e os setores mais escuros.

Figura 14. Detalhe de uma coldnia de coloracao escura
com um setor de coloracao rosa bem definido.
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TABELA 10 -~ INDICES DE INFECCAO DOS ISOLADOS EM IAC 5.MARINGA E
BR4 ,RESULTANTES DA PRIMEIRA INOCULACAO CRUZADA E DI
RETA (ETAPA 1)

ISOLADOS INDICES DE INFECCAO MEDIOS* (%) DIFERENCAS
—-ETAPA 1-
IAC S.MARINGA BR 4
+ +
44 35,00% 5,48 26,25% 3,87 8,75
74 32,192 5,15 22,50% 4,08 9,69
222 13,50 3,65 9,69 2,87 2,81
18 23,12% 3,59 29,69% 4,64 6,57
21 29,37% 6,80 30,941 5,54 1,57
49, 12.81% 3.14 30,00% 5,16 17,19

* Média e desvio padrao de 16 leituras, cada leitura feita na ter

ceira folha de uma planta.
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TABELA 11 - INDICES DE INFECCAO DOS ISOLADOS EM IAC 5.MARINGA E BR 4,

RESULTANTES DA SEGUNDA INOCULACAO CRUZADA E DIRETA (ETA -

PA 2)
*
ISOLADOS INDICES DE INFECCAO MEDIOS* (%)
-ETAPA 2 - IAC 5.MARINGA BR 4 DIFERENCAS
£
44 - MAR 45,62 = 6,29 &
4 3,75
44 - BR4 - 41,87 - 9,10
+
74 - MAR 42,50 = 6,83 _ _
4T PR . 31,87 ¥ 7,50
18 - MAR 40,62 t T+ 71 | _ 2,50
= Bl - | 43,12 *10,14
+
49 ,-MAR 28,75 = 6,19 B -
49,4-BR, - 7.8t £ 8,586

* Média e desvio padrao de 16 leituras, cada leitura feita na ter-

ceira folha de uma planta
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TABELA 12 - INDICES DE INFECCAO DOS ISOLADOS EM IAC 5.MARINGA E
BR 4, RESULTANTES DA TERCEIRA INOCULACAO CRUZADA E
DIRETA (ETAPA 3)

1 %*
e INDICES DE INFECCAO MEDIOS* (%)
- : DIFERENCAS
MG IAC 5. MARINGA BR 4
+
44 - MAR 11,56 £ 5,39 . R
+
74 - MAR 2,94 = 1,44 n
+ 2,57
18 - MAR 2.56 % 1.2 _
' ; | 0,56
18 - BR, - 3,12 £ 1,50
+
49 ,~MAR 5,94 = 2,01 = .

* Média e desvio padrao de 16 leituras, cada leitura feita na ter

ceira folha de uma planta.
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3.3. Analises Eletroforéticas

Os padrdes eletroforéticos para alfa e beta- esterases de co-
lonias e esporos, obtidos em cada etapa deste estudo, estdo repre-
sentados nos zimogramas das Figuras 15 a 21. O zimograma de cada '
gel contém as bandas correspondentes a cada um dos isolados, suas
intensidades (forte,média,fraca ou fraquissima) e suas mobilidades
relativas (RM). Junto ao RM de cada banda, no eixo das ordenadas ,
esta indicado o< ou B , dependendo se a banda corresponde a ati -
vidade de alfa-esterase ou de beta-esterase. A coloracao das ban-
das no gel permite distinguir entre alfa (esverdeada) ou beta(ro -

sada) esterases.

Todas as repeticoes dos isolados (nove repetigOes em colonias
e seis em esporos) apresentaram sempre o mesmo padrao de bandas,com
igual intensidade e RM. As mobilidades relativas das bandas foram '
calculadas tomando-se como refereéncia a linha de frente, conforme '

explicado em 2.2.2.6.
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Figura 15 - Diagrama dos padrdes eletroforéticos para ec e fB -este-
rases de colonias dos isolados pertencentes a ETAPA 1.

65 48321 66 554 43 32211

Figura 16 - Zimograma para e<e fB -esterases de coldnias dos isolados

pertencentes a ETAPA 1. Aplicag¢Oes n? l=isolado 44; 2=74;3=222;4=18;

5=21 e 6=494.A ordem das aplicacgoes fifou invertida porque a foto foi
batida,acidentalmente, com o gel virado.
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Figura 17 - Diagrama dos padrles eletroforéticos para < e B -este-

rases de esporos dos isolados pertencentes a ETAPA 1.
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Figura 18 - Zimograma para o<e B -esterases de esporos dos isola-
dos pertencentes a ETAPA 1. Aplicacoes nQl=isolado 44;2=74; 3=222;
4=18; 5=21 e 6=494. i

* erro na aplicagao , deveria ter sido aplicada a segunda repeti-

¢cao do no 6.
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Figura 19 - Diagrama dos padrdes eletroforéticos paraocce B-este-
rases de colonias dos isolados pertencentes a ETAPA 2.
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Figura 20 - Zimograma paraexe ﬁ-estgrases de coldonias dos isola-
dos pertencentes a ETAPA 2. Aplicagoes n? l=isolado 44-MAR;2=44-

BR4 i 3=74-MAR; 4=74—‘B'R4 ; 5=18-MAR; 6=1 B—B-R4 ; 7"-"494—MAR e 8=‘494—BR4
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Figura 21.Diagrama dos padroes eletroforéticos para o< e B-esterases
de esporos dos isolados pertencentes a ETAPA 2, |
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Figura 22 - Zimograma para o<e B -esterases de esporos dos isolados
pertencentes a ETAPA 2.AplicagGes n@l=isolado 44-MAR;2=44-BR,;3=74-

5=18-MAR; 6=1 B—ER4 ; 7=494—MAR e 8=4 94-BR4 .
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Figura 23 - Diagrama dos padrdes eletroforéticos para oce P-estera
ses de colonias dos isolados pertencentes a ETAPA 3.
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Figura 24 - Z}mograma para o< e B -esterases de coldnias dos isolados
pertencentes a ETAPA 3. Aplicacoes n? l=isolado 44—MAR;2=44-BR4; 3=

‘74—MAR;'4=74!BR4; 5= 1.8-]!\*12%12;6=18~-VBR£1 e 7= 494-—MAR
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Figura 25 - Diagrama dos padroes eletroforéticos para o«ce B-estera
ses de esporos dos isolados pertencentes a ETAPA 3.
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Figura 26 - Zimograma para o e PR- esterases de esporos dos iso-
lados pertencentes a ETAPA 3. Aplicacado n®l = isolado 44-MAR;2=

44-BR4; 3= 74-MAR; 4=74—BR4; 5=18-MAR;6=18-—BR4 e 7= 494-MAR
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Figura 27 - Diagrama dos padrdes eletroforéticos para «e p-estera
ses de colonias derivadas de esporos dos isolados pertencentes a
ETAPA 3.
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Figura 28 - Zimograma para o e B-esterases de coldnias derivadas
de esporos dos isolados pertencentes a ETAPA 3. Aplicacgoes n? 1=
isolado 44-MAR; 2=44-BR,; 3=74-MAR;4=74-BR,;5=18-MAR;6=18-BR, e
4 4 B
7=49 ,-MAR



4 - DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho com relacao a colora -
cao das colonias de H.sativum em BDA e dos esporos em sementes de
sorgo, contidos nas Tabelas 3,4 e 5, mostram que ocorreram varia-
¢bes no decorrer das trés etapas e que ha maior estabilidade nas
coldonias do que nos esporos, com relagdo a esta caracteristica.
Na ETAPA 1 todas as coldnias apresentavam cor cinza-escuro, o
par 44(44-MAR e 44-BR,) e o par 18(18-MAR e 18-BR,) mantiveram '
esta coloracac nas duas etapas seguintes, o par 74(74-MAR e 74 -
BR4) manteve na ETAPA 2 mas passou para cinza claro na ETAPA 3eo
par 494(494-MAR e 494-BRy) Modificou para cinza-claro ja na ETAPA
2, permanecendo desta maneira na ETAPA 3. Os setores presentes '
nestas coldnias eram sempre de cor rosa, ocorrendo na ETAPA 1 em
quatro dos seis isolados (44,74,222 e 494). Na ETAPA 2 somente o

isolado 494—BR4 apresentava setores e na ETAPA 3 todos os apre ~-

sentavam.

No meio de sementes de sorgo, a variagao entre os isolados
no decorrer das trés etapas foi maior. Na ETAPA 1, os esporos de
todos os isolados eram pretos, com 100% de esporulagao, permane-

cendo desta maneira na ETAPA 2, com excecao do isolado 494—-BR4 .
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cujos esporos tinham cor rosa e a esporulagao era inferior a
100%. Este fenomeno se repetiu na ETAPA 3, nos isolados dos pa
res 74 e 18, e também no outro isolado do par 494 (494—MAR). 0
Unico par que manteve os esporos de cor preta nas treées etapas‘

foi o 44, apesar da esporulacao ter caido 50% na ETAPA 3.

E interessante observar que o unico isolado que apresen -
tou setores na ETAPA 2, o 49,-BR,, foi também o dnico nesta e
tapa com esporos de cor rosa. Como 0s esporos sao obtidos a
partir de colonias,os setores de cor rosa provavelmente origi-
nem esporos da mesma cor, devendo; portanto, estar presentes '
nas coldnias a partir das quais se desenvolveram os esporos ro
sa em sementes de sorgo. Isto pode ser confirmado na ETAPA 3 ,
onde todos os isolados contendo esporos rosa, em meio de semen

tes de sorgo, apresentavam colonias com setores, em BDA.

Os esporos dos isolados pertencentes a ETAPA 3 originaram
colonias em BDA, cujas caracteristicas estdo na Tabela 6. Pode
se observar que a coloracao das coldnias era rosa naquelas de-
rivadas de esporos rosa e cinza-escuro no par 44, o inico que
permaneceu com esporos pretos na ETAPA 3. As coldonias deste par
continham setores de cor rosa, como aqueles das colonias da E-
TAPA 1,2 e 3, as do par 74 eram totalmente rosa, sem setores,e
as do par 18 e do 494-MAR.eram rosa com setores cinza. Neste '
ultimo caso ocorreu uma inversao entre coloracao predominante
da colonia e cor dos setores, com relacao as colonias da ETAPA

3, que eram cinzas com setores rosa.
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Estes resultados indicam que existem duas formas fungicas
ocorrendo juntas, sendo uma selvagem, de coloragao cinza nas
coldnias em BDA e preta nos esporos em sementes de sorgo,e ou
tra de coloracao rosa tanto em colonias, onde aparece na forma
de setores nas ETAPAS 1,2 e 3,quanto em esporos,predominando nas
colonias derivadas destes esporos.Isto sugere que os esporos de
cor rosa derivam de setores da mesma cor e sao capazes de origi

na colonias também de coloracao rosa.

A predominancia de uma forma sobre a outra parece estar '

relacionada ao meio de cultura. As coldonias sao obtidas a par-
tir de folhas infectadas do hospedeiro e crescem em BDA, que €
um meio de cultura rico e bastante favoravel ao desenvolvimen-
to da forma selvagem, que pfedomina sobre a forma rosa, a qual

- -

é visivel apenas nos setores. O meio de sementes de sorgo ja é
bem mais pobre, tanto gque €& indicado para obtencao de esporos'
livres de micélio, sendo; portanto, estressante a forma selva-
gem. Na primeira passagem por este meio, a forma selvagem pre-
dominou em todos os isolados, na segunda passagem em um isola-
do ja predominou a forma rosa e na terceira passagem esta foi
predominante em cinco dos sete isolados. Apenas em um dos qua-
tro pares de isolados a forma selvagem predominou em sementes'
de sorgo na ultima passagem por este meio (par 44) mas a espo-
rulacao foi de apenas 50%. Pode-se concluir que o meio de se -
mentes de sorgo exerce pressao seletiva sobre a forma selva -
gem, o que leva a reducdo da esporulacao desta forma apds pas-

sagens sucessivas por este meio, possibilitando o desenvolvi -

mento e predominancia da forma rosa, que parece ser melhor a -
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daptada do que a selvagem a estas condicoes.

A reducao da esporulacao observada quando ha
predominancia da forma rosa, pode ser confirmada pela con -
centragao de conidios tipicos de H.sativum em 100 ml de indcu -
lo, que era menor do que 1:Xx 10§.conidios por.ml quando: era a
forma rcsa que predominava e maior quando era a forma selvagem,con
forme mostram as Tabelas 7,8 e 9. Uma unica excecao é o par 44
da ETAPA 3, que permaneceu selvagem mas cuja esporulacao nao a-
tingiu a concentragao estipulada para o inbculo. A forma selva-
gem destes isolados (44-MAR e 44BR4] parece ser melhor adaptada
e mais estavel do que os demais isolados, pois apesar de reduzir
sua esporulagao em sementes de sorgo continuou predominante.Po-
de-se observar, ainda, que nos indculos da forma selvagem tinha
se apenas os conidios tipicos de H.sativum enquanto que, na
queles onde a forma rosa predominou, apareceram hifas e um ou-
tro tipo de esporo, de tamanho menor e em maior concentragdao do
que o conidio tipico de H.sativum ,cuja concentracao nestes ino

culos € baixa.

E importante destacar, também, que os isolados que mais es
porularam na ETAPA 3, os do par 74, foram os unicos nos quais '
os esporos deram origem a colonias totalmente rosas, sem 0Os se-
tores cinzas que apareceram nas colonias derivadas de esporos '
dos outros isolados. Isto sugere que a forma rosa destes isola-
dos (74-MAR e 74-BR,) foi a que melhor se adaptou em sementes '
de sorgo, atingindo niveis elevados de esporulacdo e impedindo
o desenvolvimento da forma selvagem, o que pode ser verificado

pela auséncia de setores da selvagem nas colonias da forma rosa
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destes isolados.

Estas formas de coloracgao clara, aparecendo como setores
em colonias de H.sativum em BDA, foram documentadas inicial-
mente por CHRISTENSEN (1925), que as considerou como formas '
mutantes. O autor observou que quando estas formas eram trans
feridas dos setores para meio de cultura, desenvolviam colo -
nias diferentes da coldénia parental e que os esporos dos mu -
tantes produziam novas colonias mutantes. Como mutantes com
baixa producao de conidios e cor clara ocorriam fregtlentemen-
te, sugeriu gue a mutagao estaria envolvida com a perda de fa
tores como cor e esporulacao. Assim como no presente trabalho,
o autor constatou que meios mais pobres apresentavam maior nu
mero de mutantes e que alguns isolados apresentavam formas mu
tantes com mais fregfiéncia que outros. TINLINE (1960) obser -
vou que alguns mutantes de cor clara nao esporulavam, eram mul
to pouco patogénicos e sexualmente inférteis, nao cruzando com
cepas selvagens. Com base nestes dados pode-se questionar o fa
to destas formas tdao extremas pertencerem a mesma espéecie, ja
que a identificacao da espécie era feita apenas sobre carac -
teristicas morfologicas. TINLINE (1962) atribuiu o aparecimen
to de setores em culturas de laboratorio a sintese ou disso -
ciacao de heterocarions que iniciavam por mutacao em um dos

nicleos de um conidio.

O meio de sementes de sorgo para esporulacoes foi utili-

zado por MEHTA (1981) , gue observou que as caracteristicas '
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de muitos isolados eram alteradas quando os mesmos eram mantidos
por periodos longos neste meio. Os isolados reduziam sua esporu-
lacao, o que também foi observado no presente trabalho e, apos
algum tempo, alteravam ou perdiam sua patogenicidade. Sendo as -
sim,este meio nao deve ser utilizado quando se deseja manter as
caracteristicas originais dos isolados em estudo. A reducao da
capacidade patogénica dos isolados decorrente da esporulacao des
tes em sementes de sorgo, também foi observada neste trabalho e

sera discutida a seguir.

Os indices de infecgao dos isolados, obtidos nos testes de
patogenicidade diretos e cruzados e apresentados nas tabelas 10,
11 e 12, mostram um aumento na viruléencia dos isolados, em am -
bas as cultivares, da ETAPA 1 para a ETAPA 2. Na ETAPA 3, bem co
mo no isolado 49,-BR, da ETAPA 2, ha uma redugdo drastica na pa-
togenicidade, o que pode ser explicado pela redugdo da esporula-
ca e consequente baixa concentracac de conidios tipicos de H.sativum
nos indculos.CASTRO (1976) destaca a importancia da concentragao
do inoculo nos testes de patogenicidade, observando que a doen -
ca na planta é proporcional a esta concentragdo. Os esporos de
cor rosa nao sao patogénicos as cultivares IAC 5.MARINGA e BR 4,
os baixos indices de infecg¢ao observados nos isolados 74-MAR,74-
BR4, 18-MAR, lB—BR4 e 494—MAR da ETAPA 3 e no isolado 494-BR4 da
ETAPA 2, nos quais predominam estes esporos em sementes de sor -
go, sao devidos aos isolados da forma selvagem de H.sativum pre
sentes em baixa concentra¢ao nos indculos. Os esporos de colora-

¢ado clara foram considerados muito pouco patogénicos, em sua maio

ria, por TINLINE (1960).
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Segundo CHRISTENSEN e DEVAY (1955), os meios de cultura,
bem como certos hospedeiros, podem selecionar bidtipos que ja
estavam presentes no indculo original ou que surgiram por mu-
tagao. Pode-se admitir que os isolados coletados na natureza,
e analisados no presente trabalho, sao compostos, cada um,por
mais de uma forma fisioldgica e que as proporgoes entre es -
tas formas variam em resposta a selecao imposta pelas culti -
vares hospedeiras e pelos meios de cultura, principalmente se
mentes de sorgo. Este meio atuaria selecicnando uma forma gque
melhor se adapta a ele mas que nao e patogéﬁico as cultivares
testadas, ocorrendo uma reversao a forma selvagem quando (o}
isolado passa pelo hospedeiro. Os autores citados acima com -
provaram que ocorre selecao no hospedeiro, utilizando co =
mo indoculo uma mistura de duas culturas de H.sativum, sendo u
ma escura e virulenta e outra clara e muito pouco patogénica.
Observaram que a raca albina era eliminada em poucas passa -
gens pelo hospedeiro, mesmo quando em maior propor¢ao no ino-
culo, e gque quanto maior a proporc¢ao da rag¢a escura mais seve

ra era a infeccao.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam um aumento
na viruléncia dos isolados na ETAPA 2 quando comparada com a
ETAPA 1. Esta comparacao nao pode ser feita com os isolados '
da ETAPA 3, ou com o isolado 494—BR4 da ETAPA 2, porgue oS i-
noculos destes isolados nao atingiram a concentracao de 1 X 105

conidios por ml de suspensao. Este aumento na viruléncia po-

de ser explicado pela selecao, nos hospedeiros, de formas do
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patogeno mais virulentas e; portanto, mais aptas a sobreviver
e se desenvolyer nas cultivares. Segundo BURDON (1987), as
plantas hospedeiras exercem forte pressao seletiva sobre as
populacdoes de seus patdgenos, sendo que inicialmente sao fi -
xadas as racas mais virulentas e, no decorrer das geracgoes do
patogeno, o custo adaptativo associado a viruléncia deve ser
mais alto ou mais baixo, de modo a manter o polimorfismo na
populacao e impedir a dominancia de uma rag¢a extremamente vi-
rulenta. Como neste trabalho foram feitas apenas trés inocula
coes, sendo duas com a forma selvagem e a concentracdao do i -
néculo alta, é de se esperar um aumento na viruléncia da for-
ma selvagem, na ETAPA 2, ja que os individuos com gendtipos '

mais virulentos sao os primeiros a se fixarem.

0 aumento na patogenicidade de  H.sativum decorrente de
passagens seriadas por hospedeiros foi observado também por
CASTRO (1976), que passou um isolado quatro vezes sucessivas
por trigo, aveia e cevada. O isolado foi mantido em solo es -
téril, sendo este um meio adequado porque aparentemente  ndo
atua seletivamente, possibilitando , assim, a manutengao das
caracteristicas originais do indéculo. Ja MEHTA (1981), mante-
ve os isolados em sementes de sorgo, assim como no presente '
trabalho, observando alteracOes e até perda da capacidade pa-
togénica dos isolados devido as modificacbes sofridas por es-
tes em sementes de sorgo. Sendo assim, da ETAPA 1 para a ETA-
PA 2 deste trabalho houve um aumento esperado na viruléncia '

dos isolados, que mantiveram suas caracteristicas originais '
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(com excecao do 49,-BR,, que ja modificou na ETAPA 2), e da ETA-
PA 2 para a ETAPA 3 houve uma queda na viruléncia devido a pre -
dominancia de uma forma nao-patogénica e/ou a redugao da esporu-

lacao da forma selvagem,patogénica.

Por outro lado, CHRISTENSEN 2 SCHNIDER (1948) nao encontra-
ram alteragdes na viruléncia de um isolado de  H.sativum apds cin
co passagens sucessivas por trigo, mas a linhagem utilizada era
derivada de muitos isolamentos monospdricos; portanto, bastante
purificada . BROWN e MILLER (1954) também ndao encontraram altera
¢Oes na patogenicidade desta espécie apds duas passagens de iso-
lados monoconidiais por aveia . ROBERT e JENKINS(1949), ao con-
trdrio, observaram mudan¢as na patogenicidade de isolados mono -
conidiais de H.turcicum ac longo de passagens por hospedeiros sus
ceptiveis. As mudancas em viruléncia que ocorrem em isolados mo-
noconidiais podem ser explicadas com base na dissociacao de hete
rocarions, quando o conidio que origina o isolado & heterocario-
tico, ou através de mutacao em um dos nucleos de um conidio ho -
mocariotico, gerando um heterocarion. A dissociacao de heteroca-
rions pode originar muitas formas geneticamente distintas, que
variam em viruléncia e também em relag¢dao a outras caracteristi -
cas. Como neste trabalho nao se utilizou isolados monoconidiais,
é mais provavel que as alteragdes em viruléncia observadas te -
nham sido devidas principalmente a selecdo de formas que diferi-
am em viruléncia e que estavam coexistindo naturalmente em cada

isolado. Admitindo-se que individuos homocaridticos e heteroca -
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rioticos estao presentes nos isolados e que, segundo TINLINE e
MACNEILL (1969),lviruléncia em fungos fitopatogenicos abrange '
de um a muitos loci e & uma funcdo de produtos génicos via eta-
pas biossintéticas, pode-se esperar, entdo, diferencas em viru-
léncia entre homocarions e heterocarions e também entre os di -

ferentes heterocarions.

Além de diferengas na viruléncia dos isolados de uma eta-
pa para outra e entre os isclados dentro de cada etapa, os re -
sultados das inoculacgoes cruzadas e diretas realizadas neste tra
balho mostram que os isolados apresentam indices de infeccao di-
ferentes nas duas cultivares. Os isolados coletados da cultivar
IAC 5. MARINGA (44,74 e 222}lforam sempre mais virulentos nes-
ta cultivar do que em BR, e os isolados coletados em BR, foram
sempre mais virulentos nesta cultivar do que em IAC 5.MARINGA.Is
to indica que existe uma interac¢ao intima entre cultivar hospe-
deira e patogeno na natureza, levando a uma especializacgao do
patdgeno a sua hospedeira natural. Mesmo assim,os isolados sao
capazes de infectar outra cultivar e adaptar-se a esta nova hos
pedeira, confirmando a plasticidade, com relacao a patogenici -
dade, caracteristica de H.sativum. Na primeira inoculagao cru -
zada, realizada na ETAPA 1 (Tabela 10), os isolados 222 (coleta
do de IAC 5. MARINGA ) e 21 (coletado de BR4] foram os que apre
sentaram menores diferencgas entre os indices de infecgao em uma
e em outra cultivar, sendo; portanto, os isolados menos especi-
ficos a cultivar original. Entre os isolados coletados em IAC

5. MARINGA, o 74 mostrou-se mais especifico (maior diferencga de
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infeccao entre as cultivares), o 44 intermediario e o 222 me -
nos especifico: Nos isolados coletados de BR 4, o 494 foi mais
especifico, o 18 intermedidrio e o 21 menos especifico. As di-
ferencas entre os indices de infeccao médios de cada isolado ,
em cada uma das cultivares, poderiam ter sido analisadas esta-
tisticamente mediante o teste t (de Student) para verificar su
as significé@ncias, o que nado foi feito ainda por absoluta fal-

ta de tempo.

Na ETAPA 2, os isolados 44 e 18 reduziram bastante as di-
ferencas entre os indices de infeccao obtidos na cultivar de
origem e na outra cultivar, quando comparados aos indices da
ETAPA 1. Isto sugere que estes isolados, apos um unico conta-
to com uma cultivar que nao a sua original, ja sao capazes de
infectar e se desenvolver nesta nova cultivar com quase tan-
to sucesso quanto o fazem na cultivar de origem. O mesmo nao
ocorreu com o isolado 74, que se manteve especifico a cultivar
IAC 5. MARINGA, tanto que apresentou um pequeno aumento na di
ferenca entre os indices. Nao é possivel fazer este tipo de
comparag¢ao, com base nas diferencas entre os indices de infec-
cao de cada isolado nas duas cultivares, com o isolado 494—BR4
porque neste isolado houve alteragao nas caracteristicas e con
centragao do inoculo ja na ETAPA 2, o mesmo acontecendo com OS

demais isolados na ETAPA 3, como explicado anteriormente.

Na inoculacao realizada pro MATSUMURA e cols. (1988), apos

estes isolados terem sido coletados na natureza, o isolado 44
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foi o que se mostrou mais virulento entre sete isolados cole-
tados em IAC 5. MARINGA e o isolado 18 entre os vinte e trés
coletados em BR 4, o gque provavelmente estad relacionado com a
maior capacidade de adaptagao destes dois isolados & novas '
cultivares, como mostra os resultados do presente trabalho.Es
tes isolados devem ser mais polimorficos com relagdo a pato -
genicidade do que o 74, ocorrendo possivelmente uma selecao '
de genotipos em cada uma das hospedeiras. Esta pressdo seleti
va imposta pelas cultivares pode ser constatada ja na segun -
da inoculagao (Tabela 11), pois o aumento da viruléncia des -
tes isolados, da ETAPA 1 para a ETAPA 2, na cultivar que nao
a sua original é maior do que o aumento observado na culti -
var original. Esta plasticidade so0 & possivel em isolados po-
limérficos, sobre os quais atuam pressoes seletivas, no ca-
so as cultivares hospedeiras, favorecendo os gendtipos do pa-
togeno mais aptos a se desenvolverem em cada uma das cultiva-
res. Um expressivo aumento em viruléncia na cultivar que nao
a de origem tambem foi verificado no isolado 494. Ja o 74
parece ser mais especialista, mas seria necessario um maior
numero de inoculacdes de modo a verificar se esta especiali -

zagdao a cultivar original € mantida ou ndo.

NELSON e KLINE (1962) observaram uma grande variacao em
patogenicidade entre oito isolados de H.sativum ., em doze espé
cies de gramineas. Os isolados obtidos de cada espécie apresen
tavam uma patogenicidade semelhante na espécie hospedeira da

qual haviam sido coletados, indicando que todos os isolados de
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uma determinada espécie possuiam um complexo génico similar pa
ra patogenicidade a2 um hospedeiro especifico. A patogenicidade

a outros hospedeiros era bastante varidvel entre os isolados,e-
videnciando a presenca de genes para viruléncia a mais do que
0 necessario para atacar o hospedeiro natural. Relacionando es-
tas conclusoes dos autores com os resultados do presente traba-
lho, os isolados 44 e 18 teriam mais genes para patogenicidade

e/ou viruléencia "em excesso" do que o isolado 74, pois os pri -
meiros adaptaram-se mais facilmente a cultivar que ndo a sua
de origem, Sequndo BURDON (1987), viruléncia e agressividade sao
as caracteristicas que determinam a adaptacdo de gendtipos in -
dividuais de um patogeno, sendo esta ultima uma medida compara-
tiva do grau de sucesso reprodutivo que um isolado virulento a-

presenta em um determinado hospedeiro.

Na terceira inoculacao (Tabela 12), os indices de infeccao
foram baixos devido a reduzida esporulagao da forma selvagem,vi
rulenta, em sementes de sorgo. Entre os isoclados, os do par 44
foram os mais virulentos porque nestes a forma selvagem, apesar
de ter reduzido sua esporulacgao, predominou sobre a forma rosa,

avirulenta; que, por sua vez, predominou nos demais isolados.

Os resultados aqui obtidos quanto a adaptacao dos iscla -
dos a cultivares que nao a hospedeira natural, estdo de acordo
com o fato de cultivares inicialmente resistentes a H.sativum
serem infectadas por este fungo apos alguns anos de uso destas
nas lavouras. WOOD(1962) testou a patogenicidade de 103 isola -

dos desta espécie em varios hospedeiros, encontrando grandes di
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ferencas no que se refere ao numero de hospedeiros infectados e a
viruléncia dos isolados em cada hospedeiro. O autor recomendou gque
estes resultados fossem levados em considerac¢ao quando se tentasse
desenvolver variedades resistentes a este patdogeno. Segundo CASTRO
(1976), o cultivo de variedades resistentes pode, por pressdao de
selegao, favorecer o surgimento de ragas mais agressivas de H.sativum.
A rotagao de culturas é a pratica mais indicada para evitar a adap
tagao crescente do patdogeno & uma determinada cultivar hospedeira,
e, conseqﬁentemente, o aumento da seriedade da doeng¢a e das perdas

causadas nas lavouras.

As analises eletroforéticas das isoenzimas de alfa e beta-es
terases dos isolados fungicos, mostraram algumas alteracoes no
padrao de bandas entre colonias e esporos de um mesmo isolado, en
tre os isolados de uma mesma etapa e em um mesmo isolado nas di -
ferentes etapas. As figuras 15 a 28 mostram os diagramas e os zi-
mogramas em coldonias e esporos dos isolados pertencentes as ETA -

PAS 1,2 & 3.

Observando-se todos os zimogramas, nota-se inicialmente que
existem dois padrbes bem distintos, um que se caracteriza princi-
palmente por uma banda alfa de intensidade forte, com RM variando
de 0,62 a 0,74, e outro onde esta banda alfa é fraquissima, apa -
recendo uma banda beta fraca, meédia ou forte, com RM de 0,35 a
0,38. Estes dois padroes basicos correspondem as duas formas fin-

gicas observadas neste trabalho e que também diferem guanto & mor
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fologia e patogenicidade, sendo o primeiro caracteristico da forma
selvagem, escura e virulenta, e o segundo caracteristico da forma'
rosa, avirulenta. Como a forma selvagem predominou sobre a rosa nas
coldonias em BDA, nas ETAPAS 1,2 e 3, os trés géis referentes a es-
tas trés coldonias apresentam o padrdao basico da forma selvagem em
todos os isolados. Além da banda alfa forte ja descrita, € caracte
ristico também destas coldnias uma banda beta de intensidade média
com RM variando de 0,49 a 0,58. Em esporos, no meio de sementes de
sorgo, a forma selvagem predominou em todos os isolados da ETAPA 1
e em sete dos oito isolados da ETAPA 2, o gque pode ser observado '
no padrdo de bandas destes isolados, que & o basico da forma sel -
vagem. Nos esporos do isolado 494—BR4 da ETAPA 2 e dos isolados da
ETAPA 3, com excecdo do par 44(44-MAR e 44-BR,), predominou a for-

ma rosa, o que concorda com o padrao de bandas tipico desta for -

ma, nestes isolados.

Além destas diferencas marcantes entre as formas existem ou-
tras que, embora ndao taoc caracteristicas, mostram que ocorreram al
teracOes a nivel genético como decorréncia de passagens sucessivas
dos isolados pelas cultivares e por meios de cultura. Nas coldnias
da ETAPA 1, obtidas de plantas infectadas que estavam estocadas a
trés anos a 40C, os isolados 44,74,18 e 494 apresentaram o mesmo '
padrao eletroforético, com uma banda alfa forte, com RM=0,62, e u-
ma banda beta média, com RM=0,49. Os isolados 222 e 21 apresenta -
ram, além destas duas bandas, uma outra banda beta média com RM=
0,65. E interessante observar que estes dois isolados, oriundos de
cultivares diferentes, foram os menos especificos na primeira ino-

culacdo cruzada, apresentando indices de infecc¢do muito préximos '
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nas duas cultivares. Talvez esta banda beta adicional possa estar
relacionada com a maior abrangéncia de hospedeiros constatada nes
tes isolados,o que esta de acordo com as afirmacdes de NELSON e
KLINE (1962), de que a patogenicidade a outros hospedeiros que
nao o original seria devida a presenca de genes a mais do que O
necessario para infectar o hospedeiro natural. Nos esporos desta

etapa, os isolados 44,74 e 494 mantiveram praticamente o mesmo pa
drdao que em colOnias, s6 que as bandas ficaram todas mais anédi -
cas, com RM= 0,74 para a alfa forte e 0,60 para a beta, que dimi-
nuiu bastante em intensidade, passando de média nas colonias a fra
quissima nos esporos. O isolado 18 modificou seu padrdo, permane
cendo a alfa forte que estava presente nas colonias mas alterando
as betas que, de uma em colOnias passou para duas em esporos, sen
do uma fraca, com RM = 0,48 e outra média, com RM=0,95. Os isola-
dos 222 e 21 permaneceram ideénticos, mas ambos mostraram trés ban
das betas a mais do que as observadas nos isolados 44,74 e 49,
sendo uma média, com RM= 0,80; uma fraca, com RM= 0,85 e uma fra-
guissima com RM= 0,98. Tanto em colOnias quanto em esporos estes

dois isolados, menos especificos em patogenicidade, apresentaram '
padroes idénticos e com maior numero de bandas do que os demais i

solados.

Na ETAPA 2, apds a primeira inoculacao cruzada e direta nas
cultivares, as colonias dos isolados dos pares 44 (44-MAR e 44—BR4)

74 (74-MAR e 74—BR4) e 18 (18-MAR e 18—BR4) apresentaram padroes e

1

letroforéticos identicos, com as mesmas bandas observadas nas co

lonias destes isolados na ETAPA 1, s6 gque mais anddicas, sendo ©
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RM da alfa forte igual a 0,68 e o da beta média igual a 0,55. No
par 494 houve altgracéo, com uma banda beta adicional, de intensi
dade fraca e RM= 0,39, tanto no 494—MAR quanto no 494—BR4, sendo

que neste Ultimo apareceu ainda outra banda beta, de intensida -
de fragquissima e RM= 0,64. A banda beta de RM=0,39 corresponde a
presente nos isolados quando predomina a forma rosa e, de fato,es
ta forma predominou nos esporos do isolado 494-BR4 nesta etapa, ©
que pode ser verificado pelo padrao eletroforético apresentado pe
los esporos deste isolado. Isto indica que a forma rosa ja estava
presente nas colonias, mas em menor proporgao do que a forma sel-
vagem, predominando sobre esta ultima quando o isolado cresceu em
sementes de sorgo, que € um meio mais desfavoravel a forma selva-
gem. Em esporos, pode-se observar algumas variagoes dentro dos pa
res de isolados, como uma banda beta de intensidade fraquissima e
RM=0,62 a mais no isolado 44—BR4 em relacao ao 44-MAR e também, a
mesma banda, a mais no isolado 18—-BR4 com relagao ao 18-MAR, Es-
te € um fato interessante porgue mostra que os isolados ativaram

genes adicionais guando inoculados em BR 4, que € mais resistente

a helminthosporiose do que IAC 5.MARINGA. No isolado 494—BR esta

4
banda ja havia aparecido nas coldnias deste isolado e ndo nas co-
lénias do isolado 494—MAR, nos isolados 44-BR4 e lB-ﬁBR4 ela nao a
pareceu em coldonias mas sim em esporos e no 74-BR, ela nao apare-
ceu, ficando os dois isolados do par exatamente iguais. Isto po-
de estar relacionado ao fato do isolado 74 ter sido o anico que
manteve sua especificidade a cultivar original tao alta na ETAPA

2 quanto havia sido na ETAPA 1, enquanto que os demais isolados re

duziram suas especificidades.
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Na ETAPA 3, as colonias de todos os isolados apresentaram O
padrdo eletroforético caracteristico da forma selvagem, com uma
banda alfa forte, com RM=0,70 e uma banda beta média, com RM= 0,58.
Porém, nos isolados dos pares 74,18 e no 494—MAR10 494—BR4 nao foi
analisado nesta etapa por nao ter sido possivel sua recuperagao '
das folhas,que estavam muito pouco infectadas), apareceu uma ou-
tra banda alfa, fraquissima, com RM= 0,84. Esta banda nao foi cons
tatada nos isolados do par 44, os unicos que mantiveram a forma sel
vagem predominante nos esporos desta etapa. Os esporos dos demais '
isolados apresentaram o padrao tipico da forma rosa, com uma ban=
da beta com RM= 0,38, média no par 74, no qual a porcentagem de es
porulacao da forma rosa foi maior, e fraca no par 18 e no 494—MAR.
A banda alfa tipica da forma selvagem tornou-se fraquissima nestes
isolados, indicando a presenca de individuos desta forma em bai-
Xa concentragao, mas permaneceu forte nos isolados do par 44, nos
quais a forma selvagem predominou. Assim como em coldnias, uma ou-
tra banda alfa feoi ativada nos isolados nos quais predominou a for
ma rosa, de intensidade fraca e RM= 0,94, O 494-MAR apresentou ain
da outra banda alfa, com RM= 0,99 e intensidade média e o ‘?4—BR4 a
tivou uma banda beta a mais do que o 74-MAR, com RM= 0,96 e inten-
sidade forte. As colbonias obtidas a partir destes esporos mostra -
ram o padrao tipico da forma selvagem nos isolados do par 44 (uma
banda alfa forte e RM=0,71 e uma banda beta média e RM= 0,58) e o
tipico da forma rosa nos isolados dos pares 74,18 e no 494-MAR(uma
banda beta forte e RM=0,38 e uma banda alfa fraca e RM=0,94) ,coin-

cidindo com o padrao basico dos esporos que originaram estas colo-
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nias mas sem as bandas adicionais observadas nos esporos do 49 ,-MAR
e do 74-BR4. ‘
Com base nestes resultados pode-se constatar gue os isolados ,
de uma maneira geral, ativaram mais bandas no estagio de esporos do
que guando em cclonias, o que deve estar relacionado com o maior es
forco que os isclados devem empregar para sobreviverem em meio de
sementes de sorgo do que em BDA, que € um meio rico e propicio ao
desenvolvimento das coldnias fungicas. Outro ponto importante é a
ativacao de bandas diferentes entre isolados que se originaram de
um mesmo isolado natural e que foram inoculados em cultivares dife-
rentes, o que sugere uma interacao a nivel genético entre patdgeno
e hospedeiro, onde a ativacao de determinados genes favoreceria a a
daptacao dos isolados a uma ou a outra cultivar. A analise de va -
rias isoenzimas poderia esclarecer melhor estes pontos, que sao bas

tante importantes no estudo das interac¢des hospedeiro-patogeno.

As duas formas fungicas identificadas neste trabalho, denomi -
nadas selvagem e rosa, coexistem nos isolados provavelmente ja nas
lavouras onde foram coletados, predominando a selvagem em condicgoes
ideais para o desenvolvimento do fungo (hospedeiros e meio de cul-
tura BDA) e a rosa, nos isolados dos pares 74,18 e 494, em condi -
coes desfavoraveis (passagens sucessivas por sementes de sorgo) .A -
pesar da forma rosa nao predominar na ultima etapa deste trabalho '
no par 44, como ocorreu nos outros isolados, a presenca de setores

de cor rosa em colonias do 44 indica que ambas as formas coexistem
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também neste isolado, mas sua forma selvagem deve possuir meca -

nismos adicionais que possibilitam um melhor desenvolvimento des
ta em sementes de sorgo, impedindo assim a predomindncia da for
ma rosa. Estas duas formas diferem significativamente gquanto a

coloracdo, patogenicidade e padrao eletroforético para alfa e

beta-esterases., Além disso, os inbculos da forma rosa continham

esporos diferentes dos tipicos de H.sativum .Estes fatores levam
a davida, ja levantada anteriormente neste trabalho, quanto a des
cricdo da forma rosa como pertencente a espécie H.sativum, fato co
mum na literatura e ja discutido anteriormente. Como a identifi -
cacao desta espécie tem por base apenas caracteristicas morfolo -
gicas, a obtencgao de padroes eletroforéticos é um dado novo a ser
considerado na caracterizacao de formas fisioldgicas deste fungo.
£ possivel, e bastante provavel dado as diferencas encontradas '
principalmente no padrao de bandas entre as formas selvagem e ro-
sa, que esta lltima pertenca, na verdade, & outra espécie muito '
pouco patogénica a trigo e que estaria coexistindo naturalmente
com H.sativum. Estamos estendendo os estudos comparativos en -
tre estas formas, abrangendo analises isoenzimaticas, morfoldgi -
cas, citologicas e de patogenicidade, de modo a esclarecer as du-

vidas que ainda restam quanto a sua taxonomia.



5 . RESUMO E CONCLUSOES

Seis isolados do fungo fitopatogénico Helminthosporium sativum
coletados das cultivares de trigo IAC 5. MARINGA e BR 4, foram a-
nalisados quanto aos seus comportamentos ao longo de trés passa -
gens pelos hospedeiros e por meios de cultura artificiais. Duran-
te o trabalho foram feitas trés inoculacoes diretas (de cada iso-
lado em sua cultivar de origem) e cruzadas (na cultivar que nao
a original do isolado). Apos cada inoculagao nas hospedeiras,era
avaliada a patogenicidade dos isolados e algumas caracteristicas
morfologicas, bem como os padrdes eletroforéticos para o sistema
isoenzimatico de alfa e beta esterases, de suas coldonias em meio
de cultura BDA e de seus esporos em meio de sementes de sorgo. A
especificidade dos isolados de H.sativum as suas cultivares hospe
deiras de origem foi testada, de modo a verificar o potencial ge-

nético para patogenicidade e/ou viruléncia desta espécie.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes '

conclusoes:

- os isolados fungicos estudados contém duas formas fisiold -
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gicas, ou duas provaveis espécies, bastante distintas com relacao
a coloracgio de cqlénias e esporos, producao de conidios em semen-
tes de sorgo, patogenicidade e padrao eletroforético para alfa e
beta-esterases; a proporcao entre estas formas depende do meio

no qual se desenvolvem.

- Passagens sucessivas dos isolados por meio de sementes de
sorgo levam a reducao da esporulaciao da forma selvagem e conseguen
te predominancia da forma chamada rosa, avirulenta; este meio e -
xerce forte pressac seletiva sobre o fungo selvagem, nao sendo in
dicada a sua utilizacao quando se deseja manter as caracteristi -

cas naturais dos isolados.

- Da primeira para a segunda inoculacao foi observado um au-
mento na viruléncia dos isolados, sugerindo a ocorréncia de sele-
cao, no hospedeiro, de genotipos do patdgeno mais virulentos e;
portanto, mais aptos a se fixarem e se desenvolverem nas plantas.
A queda na viruléncia observada na terceira inoculagao foi devi -
da a baixa esporulacao da forma selvagem, virulenta, no meio de
sementes de sorgo, com consequente baixa concentracao de conidios

nos inoculos.

- A reducao na especificidade dos isolados a sua cultivar o-
riginal, ao longo das inoculacgoes, reflete a plasticidade da espe
cie H.sativum no que se refere a patogenicidade, o que pode ser
verificado em condi¢oes de campo, onde cultivares inicialmente re
sistentes a este patdogeno sao por ele infectadas apos algum tem-

po nas lavouras. A rotacao de culturas & indicada para evitar a
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crescente adaptacao do patogeno a uma determinada cultivar hospedei

ra.

- Os padrdes eletroforéticos para alfa e beta-esterases sao
bastante caracteristicos para as formas selvagem e rosa, indicando
gque as diferencas morfoldgicas e fisiologicas entre elas se refle -

tem no conteudo isoenzimatico, tendo; portanto, base genética.

- De uma maneira geral, em conidios sdao ativadas mais bandas
de alfa e beta-esterases do que em coldnias, o que pode ser expli -
cado pelo maior esfor¢o empregado pelos isolados para sobreviverem

em meio de sementes de sorgo, que € pobre em nutrientes.

- A ativagao de bandas diferentes nos isolados, quando inocula
dos em uma e em outra cultivar, indica a ocorréncia de interacdo pa
tégeno/hospedeiro a nivel genético, onde a ativacdo de determinados

genes favorece a adaptacao do isolado ao seu hospedeiro no momento.
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