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1 . INTRODUÇÃO 

1.1 - Interação Planta Hospedeira- Fitopatógeno: aspectos 

Gerais e Genéticos 

As associações hospedeiro-patógeno resultam de uma complexa 

interação entre os organismos envolvidos, dependendo fundamen -

talmente dos genótipos , tanto do hospedeiro quanto do patógeno , 

e das condições ambientais. 

Cada interação hospedeiro- parasita é uma luta por sobrevi­

vência entre dois organismos . A planta hospedeira , que já com -

pete com outras plantas por espaço, luz e nutrientes ainda pre -

cisa suportar um parasita que , além de apropriar- se de seus nu -

trientes, invade e destrói seus tecidos, impedindo o desenvolvi­

mento normal da planta. As conseqüências para o hospedeiro sao 

extremamente variáveis, desde insignificantes até bastante drás 

ticas , como quando o hospedeiro morre antes de reproduzir- se,ame 

açando a sobrevivência da espécie . O parasita deve produzir um 

grande número de descendentes ,para que pelo menos um consiga en 

contrar um novo hospedeiro e desenvolver-se . os parasitas mais 
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especialistas, que se reproduzem somente em poucas espécies hos -

pedeiras, não poàern ser destrutivos à ponto de eliminar o hospe -

deiro , pois desta maneira estariam eliminando a si próprios (DAY , 

1974) . 

Organismos que se desenvolvem em um outro indivíduo do qual 

obtém nutrientes são ditos para si tas , mas estes só são chamados de 

patógenos quando produzem doença em seus hospedeiros . Neste con -

text o, entende- se por doença uma alteração no metabolismo normal 

que leve à redução da potencialidade de crescimento e reprodução 

do hospedeiro, causada pela presença de um patógeno. 

Quando uma planta hospedeira exposta a um parasita é por ele 

invadida e torna-se doente , diz-se que ahospedeira é susceptível e 

o parasita , patogênico . Uma planta hospedeira que mesmo expos -

ta não adoece é dita resistente e o parasita é não patogênico pa 

ra o hospedeiro em questão. 

Resistência e susceptibilidade nao sao atributos absolutos de 

nenhum hospedeiro. São , isto sim , expressões de interações especí­

ficas entre os metabolismos do hospedeiro e do patógeno e, funda­

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

Segundo BELL (19 81) , resistência à doença é a habilidade de 

uma planta em prevenir, restringir, ou retardar o desenvolvimen -

to da doença , e ocorre em níveis alto , moderado ou baixo . Em con­

traste, virulência é a habi lidade (alta, moderada ou baixa) de um 
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agente infeccioso em vencer a resistência. Tanto resistência qua~ 

to virulência são, cada uma, o resultado combinado de múltiplos 

componentes bioquímicos . Cultivares de uma mesma espécie geralme~ 

te apresentam variações em seus níveis de resistência a um patóge 

no qualquer. Esta resistência pode ser dividida em duas categori­

as: resistência raça-específica , que é efetiva apenas contra al -

guns isolados do patógeno; e resistência raça- não- específica 

que e efetiva contra todos os isolados. Sendo o agente patogêni­

co um fungo, altos níveis de resistência não-específica geralmen­

te previnem a penetração do fungo na planta, enquanto que os de 

resistência raça- específica normalmente inibem os estágios decres 

cimento mais tardios do fungo . 

BURDON {1987 ) agrupa os mecanismos de resistência em duas ca 

tegorias que refletem o grau de interação que está ocorrendo en­

tre hospedeiro e patógeno : mecanismos de resistência ativos , que 

sao conseqüência de uma resposta ativa contínua de um hospedei 

roa um patógeno invasor , e mecanismos de resistência passivos , r~ 

sultantes de interações passadas entre hospedeiro e patógeno que 

levaram, através de seleção, à inibiçãocto contato ou ao aumento da 

tolerância das plantas. 

A herança da resistência à doenças em plantas pode ser clas­

sificada em três categorias gerais: oligogênica (Mendeliana), o 

tipo mais comum; poligênica , observada em muitos estudos; e extra 

cromossornal , rara mas bastante importante nas plantas onde ocor­

re (HOOKER e SAXENA,1971) . Segundo DAY (1974), a resistência das 

variedades hospedeiras é , por definição, específica e, na maioria 
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das vezes , oligogênica . 

Em geral , resistência é dominante sobre susceptibilidade , so 

mente 1 0% dos genes para resistência são completamente recessivos 

em sua expressão. Dominância incompleta , expressa em indivíduos h~ 

terozigotos para genes de resistência particulares como uma respo~ 

ta intermediária à doença, é pouco documentada mas exist ente em al 

guns sistemas hospedeiro-patógeno. Análises genéticas têm revela­

do a ocorrência de dois ou mais genes para resistência em um roes -

mo genótipo hospedeiro, como e o caso de cultivar es agronomicamen­

te importantes , onde urna estratégi a de controle da doença é a in -

corporação de vários ge nes para resistência em algumas variedades 

(BURDON , 1987 ) . Quando dois ou mais genes para resistência estão 

presentes na mesma planta, eles podem funcionar independenternen 

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

O melhoramento de plantas importantes economicamente visan 

do aumentar a r esistência destas à fitopatógenos é uma medida bas­

tante utilizada na tentativa de proteger as cultivares dos danos 

causados pelos patógenos . O que se observa , no entanto , e a habi -

lidade dos parasitas em reagir e adaptar- se também às var ieda -

des hospedeiras introduzidas como sendo resistentes . Este fato não 

significa a quebra da resistência da planta , pois esta resistên 

eia continua efetiva contra as formas originais do patógeno , ma s 

nao e efetiva contra novas formas . Estas novas formas diferem da 

forma original por se estenderem à outros hospedeiros , tendo sido 
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chamadas de raças fisiológicas . 

As raças fisiológicas sao, segundo DAY(1974), diferencia 

das pelas suas reaçoes em um grupo de variedades hospedeiras re -

sistentes , sendo que estas variedades possuem os genes para re­

sistência que estão sendo usados com o objetivo de controlar a do 

ença . 

BROWDER e cols. (1980) definem raça fisiológica como sen 

do um grupo de indivíduos , presentes em uma população de parasi -

tas , com características de patogenicidade em comum. Os autores en 

tendem ser este o melhor conceito em estudos sobre a especifici -

dade hospedeiro-patógeno, ressaltando a ambigüidade gerada quan­

do se usa o termo raça em diferentes situações . 

Segundo NELSON e cols . (1970) , patogenicidade é a capacida -

de de um organismo provocar doença em determinados membros deu­

ma espécie hospedeira . Através do número e tamanho das lesões , p~ 

de- se avaliar a extensão com que os isolados patogênicos provocam 

doença , tendo- se , desta maneira, urna medida relativa de suas viru 

lências em urna determinada linhagem hospedeira . 

Os estudos sobre a herança da patogenicidade sao limitados 

quando comparados com investigações sobre resistência a doenças .Em 

geral os caracteres do hospedeiro e do parasita têm sido conside­

rados separadamente. Biologicamente, nem a especialização patogê -

nica nem a reação específica do hospedeiro ocorrem sozinhas, pois 
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parasita e hospedeiro interagem para produzir uma terceira enti­

dade : a associação hospedeiro- patógeno (BROWDER e cols. , 1980) . 

Segundo BURDON ( 1987 ), resistência no hospedeiro e virulên­

cia no patógeno são praticamente indivisíveis . As flutuações que 

ocorrem na estrutura genética das populações, tanto do hospedei­

ro quanto do patógeno , são melhor interpretadas quando analisa -

das conjuntamente. 

Os primeiros estudos sobre herança 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 

obrigatório com ciclo de vida complexo . O aumento na freqüência 

de plantas resistentes à ferrugem foi muito importante para as 

culturas de trigo por volta de 1920. Posteriormente o apareci -

mento de raças fisiológicas deste fungo tiveram como consequên­

cia uma maior susceptibilidade das plantas hospedeiras, tornan­

do necessários estudos no sentido de explicar a variação gené -

tica em ferrugem (DAY, 1974) . 

Desde então, foram analisados vários patógenos na tentati­

va de estabelecer um padrão de herança para patogenicidade e pa 

ra virulência, 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 único ge­

ne e que os genes para patogenicidade , em dicári ons heterozigo-
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tos, eram normalmente recessivos . 

Por outro lado, WATSON (1970) sugere que os caracteres rela­

cionados a patogenicidade, como taxa de crescimento do pat6geno, 

tamanho da lesão provocada na planta e produção de esporos, se -

jam controlados por um s istema poligênico e gue virulência/aviru­

lência seja controlada por genes específicos no patógeno que in -

teragern com genes correspondentes para resistência no hospedeiro. 

Esta interação entre genes específicos do patógeno e do hos­

pedeiro havia sido sugerida anteriormente por FLOR(l951 ) que, ba -

seado em vários experimentos,propôs a hipótese "gene-for-gene" . Se 

gundo esta hipótese , para cada gene que determina resistência no 

hospedeiro há um gene correspondente no parasita com o qual ele 

interage especificamente . Est as relações gene-a-gene são conheci­

das em mais de vinte e cinco sistemas planta hospedeira- patógeno 

(BURDON, 1987) . 

Segundo WEBSTER (1974 ), patogenicidade é a capacidade de um 

organismo atacar um determinado hospedeiro, sendo normal mente con­

trolada por poucos genes em qualquer interação hospedeiro-parasi­

ta . Já virulência é a quantidade relativa de doença causada por 

um patógeno , resultando , geralmente , da ação de um grande número 

de genes . 

Assim como a resistência à doenças e m plantas hospedeiras d~ 

ve ser dependente de poligenes, "background" ge nético e do ambi -
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ente, o mesmo é válido para patogenicidade em parasitas. Patog~ 

n i cidade e resistência no hospedeiro estão sujeitas à controles 

oligogênicos, poligênicos e citoplasmáticos (DAY, 1974). 

As populações de patógenos sao polimórficas, compostas por 

várias raças . Para que o polimorfismo para virulência possa ser 

mantido na população, é necessário um custo adaptativo, sem o 

qual os genótipos mais virulentos eventualmente excluiriam os 

de menor virulência. O resultado final de qualquer situação plan 

ta hospedeira-patógeno depende; portanto, do nível de seleçãocon 

tra genes mais virulentos e do número de genótipos hospedeiros. 

Tal seleção deverá atuar no sentido de impedir a dominância de 

" super raças " - genótipos do patógeno que são virulentos para 

todos os componentes de uma mistura de genótipos hospedeiros(B~ 

DON, 19 87) . 

Ern lavouras agrícolas para produção de alimento ou fibras , 

o balanço natural existente entre hospedeiros e patógenos vem 

sendo alterado como resultado do crescimento,em grande escala , de 

cultivares geneticamente uniformes . Estas culturas estão sujei 

tas à urna destruição por fitopatógenos devido à facilidade de a 

daptação e desenvolvimento dos parasitas nestas condições. 

1.2 . Helminthosporiurn sativum Pamm . , King e Bakke 

1.2.1. Características Taxonômicas e Considerações Gerais 

O genero Helminthosporium pertence a Sub- Divisão 

Deuteromycotina , Classe Deuteromycetes , Sub- Classe Hyphomycetidae, 

Ordem Moniales, Famíl i a Dematiaceae (ALEXOPOULOS e MINS , 1985). Os 
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fungos pertencentes a esta categoria taxonômica sao chamados de 

anamórficos ou imperfeitos, pois possuem apenas a reprodução as 

sexuada como forma de propagar a espécie. 

A grande maioria das espécies pertencentes ao genero 

Helminthosporium, inclusive H. Sativum , apresentam apenas a re-

produção assexuada na natureza. Estas espécies não apresentam 

mais a reprodução sexuada em condições naturais possivelmente' 

porque desenvolveram eficientes mecanismos próprios que lhes co~ 

ferem grande variabilidade genética e garantem sua sobrevivên -

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

Em laboratório , onde o organismo é submetido à condições bas 

tante desfavoráveis ao seu desenvolviment o , pode- se induzir a pr~ 

dução de frutificações férteis {ascos e ascóporos) , obtendo- se a 

fase s exuada , também denominada tel eomórfica , bastante útil pa-

ra estudos genéticos desta espécie (TINLINE, 1960) . Nesta fa -

se , é usada a denominação Cochl:obolus Sativus , pertencente a 

Sub-Divisão Ascomycotina , Classe Ascomycetes, Sub-Classe Loculo­

ascomicetidae , Ordem Pleosporales, Família Pleosporaceae(ALEXO -

POULOS e MINS, 1985) . 

Existem grandes controvérsias de nomenclatura com relação à 

este o r ganismo , sendo utilizada a denominação Helminthosporium 

soVvum na maioria dos trabalhos relacionados a fase anamórfi -

ca . Cochliobolus s ativus é a denominação encontrada em trabalhos que 

utilizam a fase teleomórfica do fungo . 
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Esta espicie e denominada das seguintes maneiras: 

Forma anamórfica (conidial) : Helminthosporium s otivum Pammel, 

King e Bakke (1890) ; Helminthosporium sorokinianum Sacc . in So-

rok . ; Drechslera sorokiniona ( Sacc . ) Subran e Jaln ( 19 3 O) ; Bipo!aris 

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

Forma teleomórfica (ascógena) : Cochliobolus sativus (Ito e Ku­

rybayasshi) Dreschsl . ex . Dastur (19 34 ) . 

1 . 2.2. Hospedeiros e Patogenicidade 

O gênero Helminthosporium inclui os estágios conidiais de 

patógenos causadores de importantes doenças em cereais , gramí-

neas, mi l ho e arroz . H . sativum é encontrado comumente em tri 

go , cevada, centeio, triticale e avei a , podendo infectar va -

rios órgãos da planta hospedeira. Desenvolve- se melhor em areas 

quentes (20 a 30°C) e úmidas , 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 o{ficinalis, 

Capsicum annuum, Chrysanthemum cineraríefolium, Coriandrum sotivum, 

Curcubita pepo, Cuminum cyminum, Daucus, carota, Glycine max, Helianthus 

onnuus, Oryza sativa, Pennisetum g/aucum, Phosco/us vulgoris, Ralphanus 

sativus, Sesamum indicum, Setaria italica, Sorghum vulgore, Vigno sinensis, 

além dos hospedei ros mais comuns , como A vena sativo, Hordeum 
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vulgore e Triticum oesUvum. 

Segundo DAY (1974), muitos isolados de Helminthosporium oriun 

dos de gramíneas selvagens de diferentes partes do mundo, são in -

distingÜÍveis daqueles que causam doenças em cultivares economica­

mente importantes . Estes isolados que parasitam gramíneas selva 

gens são potencialmente per igosos à cultivares. A grande abrangên­

cia de hospedeiros para a maioria das espécies de Helminthosporium 

sugere que, apesar das barreiras de esterilidade que restringem o 

intercruzamento , a população pode ser considerada como uma conti -

nuidade de formas adaptadas a muitos diferentes membros das 

Gromineae. Algumas formas de He!minthosporium são particularmente 

bem adaptadas à variedades hospedeiras cultivadas em grande esca -

la. 

O fungo pode ser transportado de uma região à outra por fa 

tores corno ventos, chuvas e sementes infectadas . Os conÍdios po -

dem permanecer no solo ou em restos de cultura, por vários meses 

ou até alguns anos, voltando a germinar na presença de hospedeiros 

susceptíveis e reini ciando o ciclo da doença . O planti o contínuo 

destes hospedeiros favorece a multiplicação do inóculo no solo e o 

desenvolvimento da doença (DIEHL, 1982). 

REIS (1982) demonstrou que fungos patogênicos do sistema ra­

dicular de cereais de inverno , entre eles H. sativum , são manti -

dos durante os meses mais quentes em plantas cultivadas, nativas e 
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invasoras de verao que nao evidenciam sintomas secundários da do -

ença. Estes hospedeiros podem ser uma importante fonte de inóculo, 

oferecendo um meio adicional de sobrevivência do fungo durante a 

estação na qual o hospedeiro principal está ausente. 

Estudos sobre a patogenicidade das espécies que compreendem o 

genero Helminthosporium mostram que estas espécies não são espe -

cíficas com relação ao hospedeiro, atacando um grande número de 

gramíneas . NELSON (1961 ) e NELSON e KLINE (19 62 ) explicam este fa­

to sugerindo que os fungos fitopatogé nicos possuem "pools" géni -

cos que incluem, não só genes para patogenicidade à hospedeiros es 

pecíficos, mas também genes adicionais para patogenicidade à ou 

tros hospedeiros . Segundo estes autores, a hibridização entre ra -

ças patogênicas oferece um veículo para recombinação entre ge -

nes presentes em cada raça. A incorporação de genes adicionais pa­

ra resistência, bem como a introdução de novas cultivares, consti­

tuem pressões seletivas que influenciam a extensão e a frequência 

de recombinação nos reservatõrios gênicos dos patógenos . 

Através de cruzamentos com isolados de Helmin thosporium oriun -

dos de diferentes gramíneas, NELSON e KLINE (1969) concluíram que 

a patogenicidade para um hospedeiro e controlada por um ou dois g~ 

nes,as propriedades da patogenicidade nos vários hospedeiros pare­

cem ser herdadas independentemente . 

1.2.3 . Variabilidade Intra- Específica : Mecanismos e Reflexos 

na Virulência 

Helminthosporium sotivum e urna espécie bastante variável , tan-
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to morfológica corno fisiologicamente. 

Em 1922 , CHRISTENSEN (1 925) iniciou os estudos sobre a 

variabilidade em H. sativum analisando , em meio de cultura, 

a morfologia de 37 formas e encontrando grandes diferenças en 

tre elas . Ao inocular tais formas no solo utilizado para o 

plantio dos hospedeiros (trigo e cevada), encontrou também va 

riações marcantes em virulência . Estes resultados levaram o 

autor a sugerir que esta espécie é constituída por muitas for 

mas fisiológicas que mutam facilmente e que e necessário cau­

tela ao descrev~~la . Salienta que este fungo e dinãrnico , mo­

dificando- se continuamente , sendo; portanto, um problema cons 

tante para seus hospedeiros. 

Estudando o efeito dos fatores ambientais sobre a rnuta -

çao , CHRISTENSEN (1929) observou que a temperatura influencia 

va a freqüência de mutação em H, sativum . 

O surgimento de novas raças de f/. 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 variação constatada observaram que conídios , tubos ger -

minativos e células de hifas eram multinucleados , ocorrendo a ­

nastornoses de hifas entre raças diferentes . Entretanto,não sou 

berarn dizer , com certeza , se havia mistura subseqüente ou nao 

de citoplasma e núcleos . Algumas variantes surgiam quando as 

culturas eram submetidas a certas condições ambientais. Comba 

se nestas observações , concluíram que as variações em certasra 
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ças de H. sotivum podem ser induzidas por fatores ambientais, seD_ 

do mais provavelmente devidas à mutação do que à heterocariose. 

Segundo BUXTON (1960) , a variabilidade dos fitopatógenos e 

decorrente de quatro mecanismos genéticos básicos : (1) mutação; (2 ) 

heterocariose; (3) várias formas de recombinação, com ou sem ai~ 

tervenção de processos sexuais; (4) sistemas de adaptação que le­

vam a mudanças na virulência e na tolerância à substâncias tóxi­

cas. 

TINLINE (1960 ) salienta a grande variabilidade observada em 

Coch/iobolus sativus , trabalhando com este que é o estágio perfei-

to de Helminthosporium sativum , com relação à : cor dos esporos, re­

sistência à irradiação com luz ultra-violeta , pigmentação do mi -

célio, grau de compatib.lidade sexual, virulência, esporulação e 

outras características em cultura . O autor sugere três mecanismos 

que colaborariam para aumentar a variação nesta espécie : mutação, 

heterocariose e hibridização . Entende- se por heterocariose a con­

dição em que dois ou mais núcleos, geneticamente diferentes,coe -

xistern em um citoplasma comum . 

TINLINE (1962) demonstrou a ocorrência de heterocariose e de 

paras sexualidade corno mecanismos de variação em C. sotivus. Segun -

do o autor , os heterocárions formam-se por mutação ou migração ' 

nuclear resultante de anastornose entre hifas. No ciclo parasse -

xual , estabelece-se um núcleo diplóide que dará origem ã varian -

tes contínuas através de recombinação, segregação e associações 

subseqüentes . 
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TINLINE E MAC NEILL(1969), em sua revisão sobre parassexua­

lidade em fungos fitopatogênicos, salientam a mutação, heteroca­

riose e recombinação somática como sendo os mecanismos que con -

ferem variabilidade em fungos imperfeitos e, junto com reprodu -

çao sexual , em fungos de outras classes. Para que ocorra o ci­

clo parassexual é necessário heterocariose seguida pela fusão de 

dois núcleos, de modo a produzir um diplóide heteroz igoto . Pode 

ocorrer, então, recombinação mitótica e arranjo ao acaso por ha-

ploidização . Em fungos que não apresentam o estágio sexual na 

natureza, o ciclo parassexual i bastante importante por ser o 

principal mecanismo de recombinação que leva a geraçao e armaze­

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

Os heterocârions balanceados e os dipl óides , mesmo tendo g~ 

nótipos idênticos, comportam-se de maneiras diferentes . Os hete­

rocárions são mais flexíveis do que os diplóides na adaptação a 

novas e súbitas situações mas , a longo prazo, não oferecem os 

benefícios evo lucionários conferidos pelos diplóides . Em mui -

tos fungos, os diplóides são fenotipicamente distinguíveis dos 

heterocárions e aparecem em culturas heterocarióticas como seto 

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

DAY (1974) e AZEVED0(1976) citam fatores citoplasmáticos c2 

mo uma fonte adicional de variabilidade em fungos fitopatogêni -

cos . 

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

xaçao ou· eliminação de raças do patógeno (GUSEVA e cols., 1979). 

TOLMSOFF (1983) sugere que a heteroploidia também é um impo~ 

tante mecanismos de variabilidade em fungos. Para ele a hetero 

ploidia, quando aplicada aos fungos, é de finida como uma altera -

ção freq~ente do número cromossômico de cada núcleo. 

MATSUMURA e cols. (1988) estudaram as características morfo­

lógicas e fisiológicas de trinta isolados de H. sotivum coleta­

dos de duas cultivares de trigo. A análise fenética, reali·zada can 

a utilização de métodos de taxonomia numérica, mostrou que 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-p~ 

tógeno é a característica que mais contribui para o agrupamento ' 

dos isolados deste fungo. 

Todos estes estudos indicam que sao vários os mecanismos en­

volvidos na variabilidade tão extensivamente observada e docuroen-

tada em H. sotivum . E: claro que os hospedeiros têm urna influência 

profunda e constante sobre esta variabilidade, mas também sofrem 

suas conseqüências devido a capacidade do patógeno de desenvol -

ver formas mais aptas à superar a resistência das plantas. Ava -

riação apresentada por esta espicie, em termos de patogenicida 

de e virulência, é de extrema importância, devendo ser considera­

da em de t alhes pelos melhoristas que tentam desenvolver cultiva -
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res resistentes a este fungo. 

NELSON e KLINE (1962) estudaram as variações intra-especí -

ficas em patogenicidade de cinco espécies de Helminthosporium em 

vinte e cinco espécies de gramíneas , sugerindo a existência de 

um complexo gênico para patogenicidade com alguns genes presen -

tes em todas as espécies do gênero Helminthosporium e outros ge -

nes exclusivos de cada espécie. 

WOOD (1962) , analisando isolados de H.sadvum oriundos de 

hospedeiros e regiões geográficas diferentes,constatou que eles 

diferiam bastante com relação às suas capacidades de causar do -

ença em trigo , cevada e aveia. 

MISRA (1979) trabalhando com isolados coletados em diferen­

tes variedades de trigo, observou que, além de diferirem em vi -

rulência , alguns podiam infectar um grande número de hospedeiros 

diferentes. O autor sugere a existência de distintas raças fisio 

lógicas do patógeno na 1ndia . 

HOSFORD e cols . (1975), estudando os mecanismos de herança 

para alguns caracteres de Coch/iobolus sotivus, concluíram que a 

virulência deste fungo em trigo é controlada por pelo menos dois 

genes,que estes genes estavam associados com a cor escura da co­

lônia e que virulência é epistática sobre avirulência. 

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 através de inoculações diretas (na cultivar de 

ori gem) e de inoculações cruzadas (na cultivar que não a de o­

rigem). Os isolados mostraram-se mais virulentos na cultivar de 

onde foram coletados ( i nocu l ações diretas), sugerindo a exis -

tência de especialização do pat6geno ao seu hospedeiro erigi -

nal. 

De modo a verificar as alterações no comportamento de di­

ferentes isolados pertencentes à espécies do gênero He/minthosporium 

com relação à virulência , variabi lidade intra e inter-isolados 

e características morfol6qicas 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

ficações nas características de colônia e na virulência dos i­

solados após passagens sucessivas pelo hospedeiro, indicando ' 

que a planta hospedeira exerce uma pressão seletiva sobre o p~ 

t6geno. 

1.3 - Helrnintosporiose em Triticum aestivum L. 

A doença causada por Helminthosporium sativum P. K. & B em tri 

go, foi primeiramente registrada por Sorokin , em 1890, no sul 

da região de Ussuria (Rússia) e seu agente descrito por Pamrnel, 
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King e Bakke, em 1910 (DICKSON, 1956) . 

A helmintosporiose está entre a s doenças fúngicas da parte 

aerea do trigo que mais danos causa nas lavouras, contribuindo 

assim para o insucesso da produção de trigo no Brasil. Dependen­

do do órgão da planta atacada e dos sintomas produzidos,esta mo­

léstia tem recebido várias denominações: mancha marrom, mancha 

borracha da folha , carvão do nó, ponta preta dos grãos e helmin 

tosporiose. Oc orre em quase todas a s áreas cultivadas com tri ­

go , abrangendo os Estados do Rio Grande do Sul, Paraná, são Pau­

lo, Minas Gerais , Mato Grosso do Sul e Distrito Federal (PRES -

TES e PICININI, 1984; LUZ, 1982). 

H. sotivum pode atacar raízes, coroa , colmo , folhas , espigas 

e sementes de trigo , sendo que a infecção pode ocorrer em qual -

quer estágio do desenvolvimento da planta . Nas folhas, as le 

soes se apresentam como manchas necróticas de coloração pardo es 

curo ou preta, normalmente rodeadas por um halo amarelo . Mais tar 

de as lesões coalescem e as folhas morrem. Nas espigas, as man­

chas são marrom-escuro e os graos formados nestas espigas infec­

t adas expõem o sintoma denominado "ponta preta". Os nós atacados 

adquirem cor marrom- escuro tornando-se pretos mais tarde pelapr~ 

sença dos conídios do fungor quando recebem a denominação de "car 

vao do nó". O patógeno sobrevive em res tos de culturas de tri -

go, cevada, centeio, triticale ou aveia, em gramíneas nativas e 

em sementes infectadas . Seus esporos, assim corno restos de plan­

tas infectadas, podem ser transportados à distância pelo vento , 
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chuva ou insetos . As sementes infectadas também sao fatores iro -

portantes na dis~eminação 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 condições de campo, no Estado do 

Paran á. Para ev itar a interferência de outras doen ças , foram u -

tilizados fungicidas espec í ficos e a intensidade de helmintospo­

riose foi entre 60% e 95% , gerando perdas em rendimentos en -

tre 31 , 1% e 79% . Os n~veis elevados de p€rdas levaram o autor 

a sugerir o controle químico da doença corno uma alternativa ime­

diata e esforços maiores no sentido de desenvolver cultivares re 

sistentes a esta moléstia. 

LUZ(l982) indica como medidas de controle desta doença o 

cultivo de trigo em áreas limpas de gramíneas e a rotação de 

culturas de modo a limitar a persistência do fungo em hospedei­

ros alternativos ; o uso de cultivares que sejam mais resisten -

tes á doença; e o tratamento químico das sementes e da parte ae 

readas plantas visando a redução da severidade da moléstia . 

Segundo DIEHL (1982) , no Brasil nao existem cultivares de 

trigo resistentes à doença causada por H. sativum . A ocorrência 

de numerosas raças ou biótipos deste patógeno na natureza difi­

culta o desenvolvimento e a manutenção de cultivares resisten -

te s ( WOOD , 1 9 6 2 ) . 
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A resistência à mancha foliar em duas variedades de trigo 

Íoi determinada, por SRIVASTAVA e cols. (1971), corno sendo de -

vida a dois ge nes dominantes comp ementares. Já BABAYANTS e KLE 

CHKOVSKAYA(l983) sugeriram que a resistência do trigo a 

H. sotivum , seria controlada por poligenes e ADLAKHA e cols. 

(1984) , por outro lado, descreveram a herança desta resistên -

eia como devida a um único gene dominante. 

1.4. A Técnica de eletroforese em gel aplicada ao estudo 

da variabilidade genética em populações de fungos fi 

topatogênicos 

Tradicionalmente, a classificação de fungos em generos,es­

pécies e até linhagens é baseada em características morfológi -

cas de estruturas vegetativas e reprodutivas. Estas caracterís­

ticas: entretanto, sofrem grande influência do ambiente e es -

ta plasticidade ambiental é responsável por consideráveis con -

fusões taxonôrnicas. Além disso, a dificuldade de muitos fungos 

em produzir estruturas reprodutivas em meio de cultura e a au -

sência de reprodução sexuada na natureza, como é o caso da maio 

ria das espécies do gênero Helminthosporium, aliadas a uma gran 

de variabilidade, dificultam bastante a classificação dos fun -

gos fitopatogênicos. 

A eletroforese e uma técnica bastante utilizada nos estu -
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dos sobre variabilidade genética em população porque, além de 

fornecer resultados seguros, permite a análise de um grande nu­

mero de amostras em empo relativamente curto e para vários sis 

temas proteicos, enzimáticos ou não . 

Isoenzimas {ou isozirnas) sao formas moleculares múltiplas 

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 freqüência na literatura' 

bioquímica e genética (HARRIS,1980; McMILLIN, 1983) . As isoenzi ­

mas constituem-se em marcadores genéticos úteis para o estu­

do do desenvolvimento e variabilidade dos organismos , pois re -

fletem as alterações que ocorrem a nível de DNA (SCANDALIOS,1974: 

OTT e SCANDALIOS, 1978) . Sendo assim , a análise das isoenzirnas, 

por serem produtos quase direto dos genes, oferece maior segu -

rança para a resolução de problemas taxonômicos do que a análi­

se de traços morfológicos, que são bastante influenciados pe­

lo ambiente. 

A técnica de eletroforese , que depende essencialmente da 

carga elétrica , tamanho e forma das moléculas, baseia-se na mi­

gração diferencial destas moléculas quando submetidas a um cam­

po elétrico. No estudo de sistemas isoenzimáticos, a detecção ' 

das regiões de at ividade enzimática é feita diretamente no meio 

suporte de migração (gel d e amido ou poliacrilamida) através de 

métodos histoquímicos de coloração. O padrão eletroforético,com 

a visualização das enzimas no gel, é denominado zimograrna (HUN­

TER e MARKERT, 1957). 
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A eletroforese em gel pode ser utilizada para detectar sí -

tios de atividade de várias isoenzimas, sendo de especial inte -

ressepara o presente estudo o sistema isoenzimático de estera -

ses. 

As esterases sao classificadas como hidrolases (E.C. 3) no 

grupo 3.1 pela União Internacional de Bioquímica, uma vez que ca 

talizam a hidrólise de ligações éster (Enzime Nomenclature,1979). 

O grupo 3.1 é dividido em sete subgrupos; entre eles, o das hi­

drolases de ésteres carboxílicos (E.C. 3.1.1), que compreende 41 

classes relacionadas com o metabolismo das gorduras, originando 

ácidos graxos livres e glicerídeos parciais, essenciais por par ­

ticiparem de processos metabólicos como oxidações, transportes ' 

de ácidos, ressíntese de compostos alcóolicos e fosfóricos(LEMOS 

1983). 

As esterases sao um grupo complexo e heterogêneo de enzimas 

com ampla especificidade à substratos artificiais. Estão entre as 

enzimas mais polimórficas dos organismos superiores . Devido ao 

seu polimorfismo, estabilidade e fácil detecção, estas enzimas 

caracterizam-se por serem boas marcadoras de mudanças na expres -

são gênica (COHEN e c:ols, 1 1977). 

Atualmente, a técnica de eletroforese em gel tem sido apli -

cada com o objetivo de esclarecer aspectos relacionados à taxo 

mia de vários fungos fitopatogênicos. Entretanto, a maioria dos 

trabalhos procura obter padrões eletroforéticos que possam carac -
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terizar espécies diferentes pertencentes a um genero . São em 

bem menor número os estudos que se propoern a verificar varia 

çoes entre isol,ados, dentro de uma determinada espécie de fito­

patógenos, utilizando a técnica de eletroforese. 

Segundo CLARE e cols. (1968), algumas isoenzimas sao de 

valor taxonôrnico à nível sub-específico, outras são caracterís­

ticas de espécies e algumas mostram similaridades inter-especí­

ficas, o que indica que elas possam ser características de gên~ 

ros. 

SNIDER (1973), em sua revisão sobre a aplicação da eletro­

forese na taxonomia de fungos fitopatogênicos, conclui que a 

quantidade de variação proteica e isoenzirnática intra-específi­

ca, entre diferentes ·solados, depende muito da espécie em es­

tudo. O autor salienta que não devem ser feitas afirmações ge­

neralizadas, que considerem os fungos como um todo . Destaca tam 

bérn que muitos fungos apresentam diferenças em seus padrões pro 

teicos conforme o estágio de desenvolvimento, sendo portanto • 

necessãrio, para fins de comparação, analisar os individuas sem 

pre em uma mesma idade fisiológica . 

HENRY e GARBER (1967) submeteram filtrados de culturas de 

vinte e três cepas de Colletotrichum Jogenorium à eletroforese em 

gel para detectar sítios de atividade de esterases. Observaram' 

que cada cepa apresentava um padrão eletroforético carac-

terístico para essa enzima, concluindo que os zirnogra-
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mas de esterase poderiam ser utilizados na identificação de cepas 

desta espécie . 

MEYER e RENARD (1969), estudaram várias cepas pertencentes a 

duas " formae special es II de Fusarium oxyosporum, obtendo padrões 

eletroforéticos para proteínas e esterase diferentes entre as 

duas formas e tambãm dentro de cada uma delas , entre as cepas . Os 

resultados mostraram que cepas de uma mesma forma, similares em 

fenótipo e patogenicidade, obtidas em uma mesma área , eram hete -

rogeneas em sua constituição bioquímica, reve lando grande varia -

ção intra-específica . Os autores concluíram que os zimogramas ob­

tidos não permitiam a identificação de formas patogênicas , já que 

as diferenças entre cepas de uma mesma forma eram tão grandes qué3!!_ 

to as diferenças entre as formas . 

SNIDER (1973) cita o trabalho de MATSUYAMA e KOSA.KA (1971) , 

com o fungo do arroz, Pyricularia oyrzel, como o único até então on­

de foi encontrada uma corre lação entre os padrões de esterase,pa­

togenicidade e distribuição geográfica do patógeno. 

BURDON e ROELFS (1985) estudaram as variações intra- especí 

ficas quanto a virulência e padrões isoenzimáticos de duas espé -

cies de Puccin ia : P. graminis e P. recondita, encontrando muitos fenó -

tipos de virulência para cada espécie . Em P recondita; entretan-

to, esta diversidade em viru l ência contrastava com um baixo ní 

vel de diversidade isoenzimática, enquanto que em P. graminis foi 

detectado um fenótipo isoenzimático a mais do que o número de 

fenótipos de viru lência . Os autores não encontraram correlação ' 
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entre os grupos principais de virulência e as diferenças isoe~ 

zimáticas entre grupos; embora dentro de cada grupo de viru lê~ 

eia , com uma única excessão, todas as raças apresentavam o me~ 

mo padrão isoenzimático. Diferenças iscenzimáticas marcantes' 

fram encontradas entre as populações da Austrália e dos Esta -

dos Unidos, nestas espécies . 

As variações em vinte e uma enzimas de setenta e seis i -

solados representando as três variedades taxonôrnicas de 

Leptographium wageneri , um fungo que causa doença em coníferas , 

foram analisadas por ZAMBINO e HARRINGTON (1989) uti l izando e -

letroforese em gel . Estas variedades , di f e r enciadas até en -

tão por c ritérios morfológicos e fisiológicos , são específi 

casa diferentes espécies hospedeiras . As distâncias genéticas 

entre os isolados , calculadas de acordo com os padrões eletro­

foréticos , revelaram três grupos bem definidos que correspon -

diam exatamente às três var iedades . A di vers idade gênica ob -

servada foi alta entre as v a riedades e baixa dentro de cada 

variedade , levando os auto r es a concluir que ,na verdade, as 

três variantes morfológicas hospedeiro-específicas eram varie­

dades taxonômicas e que a recombinação genética entre elas, na 

natureza , é rara ou inexistente . 

NIGAARD e eols . (1989 ) encontraram diversidade isoenzimá -

tica intra-específica entre isolados do fitopatógeno 

Phytophthora megaspermo oriundos de dez espécies hospedeiras e de 

várias regiões geográficas . Estes isolados representavam mui­

tos t i pos morfológicos e inc luíam as três " formae speciale s " ' 
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desta espécie, tendo sido separados em seis grupos através de a 

nálise isoenzimática : três grupos referentes às três formas e 

outros três relacionados às espécies hospedeiras. Como estes <Jrl! 

pos correspondiam àqueles identificados previamente com base em 

características morfológicas, fisiológicas e bioquímicas, os au 

tores salientam o grande valor da técnica de eletroforese dei­

soenzimas na diferenciação e agrupamento de isolados dentro de 

uma espécie. 

Uma tentativa em dife·renciar espécies do genero Helminthosporium 

foi feita por BONTEA e GROU (1972). Além de analisar proteínas 

solúveis através de eletroforese em gel , estudaram também a 

composição de aminoácidos livres em conÍdios de nove espécies 

de Helminthosporium, inclusive H, sativum , não encontrando ne -

nhuma diferença significativa entre as espécies e cone uindo 

que estes parâmetros não são Úteis como critério básico de di ­

ferenciação destas espécies. 

Os três autores a seguir demonstraram histoquimicamente a 

presença de atividade esterásica, em fungos, próxima aos sí 

tios de penetração fúngica no tecido hospedeiro. 

NICHOLSON e cols. (1972) dete ctaram atividade de esterase 

em esporos e tubos germinativos de Venturio inoequolis durante um 

período de doze horas após inoculação em superfícies hospedei -

rase não-hospedeiras. A atividade enzimática foi observada no 

vértice dos esporos, o que sugere uma função em degradar e rorn-
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per a célula, de modo a possibilitar a germinação. Foi encontra 

da também no apressório , o que indica uma função associada a 

penetração fúngica no tecido hospedeiro. 

McKEEN (1974) detectou atividade esterásica no ápice dos tu 

bos germinativos de Botrytis c inera sete horas após inoculação em 

Vicia faba, o que coincide com a época de penetração do parasita 1 

na cutícula foliar do hospedeiro. O autor sugeriu que no ápice 

do tubo germinativo onde o poro de inf ecção é formado, as este -

rases poderiam contribuir para tornar a parede fúngica mais plás 

tica e assim dissolver a cutícula do hospedeiro. 

KUNOH e cols. ( 1988) observaram que os esporos de Erysiphe 

graminisJ quando em contato com a parede celular do hospedeiro , 

produzem um líquido que dissolve as ceras epicu iculares; este 

líquido é composto por várias enzimas, entre elas a esterase . 

1 . 5. Objetivos 

Apesar do grande numero de publicações relacionadas à va 

riabilidade em He/minthosporium sativum, detectada freqüentemen -

te a nível morfológico e fisiológico I não foi localizado a 

té o momento nenhum t r abalho que objetivasse investigar estava 

riabilidade a nível isoenzimático, utilizando a técnica de ele­

troforese em gel . Estudos pioneiros nesta área foram iniciados 

em 1984, envolvendo os Departamentos de Genética 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 pr~ 

liminares já foram obtidos por MATSUMURA e éols. (1987 e 1988) ,LI~ 

DEM e cols. (1988) e FREITAS e MATSUMURA (1989). Estes resultados 

preliminares indicam a existência de variação nos padrões de es -

terase de H.sativum, bem como diferenças 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 virulência de diferentes isolados de H.sativum 

em duas cultivares de trigo portadoras de diferentes graus de re­

sistência ao patógeno, analisando também as alterações em virulê~ 

eia decorrentes de passagens sucessivas dos isolados fúngicos p~ 

las cultivares hospedeiras; 

- verificar se as variações inter e intra-isolados, observa­

das a nível de virulênc i a, são acompanhadas por alterações bioqui 

micas no sistema isoenz i mático de esterases, que será analisado e 

letroforeticamente após cada passagem pelas cultivares hospedei -

ras; 

- detectar possíveis diferenças nos padrões eletroforéticos 

de esterases em diferentes estágios de desenvolvimento do fungo 

(conídios e colônias); 

- testar a especificidade dos isolados fúngicos às suas cul 

tivares hospedeiras de origem através de testes de patogenicida­

de diretos e cruzados; analisar o potencial genético para patog~ 
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nicidade e/ou virulência deste fungo , observando se os isolados 

são capazes de adaptarem-se à outra cultivar hospedeira, que não 

a sua original, ao longo das inoculações . 



2 . MATERIAL E MÉTODOS 

O p re sente trabalho foi realizado no período de julho de 

1988 a outubro de 1989 , nos laboratórios e casa de vegetação do 

Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia da Univer -

s idade Federal do Rio Grande do Sul, com a colabora ção 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 Caracter i s • as dos isolados fúngicos 

H . sativum apresenta-se na natureza em sua forma infectiva,de 

reprodução assexuada , com as seguintes características (segundo 

LUZ, 1987): conid ióforos solitários ou em pequenos grupos, retos 

ou flexuosos , marron-escuros , 60 - 240 µm x 6 - l0mm; célula corri -

diógena politétrica , simpodial, cicatrizada; conidios curvado s 1 

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

bo germinativo do tipo semiaxial. 

As características taxonômicas 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 ' 

característica da doença, semelhante à descrita por DIEHL (1982), 

LUZ(l982) e PRESTES & PICININI(l984), que consta em 1.3. Esta 

coleta de material direto nas lavouras foi realizada por CNPT -

EMBRAPA, entre os anos de l982 e 1984, em diferentes regiões geo 

gráficas do Brasil . Os tecidos vegetais infectados foram coloca­

dos em sacos de papel, etiquetados, acondicionados em sacos plá~ 

ticos e estocados a 4 °c para estudos posteriores . 

Trinta destas amostras fúngicas , sendo sete oriundas da cul 

tivar IAC 5.MARINGÃ e vinte e três 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 inoculação foi realizada em casa de vegetação no CNPT - EMBRA­

PA, Passo Fundo, em plantas jovens (3 folhas) por aspersao da 

parte aerea com os inóculos dos isolados fúngicos purificados . A 

posa avaliação da infecção, as folhas infectadas foram acendi -

c·onadas e estocadas a 40C, tendo sido mantidas desde então no 

laboratório de Fitopatologia do Departamento de Fitotec nia, Fa -

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

tem sua origem descrita a seguir. 

O material fúngico utilizado na ETAPA 1 foi isolado das fo 

lhas de cultivares inoculadas por MATSUMURA e cols (1988), sen 

do três oriundos da cultivar IAC 5. MARINGÃ(isolados nQs 44, 74 

e 222) e três oriundos da cultivar BR 4 (isolados nQs 18,21 e 

49 4). Estes seis isolados foram escolhidos, entre os trinta dis 

poníveis, com base nos seus Índices de infecção na cultivar hos 

pede ira original . Os isolados selecionados foram o mais virulen 

to, o menos virulento e o intermediário em virulência, de cada 

cultiva . Este critério foi adotado para a seleção das amostras 

tendo em vista a obtenção de isolados distingüíveis em virulên­

cia; deste modo pode-se verif ·car se estas diferenças em viru -

lência sao mantidas ou nao , ao ongo das inoculações . O ano de 

coleta das amostras na natureza, bem corno sua cultivar hospedel 

ra e local de origem, estão na Tabela 1. 

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

Isolado Ano Hospedeiro Local 

44 1984 IAC 5 .MARINGÂ são Gotardo - MG 

74 1982 IAC 5 . MARINGÃ Ubiratã - PR 

222 1984 IAC 5 . MARINGÂ Três de Maio - RS 

18 1984 BR 4 Ibi rubá - RS 

21 1984 BR 4 Cruz Alta - RS 

494 1984 BR 4 Passo Fundo - RS 
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Após serem purificados, conforme descrito em 2 . 1.1 . 2. , e ana -

lisados quanto a morfologia e atividade esterásica, segundo meto -

dologia detalhada em 2 . 2 ., estes seis isolados foram inoculados , e~ 

da um, sobre sua cultivar hospedeira de origem (inoculação direta)e 

sobre a outra cultivar (inoculação cruzada) , conforme des crito em 

2 . 2 . 3 . A infecção de cada cultivar por cada isolado, deu origem a 

uma fonte de amostra, obtendo-se ; portanto , doze novas fontes de 

amostras fúngicas. Destas doze amostras resultantes da inoculação ' 

realizada na ETAPA 1 , oito foram utilizadas nas ETAPAS 2 e 3 . Nio 

foram utilizadas as doze amostras porque não havia espaço disponí -

vel para plantar e manter as cultivares hospedeiras , nem material' 

de consumo na quantidade que seria necessário. As oito amostras fo­

ram escolhidas com base na especificidade dos isolados a cultivar ' 

hospedeira de origem, o que pode ser verificado pelos índices de 

infecção dos isolados na ETAPA 1 . Os isolados menos específicos(222 

e 21) apresentam as menores diferenças 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 patógeno a sua cultivar original e a capacidade deste adaptar- se 

à outra cultivar . Cada um dos quatro isolados originais, que se mo~ 

traram mais específicos , deu origem a dois isolados diferenciados 1 

pel a cultivar de onde f oram obtidos . 

Deste processo resultaram oito isolados, que foram util iz a dos 

nas ETAPAS 2 e 3; cada um teve o código da cultivar de onde fo i re 

cuperado adicionado ao seu número original . A Tabe la 2 contém o s 
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códigos dados a estes isolados e a Figura 1 mostra corno foram ob 

tidos. 

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

Isolado Hospedeiro 

44 - MAR IAC 5.MARINGÃ 

44 - BR 
4 

BR 4 

74 - MAR IAC 5.MARINGÃ 

74 - BR4 BR4 

18 - MAR IAC 5 . MARINGA 

18 - BR4 BR4 

49 -4 MAR INC 5.MARINGÁ 

49 -4 BR4 BR4 



Isolados da 

ETAPA 1 

-36 -

Cultivares 
inoculadas 

44 ~ IAC 5 . MARINGli 

BR 4 - ----- -----

~ IAC 5 . MARINGÁ 

74 ---------
BR4 ---- --- --- - -

222======-= 

IAC 5 . MARINGÁ 

BR 4 

IAC 5 . MARINGÂ 

18 

BR 4 

IAC 5 . MARI NGÃ 

21 

BR 4 

Isolados 
resultantes 

44 - MAR 

74 - MAR 

18 - MAR 

IAC 5 . MARI NGÁ 49 4 - MAR 

BR 4 

FIGURA 1 LEGENDA NA PÂG I NA SEGUINTE 



-37-

FIGURA 1 - Esquema simplificado do processo de obtenção dos iso -

lados fúngicos utilizados nas ETAPAS 2 e 3 a partir 

dos isolados da ETAPA 1. Os isolados 222 e 21 foram ex 

cluídos destas etapas por serem os menos específicos a 

cultivar original. 

2.1.1.2. - Obtenção e I solamento de Culturas Puras 

As culturas de H.saUvum foram obtidas a partir das plan -

tas infectadas pelo fungo, sendo as culturas da ETAPA 1 obtidas 

das plantas inoculadas por MATSUMURA e 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 lesões causadas pelo 

fungo foram retirados do tecido vegetal hospedeiro, deixando- se 

urna margem de tecido sadio junto á lesão . Estes segmentos passa­

vam, então , por urna desinfestação superficial em ãgua corrente, 

álcool 50% durante 1 minuto e sol ução aquosa de hipoclorito de 

sódio á 1% durante 2 minutos . Após eram lavados várias vezes em 

água destilada e transferidos para papel absorvente a fim de re­

tirar o excesso de água. Em seguida , 5 segmentos eram colocados' 

em cada placa de Petri de 9 cm de diâmetro,esterilizada, conten­

do 25 ml de meio de cultura sólido BDA (Batata Dextrose Agar-Me~ 
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ck : 39 g de meio de s idratado para 1000 ml de água destilada , es­

terilizado em autoclave por 20 minutos a 1210 C el atm), em cap~ 

la de fluxo laminar para me l horar as condições de assepsia . Foram 

preparadas 3 placas para cada isolado, sendo estas placas colo -

cadas em estufa incubadora para E.O . D. Modelo 347 . FG da FANEM , a 

24°c , com umidade em torno de 80% e regime de 12 horas luz/12 ho 

ras escuro . 

Após sete dias de incubação as colônias eram analisadas,fa­

zendo- se a identificação das estruturas vegetati vas de H. so ivum 

para c omprovar serem as colônias desta espécie . De modo a obter 

colônias puras deste fungo , foram realizados repiques (transpor­

te de partes da colônia) das placas para tubos de ensaio com BDA 

s6lido inclinado e rolha de algodão, sendo o conjunto esterili -

zado em autoclave antes do repique . Estes tubos foram incubados 

nas mesmas condições das p l acas até o completo desenvolvimento ' 

das colônias , depois , devidamente identificados e acondicionados 

em sacos plãsticos, 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 primá­

ria de amostra para as análises a serem realizadas. 

2 . 1. 2 . Cultivares hospedeiras de Triticum aestivum 

2 . 1 . 2.1 - Características das cultivares IAC 5.Marin a e 

BR 4 . 

Triticum aestivum (L) Thell e classificada botan • camente co-
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mo pertencendo à Família Gramineae, Tribo Triticeae Dumont(= Hor-

deae), Sub-tribo Triticinae, Gênero 
, 

Triticum (LINEU,1753) e espe 

cie aestivum . 

Esta espécie e alopoliplóide (2n = 6X=42) , resultante de 

hibr idização natural entre uma espécie tetraplóiae ( Triticum 

turgidum . 2n=28) e urna diplÓide selvagem( Aegilops squorosa :2n= 14) 

(SCHEEREN , 1986). 

Neste estudo foram utilizadas, como hospedeiras, plantas das 

cultivares de trigo IAC 5.MARINGÂ 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, têm demonstrado bom comportamento agrong 

mico. 

A cultivar IAC S.MARINGÂ foi criada pelo melhorista ALCOVER, 

em 1966, na Estação Experimental de Capão Bonito , no Sul de São 

Paulo. Foi lançada comercialmente em 1972 e, desde então, tem si 
do bastante utilizada nos Estados do RS e PR devido ao seu exce­

lente comportamento e amplitude de adaptação. Esta cultivar tem 

sido empregada em programas de me l horamento no Brasil e em ou -

tros países, corno México (LAGOS , 1983). É considerada susceptí 

vel à infecção por H . sativum. 

Conforme informações 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

çada comercialmente em 1979 , sendo recomendada para todas as re 

giões trit ícolas do RS. Apresenta uma reação de resis tencia mo­

derada á infecção por H.saHvum. 

2 .1.2.2. Plantio e Preparo das plantas _para os testes de 

patoqenicidade 

O plantio das cultivares utilizadas como hospedeiras nos 

testes de patogenicidade foi realizado em vasos de plástico com 

8,5 cm de diâmetro na bocaw 5,2 cm de diâmetro na base e 10 cm 

de altura . Os vasos continham solo preparado (terra preta, mate 

rial orgânico fermentado, calcáreo, uréia e adubo químico) cor­

rigido para acidez e adubado com sulfato de amônia, superfosfa= 

to triplo e cloreto de potássio; segundo recomendação feita pe ­

lo Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia da UFRGS . O 

solo era esteri lizado em forno, a 180DC durante 3 horas, 15 di ­

as antes de cada plantio (o solo deve repousar por duas semanas 

após a esterilização) . Em cada vaso, etiquetado de acordo com a 

cultivar que recebia , foram colocadas seis sementes de trigo. 

Os vasos foram mantidos em casa de veg~taçio com tempera -

tura em torno de 20°C desde o plantio até 24 horas an te s das i­

noculações com o fungo, quando eram transferidos para camara u­

rnida . As plantas eram inoculadas quando estavam com a terceira 

folha bem desenvolvida. O número de plantas envolvidas em cada 

etapa, bem como a metodologia utilizada nas inoculações, estão 

descritos em 2 . 2.3.2. 
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2 . 2. Métodos 

Este trabalho foi dividido em tr~etapas, sendo que cada eta 

pa inicía com a obtenção de colônias a partir de plantas inocula-

das com os isolados de H . sativum da etapa anterior (conforme 2 . 1. 

1.2. ) e termina com a inoculação dos esporos obtidos a partirdes 

tas colônias em novas plantas . A Figura 2 representa a seqüência 

em que foi realizado este estudo, bem como as análises que foram 

feitas em cada etapa . 

Esta metodologia de inoculação, recuperaçao dos isolados,a -

nál' se s e nova inoculação, reiniciando o ciclo, foi utilizada pof 

que possibilita um acompanhamento detalhado e progressivo do com­

portamento dos isolados em plantas hospedeiras e meios de cultu -

ra. 

Os métodos utilizados nas análises, descritos a seguir , fo 

ram sempre os mesmos em todas as etapas . Após a ETAPA J foi fei -

ta uma análise adicional, em colônias que foram obtidas a 

tir dos esporo s E3(ver Figura 2) . 

par -
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Plantas inoculadas 
por MATSUMURA e éols. (1988) 

J, 

Obtenção de Colônias El 

Obtenção~de Esporos· El > 
-} 

m.orfológica 
Análises< 

eletroforética 

INOCULAÇÃO El 
i ~Análise - infecção 

plantas inoculadas na 
ETAPA 1 l 
obtenção de 

,l, 
obtenção de 

l 

Colônias E2> 
Análises 

Esporos E2 < 
morfológica 

eletroforética 

INOCULAÇÃO E2 
i ~ Análise - infecção 

plantas inoculadas na 
ETAPA 2 l 

Obtenção de 
.i 

obtenção de 

i 

Colônias E3 ~ morfológica 
------ Análises ~ 

Es oros E3 ~ - . P eletroforetica 

INOCULAÇÃO E3 ---+ ~ Análise - infec ção 
plantas inoculadas na ~ 
ETAPA 3 l 

estocadas a -2 0QC 

Obtenção 
de Colônias E3-esp. -----

morfológ ica 
Análises< 

eletroforética 

ETAPA l 
(El) 

ETAPA 2 

(E2) 

ETAPA 3 
(E3) 

EJ-esp. 

Figura 2 . Metodologia utilizada na obtenção de inóculos para as 
três etapas sucessivas deste trabalho, bem como as ana­
lises rea lizadas em cada uma delas . 
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2 . 2.1 . Análise de Características Fúngicas em Meio Artificial 

Em meio artificial analizou- se essencialmente a coloração pre 

dominante da massa miceliana (nas colônias ) e dos esporos porque' 

alguns trabalhos realizados com H.sativum relacionam esta carac -

terística com a virulência dos isolados. A coloração foi observa -

da em cada etapa a fim de verificar-se possíveis alterações e seus 

reflexos na virulência. 

2. 2.1 . 1. Análise de Colônias em BDA 

As colônias de cada isolado foram analisadas quanto à color~ 

çao predominante da massa miceliana e também quanto a presença 

de setores (formação, na colônia, de zonas diferenciadas em cor e 

textura). 

As observações foram feitas nas colônias purificadas em tu 

bos de ensaio (conforme descrito em 2.1 . 1.2) e também em placas ' 

de Petri , com BDA sólido (Batata Dextrose Agar - Merck) como meio 

de cultura . Para cada iso l ado, em cada etapa, foram preparadas S 

placas de Petri, através de repiques. Estes repiques foram fei -

tos a partir dos tubos de ensaio, que continham as colônias puri­

ficadas do estoque inicial dos isolados , para as placas de Petri, 

utilizando- se uma agulha histológica que era introduzida no tubo e 

depois bem no centro da placa . As placas assim preparadas foram in 

cubadas em estufa E . O. D. à 240c 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 análises foram sempre realizadas em colônias com 8 dias. 

As colônias em placas de Petri analisadas quanto á cor e for -

mação de setores foram as mesmas analisadas por eletroforese 

conforme descrito em 2 . 2 . 2 . As colônias em tubos de ensaio ana -

lisadas foram as mesmas que deram origem aos esporos, como e des 

crito em 2 . 2.1.2 . 

Todas as colônias analisadas nas etapas 1 , 2 e 3 foram obti­

das a partir de folhas infectadas com o fungo . Após a etapa 3 foi 

feita uma análise adicional, em colônias obtidas a partir de es­

poros. Em cada placa de Petri com BDA sólido foram colocadas qu~ 

tro sementes de sorgo repletas de esporos da ETAPA 3, com o au -

xílio de uma pinça esterilizada (sementes de sorgo é o meio uti­

lizado para esporulação , conforme 2 . 2 . 1 . 2.) As placas foram en -

tão incubadas nas condições habituais tendo sido repicadas pa­

ra mais 5 placas de cada isolado após o desenvolvimento comple -

to das colônias . 

As colônias oriundas do repique foram analisadas, apos 8 di 

as , quanto à cor , formação de setores e também por eletroforese. 

2 . 2.1 . 2. Análise 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 químico , 60 ml de água destil~ 

da) é utilizado para a obtenção de esporos (conídios) sem que ha 

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

As sementes foram lavadas várias vezes com agua cor rente,e~ 

corridas, colocadas em frascos de 500 ml e embebidas com água de~ 

tilada . Os frascos eram tampados com rolha de algodão . Foi prep~ 

rado , em cada etapa, um frasco para cada isolado e um frasco con 

trole adicional , que não recebia o inóculo fúngico e era prepa -

rado a fim de verificar se realmente nenhum outro fungo estaria 

~rescendo nas sementes. Os conjuntos permaneciam em repouso, a 

temperatura ambiente, por 24 horas . Após este período, retirado o 

excesso de água , eram autoclavados duas vezes por 30 minutos , a 

121°c e latm. Imediatamente após a retirada da autoclave , os fra~ 

coseram agitados até as sementes se separarem completamente. 

Os repiques foram fei tos a partir das colônias do estoquei­

nicial, raspando- se todo o material fúngico de três tubos de en­

saio para cada frasco com sementes de sorgo, após as sementes a -

tingirem a temperatura ambiente e em condições de esterilidade . A 

partir do terceiro dia , contando como primeiro o dia da inocula -

ção das sementes , os frascos eram agitados diariamente para faci­

litar a dispersão dos esporos e ntre as sementes de sorgo . 

Os conjuntos assim preparados ficavam incubados do dia da 

inoculação até a completa esporulação do fundo (cerca de 20 dias) 

à 240c, em regime de 12h luz / 12 h escuro . Após este período,eram 
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utilizados no preparo dos inóculos fúngicos para os testes de p~ 

togenicidade e na análise eletroforética dos esporos. 

Antes do preparo do inóculo com este material , era analisa­

da a coloração dos esporos , visível nas paredes do frasco e tam­

bém pela cor das sementes que estavam com a superfície cheia de 

esporos, e a porcentagem de esporulação . Esta porcentagem foi es 

timada com base no percentual de sementes que estavam totalmen -

te cobertas por esporos em relação ao total de sementes no fras­

co . 

Ao preparar os inóculos, conforme descrito em 2.2 . 3 . 1 ., foi 

observado se a produção de conÍdios atingia 1 x 105 conídios por 

ml de suspensão (concentração fixada para os inóculos) , bem co­

mo a presença de hifas ou de outros tipos de estruturas . Estas a 

nálises foram realizadas ao microscópio , com a suspensao de co -

nídios em câmara de Neubauer . 

2 . 2.2. Eletrororese 

2.2.2.1. Sistema Isoenzimático 

O sistema isoenzimáti co utilizado nas análises deste traba­

lho foi o de alfa e beta- esterases(EST) . Entre os vários siste -

mas isoenzimáticos testados por MATSUMURA (comunicação pessoal) 

para a análise eletroforética de amostras fúngicas, o de alfa 

e beta- esterases foi o que apresentou melhores resultados por 

ter um padrão de bandas bem definidas , ser de fácil visualiza -

çao , e por ser o mais polimórfico , apresentando vari ações 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 concentração de 

8%, com 0,1 cm de espessura. No preparo dos géis foram utiliza -

dos os tampões A e B de SCANDALIOS (1969), na proporção de lA: 

98, em seu pH original de 8,3 . Este tampão foi também utilizado 

na homogeneização do material. 

Tampões Scandalios: 

Tampão A : bora to de lítio pH 8,3 0,24 M 

hidróxido de lítio ........... . . . .. l,20g 

ácido bórico (anidro) . . . ... .... .. . 11 , 89g 

água destilada ... .. . .......... atél000 ml 

Tampão B: tris citrato pH 8 , 3 0,0595 M 

tris . .. ... .... . . . ..... ... .. . . . . .. 6 , 20g 

ácido cítrico . ... . ............. . . l,60g 

água destilada . ... .. . . . . . .... . atélO00 ml 

Cada gel foi preparado com 60 ml de tampão, ao qual adici2 

nava- se 4,56 g de acrilamida , 0,24g de bisacrilamida, 0 , 06 ml' 

de N, N,N ' ,N ' tetrametiletilenodiamina (TEMED) e 0,6 rnl de per -

sulfato de amônia a 10%. 
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A solução dos géis era colocada em canaletas de vidro com di 

mensões internas de 17 , 0 cm x 15 , 0 cm e 0,1 cm de a l tura . Após co 

locada a solução, esta canaleta era coberta com urna placa de vi -

dro previamente untada em sua superfície interna com óleo de sili 

cone, para evitar que o gel ficasse aderido á tampa. Mantinha- se 

o conjunto a temperatura ambiente por cerca de 20 minutos parapeE 

mitir a polimerização e , após, transferia- se para urna câmara fria 

a 4oc, onde permanecia até a aplicação das amostras . 

2 . 2 . 2 . 3 . Preparo das amostras fúnqicas 

As análises foram realizadas em colônias (2.2 . 2.3 . 1.) e em 

esporos (2.2.2.3.2 . ) de todos os isolados fúngicos, em cada uma 

das três etapas deste trabalho . 

A homogeneização das amostras era feita em uma placa acri -

lica, com escavações arredondadas, sobre gelo picado . Em ca -

da sulco da placa e ra colocada a amostra correspondente a um iso 

lado e 0 , 1 ml de tampão para homogeneização . O tampão foi o mes­

mo utilizado no preparo do gel ; SCANDALIOS 1A : 9B . As amostras e­

ram homogene izadas com um bastão de vidro de extremidade esmeri­

lada . 

Sobr e cada homogenado foi colocado um disco de papel"Pluma ­

tex" branco, com 0,65 cm de diâmetro, para fazer uma filtragem e 

evitar que resíduos não homogeneizados fossem carregados junto ' 

com os papéis porta-amostra. Em cada amostra, sobre o papel "Plu 
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matex", foram colocados três retângulos de papel Whatman 3MM(p~ 

péis porta-amostra) medindo 4,0mm X 1,0 mm, para absorver o ho­

mogenado. Estes três papéis eram usados na aplicação das três 1 

repetições de cada isolado no gel. 

As amostras de co l ônias e esporos foram obtidas conforme 1 

descrito a seguir. 

2 . 2.2.3.1. Col ôn i as 

As colônias utilizadas para eletroforese em cada etapa des­

te trabalho, foram as mesmas que f oram analisadas quanto a colo­

raçao e formação de setores, cujo processo de obtenção está des­

crito em 2.2.1.1 . 

As amos t ras para análise ele troforética foram obtidas de CQ 

lõnias com oito dias de crescimento . Para cada isolado foram u -

ti l izadas co l ón i as de duas placas de Petri, retira ndo-se todo o 

material fúngico que estava acima do meio de cultura (BOA) com o 

auxílio de uma alça me t álica . Es te materia l (col ônias) contendo 

micélio , conidióforos e conídios, era então colocado nos sulcos da 

placa de homogeneização, sendo cada sulco correspondente à um i ­

solado . 

2 . 2 . 2 . 3 . 2 . Esporos 

Os esporos utilizados nas a nálises eletroforéticas, em ca -

da e tapa , foram produzidos em meio de sementes de sorgo, confor 

me descrito e m 2. 2.1.2 . Estes esporos foram analisados também 
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quanto a coloração, calculando-se ainda a porcentagem de esporu -

lação . 

Após cerca de 20 dias da inoculação das sementes de sorgo com 

os isolados fúngicos, os esporos eram utilizados no preparo dos i 

nóculos para os testes de patogenicidade. Porém, antes de adicio­

nar água para fazer a suspensão de esporos(conforme descrito em 

2.2 . 3 . 1 . ), uma porçao de sementes de sorgo repletas de esporos e­

ra retirada d e cada frasco e colocada em frascos menores, com to.!!!_ 

pa de algodão, autoclavados , em condições de esterilidade . Estes 

frascos, um de cada isolado, eram colocados na incubadora por mais 

15 dias, sempre mantidos i 24ºC e 12h luz/12h escuro, para que a 

esporulação atingisse o máximo neste meio de sementes de sorgo . 

As amostras para eletroforese foram obtidas apos 35 dias de 

esporulação, raspando- se com urna espátula os esporos das paredes 

e fundo dos frascos e das sementes . Estes esporos eram colocados 

na placa de homogeneização até encher a metade dos sulcos , sendo 

cada sulco correspondente a um isolado. 

2 .2 . 2 . 4. Aplic~ção das amostras no gel_ e migração 

Para aplicar as a mostras, retirava-se a placa de vidro que 

cobria o gel , envolvendo-o com um Zapp . Com o auxílio de um pen­

te de aço , eram abertas 24 fendas de 4 mm de comprimento cada , o~ 

de eram inseridos os papéis porta-amostras . Estas fendas eram a­

bertas a 3 cro de uma das extremidades do gel . 
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Para fins comparativos, cada amostra foi repetida três ve -

zes no gel, sencto as repetições de todas as amostras colocadas ' 

duas a duas , lado a lado no gel, e depois mais uma repetição de 

cada amostra em seqüência. As amostras de esporos foram aplica -

das em dois géis e as de col õnias em três giis (devido a colora­

çao diferencial - item 2 . 2 . 2 . 5 . ), para que fosse possível detec­

tar qualquer problema ou distorcia devido a migração. Sendo as -

sim, cada _amostra de esporos migrou seis vezes e de colônia, no­

ve vezes . 

Após terem sido introduzidas nas fendas do gel, três das 

amostras eram coradas com azul de bromofenol para delimitar a l i 

nha de frente durante a migração. 

Os géis assim preparados, cobertos com Zapp para evitar e 

vaporaçao, eram colocados em cubas eletroforiticas horizontais, 

mantidas a 40c , contendo tampão A de SCANDALIOS (1969) em seu pH 

original de 8 , 3 . As pontes catódica e anódica eram mantidas a u­

ma distância de 12 cm entre si e as migrações ocorreram com uma 

diferença de potencial de l0V/cm (corrente continua). Quando a 

linha de frente atingia 8 cm de distância do ponto de aplicaçio, 

a migração era interrompida . 

2.2 . 2.5 . Revela ao e fixação do~éis 

Após a migração, retirava- se os géis das canaletas, removia 

se os papéis porta-amostra e colocava- os na solução reveladora ' 

para alfa e beta-esterases . No caso dos géis contendo as amostras 
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de colônias, além da revelação para alfa e beta-esterases jun -

tas , foram feitos mais dois géis : um revelado somente para oc -

esterase e outro somente para fi - esterase . Neste caso, a solu­

ção de revelação era a mesma, mas ao invés de colocar os dois ' 

substratos, colocava- se somente ol - naftil acetato ou somente /3-
naftil acetato, conforme fosse revelar para oe ou .,.d -esterase . 

Esta revelação separada foi feita com o objetivo de veri­

ficar se as bandas que apareciam nos géis revelados para o< e /3-

esterases juntas eram bandas o(. ou /3 puras, ou eram mistas mas 

com mais afinidade por um ou outro substrato. 

A revelação para o<. e f., - esterases foi realizada segundo 

a técnica descrita por SCANDALIOS (1969), com algumas modifica­

çoes: 

OC.. - naftil acetato (1%) . ..... .. ............ 2 ml 

/3 - naftil acetato(!%) ....... . .... . .. . . .... 3 ml 

Fast Blue RR (Sal) ........ .. .. . . .. . . .. . .. 50, O rng 

Tampão C .. .. . . . . . .. . .... .... . .. .. . ... .. . 50 ml 

Tampão D .. .. ... . . .. ... . . . .. ... . .. . ... .. . 1 O rnl 

Agua destilada . ... . . . ......... .. . .... . . . 40 ml 

Tampão C: Fosfato pH 4,3 0,2 M 

N aH 
2 

P O 
4 
................. . . . ..... ... . .... 2 7 , 8 g 

água destilada .. ... .... .. ... . . ... .... . compl e t ar 1000ml 
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Tampão D Fosfato pH 9 , 2 0 , 2M 

Na2HP0 4 . ........ .. . . . . .. . . ... 53,63 g 

Âgua destilada .. ...... . .. .. .. completar 1000 ml 

oC - naftil acetato e t3-naftil acetato foram dissolvidos, 

separadamente, e m acetona e água na proporcão de lg sal : 50ml 

acetona: 50 ml água destilada . 

Os géis foram mantidos na solução de revelação por urna 

hora e trinta minutos a 370c. Depois eram lavados em agua des­

tilada e fixados em solução de água , álcool metílico e ácido a 

cético na proporçao de 5 : 5 : 1, durante 15 minutos. Após estepe 

ríodo os géis eram envoltos em Zapp, analisados e colocados 

dentro de uma caixa plástica com tampa, permanecendo a 40c. 

2 . 2 . 2 .6. Análise dos géis 

Os géis foram ana lisados logo apos sua fi xação. Em papel 

milimetrado foram feitos esquemas dos padrões obtidos nos 

géis, registrando-se a distância de cada banda com relação ao 

ponto de aplicação , a intensidade da banda (forte, média,fra­

ca e fraquíssima) e a distância migrada pela l inha de fren -

te. 

A partir destes dados foram e l aborados zimograrnas conten 

do os RM (mobilidade relativa) das bandas . O RM de cada ban -

da foi calculado dividindo- se a distãncia migrada no pon 
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to m~dio da banda pela distãncia migrada pela linha de frente . 

2.2 . 3 . Testes de Patogenicidade Diretos e Cruzados 

No final de cada uma das três etapas , apos os isolados fúngi 

cos terem sido analisados quanto à características em meio de cul -

tura e tamb~m por eletroforese, eram realizados testes de patogeni­

cidade para verificar a virulência dos isolados em cada uma das cul 

tivares hospedeiras de trigo : IAC 5.MARINGÃ 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. Já nos testes de pat~ 

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 . _!'reparo dos Inóculos Fúngicos 

Os inóculos foram preparados com os esporos( conídios ) produzi­

dos em meio de sementes de sor go , conforme foi descrito em 2 . 2 . 1.2. 

Para o preparo das suspensoes de conídios que serviram de inó­

culo nos testes de patogenicidade , adicionava- se inicialmente 1000 

ml de água esterilizada em cada frasco contendo conídios em semen -

tes de sorgo . Agitava- se fortemente para separar bem os conídios 
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das sementes e filtrava-se a suspensao com auxílio de um funil 

e gaze, de modo a deixar as sementes de sorgo fora do inócu -

lo . A seguir, retirava-se urna alíquota da suspensão, para con­

tagem de conídios em Câmara de Neubauer , sendo adicionada agua 

esterilizada até o inóculo atingir a concentração de 105 coní­

dios por ml de suspensão aquosa . 

2 . 2 . 3 . 2 . Inoculação nas cultivªres hospedeiras 

As cultivares de trigo IAC 5.MARINGÂ e BR 4, uti l izadas co 

mo hospedeiras nos testes de patogenicidade, foram preparadas@ 

ra r eceber os inóculos conforme foi descrito em 2 . 1 . 2.2 . Quan ­

do as plantas estavam com a terceira folha bem desenvolvida , 24 

horas antes das inoculações eram transferidas da casa de v eget a ­

ção para uma câmara úmida com temperatura de 200c e 100% de umi­

dade . Nesta câmara úmida r e cebiam os inóculos fúng icos e perrna -

neciam mais 24 horas após a inoculação , voltando então para a 

casa de vegetação e ficando a 200c e 70% de umidade relativa du­

rante seis dias , quando era feita a avaliação da infecção. 

As p l antas foram inoculadas utili zando- se pulverizadores ' 

com capacidade para 500 ml . Cada inóculo, correspondente a um i ­

solado, tinha seu próprio pulverizador para evitar contaminação 

de um inóculo para outro . As inoculações foram feitas pulveriza~ 

do as plantas, com o inóculo , dentro de "caixas " plásticas, sen­

do que cada isolado tinha sua própria "caixa " , dentro da qual e 

raro colocadas as plantas que receberiam o inóculo daquele isola-
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do. Corno cada isolado tinha um pulverizador e urna "caixa" pro -

prios , pode-se garantir que cada grupo de plantas (colocado en 

uma "caixa ") recebeu esporos somente do isolado que estava sen­

do inoculado no grupo. Estas "caixas " foram confeccionadas com 

plástico resistente e tinham uma abertura frontal por onde era 

feita a inoculação . A Figura 3 mostr a a "caixa" e o pulveriza -

dor de um dos isolados , bem corno a abertura frontal e a manei­

ra como era feita a inoculação. As testemunhas também eram colo 

caas dentro de urna "caixa" , sendo pulverizadas com água esteri­

lizada . 

Na ETAPA 1 tinha- se seis isol ados que haviam sido obtidos 

das suas cultivares originais. A inoculação da ETAPA 1 foi ; por 

tanto , a primeira inoculaç.ão cruzada (uma inoculação direta já 

havia sido feita por MATSUMURA e c.ol s., 1988) . Cada um dos seis 

isolados foi inoculado sobre quatro vasos de cada cultivar, sen­

do que cada vaso continha seis plantas . Foram uti lizados 24 va­

sos com p l antas da cultivar IAC 5 . MARINGÁ e 24 vasos da culti -

var BR 4 , para sere m inoculados com os isolados , e mai s 4 va -

sos de cada cultivar para testemunha. No total , foram utiliza -

dos 28 vasos da cultivar IAC 5 . MARINGÁ, com 1 68 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 " plásticas para pulverizar os isolados e uma "caixa" para ' 

as testemunhas, pulverizadas com água esterilizada . Dentro de 

cada caixa foram colocados quatro vasos da cultivar IAC 5 . MARIN 

GÃ e quatr o da cultivar BR 4 , desta maneira cada isolado foip.tl 

verizado sobre sua cul tivar hospedeira original e sobre a outra 
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cultivar . Cada vaso recebeu 25 ml do inóculo, com concentração 

d 105 ~ . -e 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 está descrita em 2 . 1 . 1 .1 . 

e esquematizada na Figura 1. Os isolados obtidos a partir da 

cultivar IAC 5 . MARINGÃ receberam o código MAR adicionado ao 

seu número 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 código 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 -

lados , no caso o par oriundo do isolado 49 4 da ETAPA 1 : 49 4 

BR4 e 49 4-MAR, cada um com sua "caixa" e pulverizador próprios . 

Cada um dos oito isolados foi inoculado sobre a cultivar 

de onde havia sido obtido , conforme seu código . Sendo assirn,em 

cada urna das oito "caixas" foram colocados quatro vasos, com 6 

plantas cada, da cultivar IAC 5.MARINGÃ ou BR 4 , conforme o cõ 

digo do isolado . Na nona caixa foram colocadas as testemunhas . 

No total foram utilizados 32 vasos para receberem os inóculos 

fúngicos, mais 8 para testemunha , sendo 20 vasos com 120 plan­

tas, para cada cultivar . Assim como na ETAPA 1, nas ETAPAS 2 e 

3 cada vaso recebeu 25 ml do inóculo , com concentração de 105 

conídios por ml de suspensão . 
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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 à quatro testes de patogeni -

cidade diretos (incluindo o primeiro , realizado por MATSUMURA e 

cols~l988) e ã tr~s testes de patogenicidade cruzados . 
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Figura 3 - "Caixa" plásti­

ca e pulverizador utiliza­

dos na inoculação de um i-

solado(49 4-MAR). 

Figura 4 - "Caixa" e pulverizador pertencentes à cada isolado 
de um par de isolados(Par:49 4 ,isolados 49 4-BR4 e 
49 4-MAR). 
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2 . 2 . 3.3. Determinação dos índices de infecção 

Os índices de infecção foram determinados sete dias apos a 

inoculação das plantas , nas ETAPAS 1, 2 e 3. Foi feita a leitu­

ra avaliativa das les&es tipicamente causadas por H. saUvum 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 própria . 

Em cada grupo de dezesseis leituras foi calculado a média , 

que significa o índice de infecção médio de cada isol ado em ca­

da cultivar e em cada uma das três etapas , e o desvio padrão de 

cada urna delas. 



3 . RESULTADOS 

3.1. Ca4acterísticas Fúngicas em Meio Artificial 

A coloração predominante das colônias fúngicas em meio de 

cultura sólido BDA e a presença e coloração de setores nestas 

colônias, bem como a coloração preponderante dos esporos e por­

centagem de esporulação em meio de sementes de sorgo, estão nas 

Tabelas 3 (isolados da ETAPA 1) , 4 (isolados da ETAPA 2) e S(i­

solados da ETAPA 3). A Tabela 6 contém as características das 

colônias oriundas de espor os da ETAPA 3 . As Figuras 5 a 14 ilus 

tram os dados contidos nestas tabelas. 

As características dos inóculos fúng icos (suspensões de c~ 

nídios) analisadas microscopicamente em câmara de Neubauer nos 

100 ml de suspensão iniciais, antes da diluição para corrigir a 

concentração de conídios, estão nas Tabelas 7 (isolados da ETA­

PA 1) , 8 (isolados da ETAPA 2) e 9 (isolados da ETAPA 3). Os 

conídios típicos de H. sativum sempre estavam presentes nos inó-

culos , embora em alguns casos não atingiam a concentração esti-
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pulada ( 1 x 105 conídios/rnl ) em um volume mínimo de 100 ml(volume 

de cada inóculo necessário para pulverizar as plantas) . Na maio­

ria dos casos a concentração era maior do que 1 x 105 conidios / 

ml, nos 100 ml iniciais dos inóculos;as suspensões eram então di 

luídas até esta concentração . 



TABELA 3 - CARACTERÍSTICAS DAS COLÔNIAS,EM BDA, E DOS ESPOROS, EM SEMENTES D.E SORGO, DOS ISO­

LADOS FÚNGICOS PERTENCENTES A ETAPA 1. 

ISOLADOS COLÔNIAS ESPOROS 
(em BDA) (em sementes de sorgo) 

-ETAPA 1 -
Coloração Pre- Setores: Coloração Pre- % esporulação 
dominante presença dominante 

e colora -çao 

44 Cinza-escuro Sirn,rosa Preto 100% 

74 Cinza-escuro Sim,rosa Preto 100% 

222 Cinza-escuro Sim,rosa Preto 100% 

18 Cinza-escuro Não Preto 1 00% 

21 Cinza-escuro Não Preto 100% 

494 Cinza-escuro Sim,rosa Preto 100% 

1 



TABELA 4 - CARACTERÍSTICAS DAS COLÔNIAS,EM BDA, E DOS ESPOROS, EM SEMENTES DE SORGO, DOS ISO -
LADOS FÜNGICOS PERTENCENTES A ETAPA 2. 

COLÔNIAS ESPOROS 

ISOLADOS (em BOA) (em sementes de sorgo) 

- ETAPA 2- Coloração Setores : pre - Coloração % esporulacão 
Predominante sença e colo predominante -raçao 

44 - MAR Cinza-escuro nao preto 100% 

44 - BR 
4 

Cinza-escuro nao preto 100% 

74 - MAR Cinza-escuro nao preto 100% 

74 -BR 4 Cinza-escuro nao preto 100% 

18 - MAR Cinza - escuro nao preto 100% 

18 -BR 
4 

Cinza-escuro nao preto 100% 

49 4-MAR Cinza-claro nao preto 100% 

49 4-BR4 Cinza-claro Sim , rosa rosa 70% 



TABELA 5 - CARACTERÍSTICAS DAS COLÔNIAS , EM BDA, E DOS ESPOROS,EM SEMENTES DE SORGO,DOS ISO -
LADOS FÚNGICOS PERTENCENTES A ETAPA 3 . 

COLÔNIAS ESPOROS 
(em BDA) (em sementes de sorgo) 

ISOLADOS 
- ETAPA 3- Coloração Pre- Setores: Coloração % esporulação 

dominante Presença Predominante 
e colora -çao 

44 - MAR Cinza-escuro Sim , rosa Preto 50% 

44 - BR 4 Cinza-escuro Sim,rosa Preto 50% 

74 - MAR Cinza-claro Sirn,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% 

49 -4 MAR Cinza-claro Sim, rosa Rosa 60% 
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TABELA 6 - CARAC~ERÍSTICAS DAS COLÔNIAS,EM BDA,ORIUNDAS DE ESPO­

ROS DA ETAPA 3. 

ISOLADOS COLÔNIAS 
(em BOA) 

-E3-esp- * 
Coloração Setores: 

predominante presença 

e colora-

çao 

44 - MAR Cinza-escuro Sirn,rosa 

44 - BR4 Cinza-escuro Sim,rosa 

74 - MAR Rosa Não 

74 - BR4 Rosa Não 

18 - MAR Rosa Sim, cinza 

18 - BR4 Rosa Sirn,cinza 

49 -4 MAR Rosa Sim, cinza 

* colônias obtidas de esporos (esp.) da ETAPA 3. 
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TABELA 7 - CARACTERÍSTICAS DOS INÕCOLOS (SUSPENSÕES DE CONÍDIOS) 

DA ETAPA 1, OBSERVADAS EM CÂMARA DE NEUBAUER 

INÕCULO (para 100 
ISOLADOS 

- ETAPA 1- Concentração 

maior/menor 

do que 1 X 10 5 

conídios * /ml 

44 maior 

74 maior 

222 maior 

18 maior 

21 maior 

49 4 maior 

* conidios típicos de H.sotivum 

** esporos que não o típico de H. sativum 

ml de suspensão) 

hifas Outro tipo 

de esporo** 

nao nao 

nao nao 

nao nao 

nao nao 

nao nao 

nao nao 
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TABELA 8 - CARACTERÍSTICAS DOS INÔCULOS (SUSPENSÕES DE CON!DIOS) 

DA ETAPA 2 , OBSERVADAS EM CÂMARA DE NEUBAUER . 

INOCULO (para 
ISOLADOS 

Concentração 
-ETAPA 2 - maior/menor do 

que 1 X 105 co -
nídios*/ml 

44 - MAR maior 

44 - BR4 maior 

74 - MAR maior 

74 - BR4 maior 

18 - MAR ma or 

18 - BR 4 maior 

49 -4 MAR maior 

49 -4 BR 4 menor 

* conídios típicos de H. sativum 

** esporos que não o típico de 

100 ml de suspensão) 

outro tipo 
hifas de esporo ** 

nao nao 

nao nao 

nao nao 

nao nao 
nao nao 

nao nao 

nao nao 

sim sim 

H. sativum 
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TABELA 9. CARACTER1STICAS DOS INÕCULOS(SUSPENSÔES DE CON!DIOS) DA 

ETAPA 3, OBSERVADAS El CÂMARA DE EUBAUER . 

INÔCULO (para 100 ml de suspensão) 
ISOLADOS 

- ETAPA 3 - Concentração outro tipo de 
maior/menor do hifas ** 

10 5 
esporo 

que 1 X co -
nídios*/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 - BR 4 menor sim sim 

49 -4 MAR menor sim sim 

* conídios cos de H . sativum 

** esporos que não o típico de H.sativum 
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Figuro 5. Colônias dos isolados pertencentes a ETAPA 1. 
Observar os setores de coloração rosa. 

Fig. 6. Colônias dos isolados 

pertencentes a ETAPA 2. 0!;!_ 

servar a coloração mais ela -

ra dos colônias do por 49 4 -

(49 4-MAR e f./9 4- BR 4) e a 

presença de setores apenas' 

em 4 9 1./ - B R l/ . 
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Figura 7 - Esporos de isolados pertencentes a ETAPA l. Observar a colora­
ção dos esporos de 1/9 4 -B R 1/ em comparação com a coloração pre -
to dos demais isolados. 

Figura 8. Colônias dos 

isolados pertencentes a E­

TAPA 3. Observar a pre -

sença abundante de setores 

com coloração mais clara do 

que a colocação predominan 

te das colônias. 
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Figura 1 O 

Figuras 9 e 1 O - Esporos de isolados pertencentes a ETAPA 3. Observar o co­
loração preta_apenas nos espgros do par 44 (44.MAR e 44 .BR4 } 
em comparaçao com a coloraçao rosa nos demais isolados . 



Figura 11 . Aspecto de 

colônias de H. saNvum 

em placas de Petri con 

tendo BOA sólido . 

Figura 12 . Esporos de isolados pertencentes a ETAPA 3 eco 

16nias obtidas a part i r destes esporos. Observar a colora ­

çao escura da co l ônia 44-MAR,a coloração rosa com setores 

escuros da colônia 18- MAR e a coloração totalmente rosa d a 

colônia 74-MAR . 



Figura 13 . Colônias oriundas de esporos da ETAPA 3 . 

Observar a coloração rosa e os setores mais escuros . 

Figura 14 . Detalhe de uma colônia de coloração escura 

com um setor de coloração rosa bem definido . 
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TABELAl0- ÍNDICES DE INFECÇÃO DOS ISOLADOS EM IAC 5 . MARINGÃ E 

BR4 , RESULTANTES DA PRIMEIRA I OCULAÇÃO CRUZADA E DI 

RETA (ETAPA 1) 

ISOLADOS !NDICES DE INF CÇÃO Mr:DI OS* ( % ) 
DIFERENÇAS 

- ETAPA 1-
!AC 5 . MARINGÃ BR 4 

44 3s , oo± 5 ,48 26,25± 3 , 87 8 ,75 

74 32 , 19:!: 5 , 1 5 22 , so± 4,08 9,69 

222 12,so± 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 ,9f± 5 , 54 1 , 57 

494 12 ,a1± 3,14 30 ,00± 5 , 16 17, 19 

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

ceira folha de urna planta . 
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TABELA 11 - ÍNDICES DE INFECÇÃO DOS ISOLADOS EM IAC 5.MARINGÃ E BR 4, 

RESULTANTES DA SEGUNDA INOCULAÇÃO CRUZADA E DIRETA(ETA -

PA 2) 

ISOLADOS ÍNDICES DE INFECÇÃO MtDIOS*( %) 

- ETAPA 2 - IAC 5.MARINGÃ BR 4 DIFERENÇAS 

44 - MAR 45,62 + 6 , 29 - -
+ 3 ,7 5 

44 - BR4 - 41,87 - 9,10 

74 - MAR 42,50 + 6 , 83 - - 10 , 63 

74 - BR 31 , 87 + 7,50 - -4 

18 - MAR 40,62 + 7 , 71 2,50 - -

18 - BR - 43,12 ±10,14 4 

49 4-MAR 28 , 75 + 6 , 19 - - 20 , 94 

49 4-BR4 7,81 + 2,56 - -

* Média e desvio padrão de 1 6 leituras, cada leitura feita na ter­

ceira folha de uma planta 
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TABELA 12 - ÍNDICES DE INFECÇÃO DOS ISOLADOS EM IAC 5 .MARINGA E 

BR 4, RESULTANTES DA TERCEIRA INOCULAÇÃO CRUZADA E 

DIRETA (ETAPA 3) 

ISOLADOS 1NDICES DE INFECÇÃO ~DIOS*(%) 

-ETAPA 3 - DIFERENÇAS 
IAC 5. MARINGÂ BR 4 

44 - MAR 11,56 + 5,39 - - 1,87 

44 - BR - 9,69 + 3,86 4 

74 - MAR 2,94 + 1,44 - -
+ 2,57 

74 - BR - 0,37 - 0 , 50 4 

18 - MAR 2,56 + 1,21 - -
0,56 

18 - BR4 3,12 + 1,50 - -

49 4- MAR 5,94 + 2,01 - - -

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

ceira folha de uma planta. 
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3 . 3 . Análises Eletroforéticas 

Os padrões eletroforéticos para alfa e beta- esterases de co­

lônias e esporos , obtidos em cada etapa deste estudo , estão 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 fraquíssima) e suas mobilidades 

relativas (RM) . Junto ao RM de cada banda , no eixo das ordenadas , 

está indicado ex ou /3 dependendo se a banda corresponde a at i -

vidade de alfa- esterase ou de beta- esteras~ . A coloração das ban­

das no gel permite distinguir entre alfa (esverdeada) ou beta(ro -

sada) esterases . 

Todas as repetições dos isolados (nove repeti çõe s em colônias 

e seis em esporos) apresentaram sempre o mesmo padrão de bandas ,can 

i gual intens i dade e RM . As mobi lidades relativas das bandas foram ' 

calculadas tomando- se como referência a linha de frente, conforme ' 

explicado em 2.2 . 2 . 6 . 
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Figura 15 - Diagrama dos padrões eletroforéticos para oG e /3 -este­
rases de colônias dos isolados pertencentes à ETAPA 1. 

654321 6q5544332211 

Figura 16 - Zirnograma para OG e J3 -esterases de colônias dos isolados 
pertencentes à ETAPA 1. Aplicações nQ l=isolado 44; 2=74;3=222;4=18; 

5=21 e 6=494.A ordem das aplicações fi6ou invertida porque a foto foi 
batida,acidentalrnente, com o gel virado. 
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Figura 17 - Diagrama dos padrões eletroforéticos para °' e /3 -este-
rases de esporos dos isolados pertencentes à ETAPA 1. 

E1. 

112233445S6s*123456 

Figura 18 - Zirnograma para o<.e ,ê -esterases de esporos dos isola­
dos pertencentes à ETAPA 1. Aplicações nQl=isolado 44;2=74; 3=222; 
4=18; 5=21 e 6=494 . 

* erro na aplicação , deveria ter sido aplicada a segunda repeti­

ção do nº 6. 
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Figura 19 - Diagrama dos padrões eletroforéticos para cx e fo-este­
rases de colônias dos isolados pertencentes à ETAPA 2. 
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Figura 20 - Zimograma para oc: e ~ -esterases de colônias dos isola­
dos pertencentes à ETAPA 2. Aplicações nQ l =isolado 44- MAR;2=44-
BR4 ;3=74 - MAR ; 4=74 - BR4 ;5=18-MAR;6=18-BR4 ;7=49 4- MAR e 8=49 4-BR4 
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Figura 21. Diagrama dos padrões eletrof oréticos para o<. e /3-esterases 
de esporos dos isolados pertencentes à ETAPA 2 . 
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Figura 22 - Zimograma para o< e /3 -esterases de esporos dos isolados 
pertencentes à ETAPA 2.Aplicações nQl=isolado 44-MAR;2=44-BR4 ;3=74-
MAR;4=74-BR4 ; 5=18-MAR;6=18-BR4 ;7=49 4-MAR e 8=49 4-BR4 . 
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Figura 23 - Diagrama dos padrões ele troforét • cos para oc e f;J-estera 
ses de colônias dos isolados pertencentes à ETAPA 3, 
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Figura 24 - Zimograma para o< e /3 -esterases de colônias dos isolados 
pertencentes à ETAPA 3 . Aplicações no l=isolado 44 - MAR;2=44 - BR4 ; 3= 
74-MAR;'4=74-BR4; 5= 18-MAR;6=18- BR4 e 7= 49 4-MAR 
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Figura 25 - Diagrama dos padrões eletroforéticos para « e ~ -estera 
ses de esporos dos isolados pertencentes à ETAPA 3 . 
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Figura 26 - Zirnograma para o(. e /3 - esterases de esporos dos iso­
lados per enc n es à ETAPA 3 . Aplicação nOl = isolado 44-MAR;2= 
44-BR4 ; 3= 74-MAR; 4=74-BR4 ; 5=18-MAR;6=18-BR 4 e 7= 49 4-MAR 
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Figura 27 - Diagrama dos padrões e1etroforéticos para o< e ,d-ester~· 
ses de colônias derivadas de esporos dos isolados pertencentes à 
ETAPA 3. 
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Figura 28 - Zimograma para ~ e ~-esterases de colônias derivadas 
de esporos dos isolados pertencentes à ETAPA 3. Aplicações nQ l= 
isolado 44-MAR; 2=44-BR 4 ; 3=74 - MAR;4=74 -BR4 ; 5=18-MAR;6=18 - BR4 e 
7=49 4- MAR 



4 - DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos neste trabalho com relação a colora -

çao das colônias de H . sotivum em BOA e dos esporos em sementes de 

sorgo, contidos nas Tabelas 3,4 e 5,mostram que ocorreram varia­

ções no decorrer das três etapas e que há maior estabilidade nas 

colônias do que nos esporos , com relação a esta característica . 

Na ETAPA 1 todas as colônias apresentavam cor cinza-escuro, o 

par 44(44- MAR e 44-BR4 ) e o par 18(18- MAR e 18- BR4) mantiveram ' 

esta coloração 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-BR4 ) modificou para cinza- claro já na ETAPA 

2, permanecendo desta maneira na ETAPA 3 . Os setores presentes ' 

nestas colônias eram $ernpre de cor rosa, ocorrendo na ETAPA 1 em 

quatro dos seis isolados (44 , 74,222 e 49 4). Na ETAPA 2 somente o 

isolado 49 4- BR4 apresentava setores e na ETAPA 3 todos os apre -

sentavam . 

No meio de sementes de sorgo , a variação entre os isolados 

no decorrer das três etapas foi maior . Na ETAPA 1 , os esporos de 

todos os isolados eram pretos , com 100% de esporulação, permane­

cendo desta manei ra na ETAPA 2, com exceção do isolado 49 4-BR4 , 
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cujos esporos tinham cor rosa e a esporulação era inferior a 

100%. Este fenômeno se repetiu na ETAPA 3, nos isolados dos pa 

res 7 4 e 18 , e também no outro isolado do par 49 4 (494- MAR) . O 

único par que manteve os esporos de cor preta nas três etapas 

foi o 44 , apesar da esporul ação ter caído 50% na ETAPA 3 . 

t interessante observar que o Único isolado que apresen -

tou setores na ETAPA 2, o 49 4- BR4 , foi também o único nesta e 

tapa com esporos de cor rosa . Como os esporos são obtidos a 

partir de colônias,os setores de cor rosa provavelmente origi­

nem esporos da mesma cor, devendo ; portanto , estar presentes ' 

nas colônias a partir das quais se desenvolveram os esporos ro 

saem sementes de sorgo. Isto pode ser con f irmado na ETAPA 3 , 

onde todos os isolados contendo esporos rosa, em meio de sernen 

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

Os esporos dos isolados pertencentes a ETAPA 3 originaram 

colônias em BDA, cujas características estão na Tabela 6 . Pode 

se observar que a coloração das colônias era rosa naquelas de­

rivadas de esporos rosa e cinza- escuro no par 44, o único que 

permaneceu com esporos pretos na ETAPA 3 . As colônias deste par 

continham setores de cor rosa , como aqueles das colônias da E­

TAPA 1 , 2 e 3 , as do par 7 4 eram totalmente rosa , sem setores,e 

as do par 18 e do 49 4-MAR eram rosa com setores cinza . Neste ' 

último caso ocorreu uma inversão entre coloração predominante 

da col ônia e cor dos setores, com relação às colônias da ETAPA 

3, que eram cinzas com setores rosa. 
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Estes resultados indicam que existem duas formas fiingicas 

ocorrendo juntas , sendo uma selvagem, de coloração cinza nas 

colônias em BDA e preta nos esporos em sementes de sorgo,e o~ 

tra de coloração rosa tanto em colônias, onde aparece na forma 

de s~tores nas ETAPAS 1,2 e 3 , quanto em esporos,predominando nas 

colônias derivadas destes esporos.Ist o suge re que os ~sporos de 

cor rosa derivam de setores da mesma cor e são capazes de origl 

na colônias também de coloração rosa . 

A predominância de uma forma sobre a outra parece estar ' 

relacionada ao meio de cultura . As colônias são obtidas a par­

tir de folhas infectadas do hospedeiro e crescem em BDA, que é 

um meio de cultura rico e bast ante favorável ao desenvolvimen­

to da forma selvagem, que predomina sobre a forma rosa , a qual 

é visível apenas nos setores . O meio de sementes de sorgo já é 

bem mais pobre, tanto que é indicado para obtenção de esporos ' 

livres de micélio, sendo; portanto, estressante à 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 já 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 Ültima passagem por este meio (par 44) mas a espo­

rulação foi de apenas 50% . Pode-se concluir que o meio de se -

mentes de sorgo exerce pressão seletiva sobre a forma selva 

gero, o que leva à redução da esporulação desta forma após pas­

sagens sucessivas por este meio , possibilitando o desenvolvi -

mente e predominância da forma rosa, que parece ser melhor a -
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daptada do que a selvagem a estas condições. 

A redução da esporulação observada quando há 

predominância da forma rosa, pode ser confirmada pela con -

centração de conídios t~picos de H.sotivum em 100 ~l de inócu 

lo, que 1 10.s ~d. era menor do que ·. j_{ .. coni ios. ppr_ml quando: era a 

forma ra:a que predominava e maior quando era a forma selvagem, co!! 

forme mostram as Tabelas 7,8 e 9 . Uma única exceção é o par 44 

da ETAPA 3 , que permaneceu selvagem mas cuja esporulação nao a ­

tingiu a concentração estipulada para o inóculo. A forma selva­

gem destes isolados (44-MAR e 44SR4) parece ser melhor adaptada 

e mais estável do que os demais isolados , pois apesar de reduzir 

sua esporulação em seme ntes de sorgo continuou predominante .Po­

de- se observar , ainda, que nos inóculos da forma selvagem tinh~ 

se ape nas os conÍdios típicos 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 concentração do 

que o conídio típico de 

culos é baixa . 

H.sativum ,cuja concentração nestes in6 

t importante destacar, também , que os isolados que mais es 

porularam na ETAPA 3 , os do par 74, foram os únicos nos quais ' 

os esporos deram origem a colônias totalmente rosas, sem os se­

tores cinzas que apareceram nas colõnias der ivadas de esporos' 

dos outros isolados . Isto suger e que a forma rosa destes isola­

dos (74-MAR e 74-BR4 ) foi a que melhor se adaptou em sementes ' 

de sorgo, atingindo níveis elevados de esporulação e impedindo 

o desenvolvimento da forma selvagem, o que pode ser verificado 

pela ausência de setores da selvagem nas colônias da forma rosa 
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destes isolados . 

Estas formas de coloração clara, aparecendo como setores 

em colônias 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 tran~ 

feridas dos setores para meio de cultura , desenvolviam colô -

nias diferentes da colônia parental e que os esporos dos mu -

tantes produziam novas colônias mutantes. Como mutantes com 

baixa producão de conidios e cor clara ocorriam freqüenternen= 

te , sugeriu que a mutação estaria envo l vida com a perda de f~ 

tores como cor e esporulação . 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 freqüência que outros . TINLINE (1960) obser -

vou que alguns muta ntes de cor clara não ·esporulavam, eram mui 

to pouco patogênicos e sexualmente inférteis, não cruzando can 

cepas selvagens . Com base nestes dados pode-se questionar o f~ 

to destas formas tão extremas pertencerem à mesma espécie, já 

que a identificação da espécie era feita apenas sobre carac -

terísticas morfológicas . TINLINE (1962) atribuiu o aparecirnen 

to de setores em culturas de laboratório à síntese ou disso -

ciação de heterocárions que iniciavam por mutação em um dos 

núcleos de um conídio . 

O meio de sementes de sorgo para esporulações foi utili­

zado por MEHTA (1981) , que observou que as características ' 
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de muitos isolados eram alteradas quando os mesmos eram mantidos 

por períodos longos neste meio. Os isolados reduziam sua esporu­

lação , o que também foi observado no presente trabalho e, apos 

algum tempo, alteravam ou perdiam sua patogenicidade. Sendo as -

sim,este meio não deve ser utilizado quando se deseja manter as 

características originais dos isolados em estudo. A redução da 

capacidade patogênica dos isolados decorrente da esporulação des 

tes em sementes de sorgo , também fo i observada neste trabalho e 

será discutida a seguir. 

Os índices de infecção dos isolados, obtidos nos testes de 

patogenicidade diretos e cruzados e apresentados nas tabelas 10, 

11 e 12, mostram um aumento na virulência dos isolados, em arn -

basas cultivares, da ETAPA l para a ETAPA 2 . Na ETAPA 3 , bem co 

mo no iso l ado 49 4-BR4 da ETAPA 2 , há uma redução drástica na pa­

togenicidade , o que pode ser explicado pela redução da esporula-

çã e conseqüente baixa concentração de conídios típicos de H. sativum 

nos inóculos . CASTRO (1976) destaca a importância da concentração 

do inóculo nos testes de patogenicidade, observando que a doen -

ça na planta e proporcional a esta concentração . Os esporos de 

cor rosa nao são patogênicos às cultivares IAC 5 . MARINGÁ e BR 4, 

os baixos índices de infecção observado s nos isolados 74-MAR,74 -

BR4 , 18-MAR, 18 - BR4 e 49 4- MAR da ETAPA 3 e no isolado 49 4-BR4 da 

ETAPA 2, nos quais predominam estes esporos em sementes de sor -

go, são devidos aos isolados da forma selvagem de H. sativum pr~ 

sente s em baixa concentração nos inóculos . Os esporos de colora­

ção clara foram considerados muito pouco patogênicos, em sua maio 

ria, por TINLINE (1960). 
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Segundo CHRISTENSEN e DEVAY (1955), os meios de cultura, 

bem corno certos hospedeiros, podem selecionar biótipos que j á 

estavam pre sentes no inóculo original ou que surgiram por mu­

tação. Pode-se admitir que os isolados coletados na natureza , 

e analisados no presente trabalho, são compostos, cada um,por 

mais de uma forma fisiológica e que as proporçoes entre e s -

tas foLma s variam em resposta a seleção imposta pelas culti 

vares hospedeiras e pelos meios de cultura , principalmente se 

mentes de sorgo . Este meio atuaria selecionando uma forma que 

melhor se adapta a ele mas que nao é patogênico as cultivares 

testadas , ocorrendo uma reversão à forma selvagem quando o 

isolado passa pel o hospedeiro . Os autores citados acima com -

provaram que ocorre seleção no hospedeiro, utilizando co -

mo inóculo urna mistura de duas culturas de H . sativum✓ sendo u 

ma escura e virulenta e out ra clara e muito pouco patogênica . 

Observaram que a raça albina era eliminada em poucas passa 

gens pelo hospedeiro, mesmo quando em maior proporção no inó­

culo, e que quanto maior a proporção da raça escura mais seve 

ra era a infecção. 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam um aumento 

na virulência dos isolados na ETAPA 2 quando comparada com a 

ETAPA 1 . Esta comparação não pode ser feita com os isolados ' 

d a ETAPA 3 , ou com o isolado 494-BR4 da ETAPA 2 , porque os i ­

nóculos destes isolados não atingiram a concentração de 1 X 10
5 

conídios por ml de' suspensão . Este aumento na virulência po-

de ser explicado pela seleção , nos hospedeiros , de formas do 
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patógeno mais virulentas e; portanto, mais aptas à sobreviver 

e se desenvolver nas cultivares. Segundo BURDON (1987), as 

plantas hospedeiras exercem forte pressão selet iva sobre as 

populações de seus patógenos, sendo que inicialmente são fi -

xadas as raças mais virulentas e, no decorrer das gerações do 

patógeno, o custo adaptativo associado á virulência deve ser 

mais alto ou mais baixo , de modo a manter o polimorfismo na 

população e impedir a dominância de uma raça extremamente vi­

rulenta. Corno neste trabalho foram feitas apenas três inocul~ 

ções, sendo duas com a forma selvagem e a concentração do i -

nóculo alta, é de se esperar um aumento na virulência da for­

ma selvagem , na ETAPA 2, já que os indivíduos com genótipos ' 

mais virulentos são os primeiros a se fixarem. 

O aumento na patogenicidade de H.saHvum 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 nao 

atua seletivamente , possibilitando , assim, a manutenção das 

características originais do inóculo. Já MEHTA (1981), mante­

ve os isolados em sementes de sorgo, assim corno no presente ' 

trabalho , observando alterações e até perda da capacidade pa­

togênica dos isolados devido às modificações sofridas pores­

tes em sementes de sorgo. Sendo assim, da ETAPA 1 para a ETA­

PA 2 deste trabalho houve um aumento esperado na virulência ' 

dos isolados, que mantiveram suas características originais ' 
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(com exceção do 49 4- BR4 , que já modificou na ETAPA 2) , e da ETA­

PA 2 para a ETAPA 3 houve uma queda na virulência devido apre -

dominância de uma forma não- patogênica e/ou à redução da esporu­

lação da forma selvagem,patogenica . 

Por outro lado , CHRISTENSEN e SCHNIDER (1948) nao encontra-

ram alterações na virulênc i a de um isolado de H. sotivum após c~ 

co passagens sucessivas por trigo, mas a linhagem utilizada era 

derivada de muitos isolamentos rnonospóricos; portanto, bastante 

purificada . BROWN e MILLER (1954) também não encontraram altera 

çÕes na patogenicidade desta espécie após duas passagens de iso­

lados rnonoconidiais por aveia . ROBERT e JENKINS(1949 ), ao con­

trário , observaram mudanças na patogenicidade de isolados mono -

conidiais de H. turcicum ao longo de passagens por hospedeiros s~ 

ceptíveis. As mudanças em virulência que ocorrem em isolados mo­

noconidiais podem ser expl i cadas com base na dissociação de het~ 

rocárions , quando o conídio que origina o isolado é heterocarió­

tico , ou através de mutação em um dos núcleos de um conídio ho -

mocariótico, gerando urn heterocárion. A dissociação de heterocá­

rions pode originar muitas formas geneticamente distintas , que 

variam em virulência e também em relação à outras característi -

cas . Corno neste trabalho não se utilizou isolados monoconidiais , 

é mais provável que as alterações em virulência observadas te 

nham sido devidas principalmente a seleção de formas que diferi­

am em virulência e que estavam coexistindo naturalmente em cada 

isolado . Admitindo-se que i ndivíduos homocarióticos e heteroca -
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rióticos estão presentes nos isolados e que, segundo TINLINE e 

MACNEILL (1969) , virulência em fungos fitopatogênicos abrange ' 

de um a muitos loci e e uma função de produtos gênicos via eta­

pas biossintéticas , pode-se esperar, então, diferenças em viru­

lência entre homocárions e heterocárions e também entre os di -

ferentes heterocãrions. 

Além de diferenças na virulência dos isolados de urna eta-

papara outra e entre os isolados dentro de cada etapa, os re -

sultados das inoculações cruzadas e diretas realizadas neste tra 

balho mostram que os isolados apresentam índices de infecção di­

ferentes nas duas cultivares . Os isolados coletados da cultivar 

IAC 5. MARINGÃ (44,74 e 222) foram sempre mais virulentos nes­

ta cultivar do que em BR4 e os isolados coletados em BR4 foram 

sempre mais virulentos nesta cultivar do que em IAC 5.MARINGÃ.Is 

to indica que existe uma interação íntima entre cultivar hospe­

deira e patógeno na natureza, levando à uma especialização do 

patógeno à 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 relação a patogenici -

dade , característica de H.sativum. Na primeira inoculaçio cru -

zada, realizada na ETAPA 1 (Tabela 10), os isolados 222 (coleta 

do de IAC S . MARINGÃ) e 21 (coletado de BR4 ) foram os que apr~ 

sentaram menores diferenças entre os Índices de infecção em urna 

e em outra cultivar, sendo; portanto , os isolados menos especí­

ficos à cultivar original . Entre os isolados coletados em IAC 

5 . MARINGÃ , o 74 mostrou- se mais específico (maior diferença de 



-97 -

infecção entre as cultivares), o 44 intermediário e o 222 me -

nos específico . Nos isolados coletados de BR 4, o 49 4 foi mais 

específico , o 18 intermediário e o 21 menos específico . As di­

ferenças entre os Índices de infecção médios de cada isolado , 

em cada uma das cultivares, poderiam ter sido analisadas esta­

tisticamente mediante o teste t (de Student) para veri f i c ar s~ 

as significâncias, o que não foi feito ainda por absoluta fal­

ta de tempo . 

Na ETAPA 2, os isolados 44 e 18 reduziram bastante as di­

ferenças entre os índices de infecção obtidos na cultivar de 

origem e na outra cultivar, quando comparados aos índices da 

ETAPA 1. Isto sugere que estes isolados, após um único conta­

to com urna cultivar que não a sua original , já são 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 específico à cultivar 

IAC 5. MARINGA , tanto que apresentou um pequeno aumento na di 

ferença entre os índices. Não é possível fazer este tipo de 

comparaçao, com base nas diferenças entre os Índices de infec­

ção de cada isolado nas duas cultivares , com o isolado 49 4-BR 4 

porque neste isolado houve alteração nas características e con 

centração do inóculo já na ETAPA 2, o mesmo acontecendo com os 

demais isolados na ETAPA 3, como explicado anteriormente . 

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

estes isolados terem sido cole tado s na natureza, o isolado 44 
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foi o que se mostrou mais virulento entre sete isolados cole­

tados em IAC 5. MARINGÂ e o isolado 18 entre os vinte e três 

coletados em BR 4 , o que p rovavelmente está relacionado com a 

maior capacidade de adaptação destes dois isolados à novas 

cultivares, corno mostra os resultados do presente trabalho . E~ 

tes isolados devem ser mais polimórficos com relação à pato -

genicidade do que o 74, ocorrendo possivelmente uma seleção ' 

de genótipos em cada uma das hospedeiras. Esta pressão seleti 

va imposta pelas cul tivares pode ser constatada já na segun -

da inoculação (Tabela 11), pois o aumento da virulência des -

tes isolados, da ETAPA 1 para a ETAPA 2, na cultivar que não 

a sua original é maior do que o aumento observado na culti -

var original . Esta plasticidade só é possível em isolados po­

limórficos, sobre os quais atuam pressões seletivas, no ca­

so as cultivares hospedeiras, favorecendo os genótipos dopa­

tógeno mais aptos a se desenvolverem em cada uma das cultiva­

res . Um expressivo aumento em virulência na cultivar que nao 

a de origem tambêm foi verificado no isolado 49 4 . Já o 74 

parece ser mais especialista, mas seria necessário um maior 

numero de inoculações de modo a verificar se esta especiali -

zação à cultivar original é mantida ou não . 

NELSON e KLINE (1962) observaram urna grande variação em 

patogenicidade entre oito isolados de H. sativum , em doze espe 

cies de gramíneas . Os isolados obtidos de cada espécie apresen 

tavam urna patogenicidade semelhante na espécie hospedeira da 

qual haviam sido coletados , indicando que todos os isolados de 



-99-

uma determinada espécie possuiam um complexo gênico similar p~ 

ra patogenicidade à um hospedeiro específico. A patogenicidade 

à outros hospedeiros era bastante variável entre os isolados,e­

videnciando a presença de genes para virulência a mais do que 

o necessário para atacar o hospedeiro natural. Relacionando es­

tas conclusões dos autores com os resultados do presente traba­

lho , os isolados 44 e 18 teriam mais genes para patogenicidade 

e/ou virulência " em excesso '' do que o isolado 74, pois os pri -

meiros adaptaram-se mais facilmente a cultivar que nao a sua 

de origem. Segundo BURDON (1987) , virulência e agressividade são 

as características que determinam a adaptação de genótipos in -

dividuais de um patõgeno, sendo esta Última uma medida compara­

tiva do grau de sucesso reprodutivo que um isolado virulento a­

presenta e m um determinado hospedeiro . 

Na terceira inoculação (Tabela 12), os índices de infecção 

foram baixos devido à reduzida esporulação da forma selvagem, vl 

rulenta, em sementes de sorgo. Entre os isolados, os do par 44 

foram os mais virulentos porque nestes a forma selvagem, apesar 

de ter reduzido sua esporulação, predominou sobre a forma rosa , 

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

Os resultados aqui obtidos quanto a adaptação dos isola 

dos a cultivares que não a hospedeira natural , estão de acordo 

com o fato de cultivares inicialmente resistentes à H. sativum 

serem infectadas por este fungo apôs alguns anos de uso destas 

nas lavouras . WOOD(l962) testou a patogenicidade de 103 isola -

dos desta espécie em vários hospedeiros, encontrando grandes di 
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ferenças no que se _refere ao número de hospedeiros infectados e a 

virulência dos isolados em cada hospedeiro. O autor recomendou que 

estes resultados fossem levados em consideração quando se tentasse 

desenvolver variedades resistentes a este patógeno. Segundo CASTRO 

(1976), o cultivo de variedades resistentes pode , por pressão de 

seleção , favorecer o surgimento de raças mais agressivas de H. sativum. 

A rotação de culturas é a prática mais indicada para evitar a adaE 

tação crescente do patógeno à urna determinada cultivar hospedeira , 

e , conseqüentemente , o aumento da seriedade da doença e das perdas 

causadas nas lavouras. 

As análises eletroforéti cas das isoenzimas de alfa e beta- es 

terases dos isolados fúngicos , mostraram algumas alterações no 

padrão de bandas entre colôni as e esporos de um mesmo isolado, en 

tre os isolados de urna mesma etapa e em um mesmo isolado nas di -

ferentes etapas . As figuras 15 a 28 mostram os diagramas e os zi­

rnograrnas em col ônias e esporos dos iso l ados pertencentes às ETA -

PAS 1 , 2 e 3 . 

Observando-se todos os zimograrnas, nota-se inicialmente que 

existem dois padrões bem distintos , um que se caracteriza princi­

palmente por uma banda alfa de intensidade forte , com RM variando 

de 0 , 62 à 0,74 , e outro onde esta banda alfa é fraquíssima , apa -

recendo uma banda beta fraca , média ou forte, com RM de 0,35 a 

0 , 38 . Estes dois padrões básicos correspondem às duas formas fún­

gicas observadas neste traba1ho e que também diferem quanto à mor 
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fologia e patogenicidade, s endo o primeiro característico da forma 

selvagem , escura e virulenta, e o segundo característico da forma' 

rosa , avirulenta . Como a forma se lvagem predominou sobre a rosa nas 

colônias em BDA, nas ETAPAS 1,2 e 3, os três géis referentes a es­

tas três colônias apresentam o padrão básico da forma selvagem em 

todos os isolados. Além da banda alfa forte já descrita, é caracte 

rístico também destas colônias 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 que pode ser observado 1 

no padrão de bandas destes i solados, que é o básico da forma sel -

vagem . Nos esporos do isolado 49 4- BR4 da ETAPA 2 e dos isolados da 

ETAPA 3, com exceção do par 44(44 - MAR e 44- BR4 ), predominou a for­

ma rosa , o que concorda com o padrão de bandas t í pico desta for -

ma,nestes isolados . 

Além destas diferenças marcantes entre as formas existem ou­

tras que, embora não tão características , mostram que ocorreram al 

teraçôes à nível genético corno decorrência de passagens sucessivas 

dos isolados pelas c ultivares e por meios de cultura. Nas colônias 

da ETAPA 1 , obtidas de plantas infectadas que estavam estocadas à 

três anos à 40c, os isolados 44,74,18 e 49 4 apresentaram o mesmo' 

padrão eletroforético , com uma banda alfa forte , com RM=0,62, eu­

ma banda beta média, com RM=0,49 . Os isolados 222 e 21 apresenta -

ram , além destas duas bandas, urna outra banda beta média com RM= 

0,65 . ~ interessante observar que estes dois isolados, oriundos de 

cultivares diferentes , foram os menos específicos na primeira ino­

culação cruzada, apresentando índices de infecção muito próximos ' 
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nas duas cultivares. Talvez esta banda beta adicional possa estar 

relacionada com a maior abrangência de hospedeiros constatada nes 

tes isolados, o que está de acordo com as afirmações de NELSON e 

KLINE (1962) , de que a patogenicidade a outros hospedeiros que 

nao o original seria devida a presença de genes a mais do que o 

necessário para infectar o hospedeiro natural. Nos esporos desta 

etapa , os isolados 44,74 e 49 4 mantiveram praticamente o mesmo pa 

drão que em colônias, só que as bandas ficaram todas mais anódi -

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 colônias à fra 

quíssima nos esporos. O isolado 18 modificou seu padrão, perman~ 

cendo a alfa forte que estava presente nas colônias mas alterando 

as betas que, de uma em colônias passou para duas em esporos, sen 

do urna fraca , com RM = 0 , 48 e outra média, com RM=0,95 . Os isola­

dos 222 e 21 permaneceram idênticos, mas ambos mostraram três ban 

das betas a mais do que as observadas nos isolados 44 , 74 e 49 4 , 

sendo uma média, com RM= 0 , 80 ; uma fraca, com RM= 0,85 e uma fra­

quíssima com RM= 0 , 98 . Tanto em colônias quanto em esporos estes 

dois isolados,menos específicos em patogenicidade, apresentaram' 

padrões idênticos e com maior número de bandas do que os demais i 

solados . 

Na ETAPA 2 , apos a primeira inoculação cruzada e direta nas 

culti vares , as colônias dos i solados dos pares 44(44 - MAR e 44 - BR4) 

74 (74- MAR e 74 - BR4) e 18 (18- MAR e 18- BR4 ) apresentaram padrões e 

letroforéticos idênticos , com as mesmas bandas observadas nas co -

lônias destes isolados na ETAPA 1, só que mais anódicas, sendo o 
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RM da alfa forte igual a 0,68 e o da beta média igual a 0,55. No 

par 49 4 houve alt~ração, com uma banda beta adicional, de intensi 

dade fraca e RM= 0,39, tanto no 49 4-MAR quanto no 49 4-BR4 , sendo 

que neste último apareceu ainda outra banda beta, de intensida -

de fraquíssima 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 49 4-BR4 nesta etapa, o 

que pode ser verificado pelo padrão eletroforético apresentado p~ 

los esporos deste isolado. Isto indica que a f orma rosa já estava 

presente nas colônias, mas em menor proporção do que a forma sel­

vagem, predominando sobre esta última quando o isolado cresceu em 

sementes de sorgo, que é um meio mais desfavorável à forma selva­

gem. Em esporos , pode-se observar algumas variações dentro dos p~ 

res de isolados, como uma banda beta de intensidade fraquíssima e 

RM=0,62 a mais no isolado 44-BR4 em relação ao 44-MAR e também, a 

mesma banda, a mais no isolado 18-BR4 com relação ao 18-MAR. Es­

te é um fato interessante porque mostra que os isolados ativaram 

genes adicionais quando inoculados em BR 4, que é mais resistente 

à he minthosporiose do que IAC 5 . MARINGÃ. No isolado 49 4-BR4 esta 

banda já havia aparecido nas colônias deste isolado e não nas co­

lônias do isolado 49 4-MAR, nos isolados 44-BR4 e 18-BR4 ela não~ 

pareceu em colônias mas sim em esporos e no 74 - BR4 ela não apare­

ceu, ficando os dois isolados do par exatamente iguais . Isto po­

de estar relacionado ao fato do isolado 74 ter sido o único que 

manteve sua especificidade à cultivar original tão alta na ETAPA 

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

<luziram suas especificidades. 
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Na ETAPA 3, as colônias ae todos os isolados apresentaram o 

padrão e letroforético característico 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 49 4-MAR(o 49 4-BR4 não foi 

analisado nesta etapa por não ter sido possível sua recuperação ' 

das folhas,que estavam muito pouco infectadas), apareceu uma ou­

tra banda alfa , fraquíssima, com RM= 0,84. Esta banda não foi cons 

tatada nos isolados do par 44, os únicos que mantiveram a forma sel 

vagem predominante nos esporos desta etapa . Os esporos dos demais' 

isolados apresentaram o padrão típico da forma rosa, com uma ban­

da beta com RM= 0,38, média no par 74, no qual a porcentagem de es 

porulação da forma rosa foi maior, e fraca no par 18 e no 49 4-MAR. 

A banda alfa típica da forma selvagem tornou-se fraquíssima nestes 

isolados, indicando a presença de individuas desta forma em bai­

xa concentração , mas permaneceu forte nos isolados do par 44, nos 

quais a forma selvagem predominou . Assim como em colônias, uma ou­

tra banda alfa foi ativada nos isolados nos quais predominou a for 

ma rosa , de intensidade fraca e RM= 0,94. O 49 4-MAR apresentou ain 

da outra banda alfa, com RM= 0 , 99 e intensidade média e o 74 - BR4 ~ 

tivou uma banda beta a mais do que o 74-MAR, com RM= 0,96 e inten­

sidade forte . As colônias obtidas a partir destes esporos mostra -

ramo padrão típico 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 

típico da forma rosa nos isolados dos pares 74,18 e no 49 4-MAR(uma 

banda beta forte e RM=0 , 38 e uma banda alfa fraca e RM=0,94) , coin­

cidindo com o padrão básico dos esporos que originaram estas colô-
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nias mas sem as bandas adicionais observadas nos esporos do 49 4- MAR 

e do 74-BR4 . 

Com base nestes resultados pode-se constatar que os isolados , 

de uma maneira geral, ativaram mais bandas no estágio de esporos do 

que quando em colônias, o que deve estar relacionado com o maiores 

forço que os isolados devem empregar para sobreviverem em meio de 

sementes de sorgo do que em BDA, que e um meio rico e propício ao 

desenvolvimento das colônias fúngicas. Outro ponto importante é a 

ativacão 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 interação a nível genético entre patógeno 

e hospedeiro, onde a ativação de determinados genes favoreceria a a 

daptação dos isolados à uma ou a outra cultivar. A análise de 
, 

va -

rias isoenzimas poderia esclarecer melhor estes pontos , que são bas 

tante importantes no estudo das interações hospedeiro-patógeno. 

As duas formas fúngicas identificadas neste trabalho, denomi -

nadas selvagem e rosa, coexistem nos isolados provavelmente já nas 

lavouras onde foram coletados, predominando a selvagem em condições 

ideais para o desenvolvimento do fungo (hospedeiros e meio de cul­

tura BDA) e a rosa, nos i solados dos pares 74,18 e 49 4 , em condi 

çoes desfavoráveis (passagens sucessivas por sementes de sorgo) .A -

pesar da forma rosa não predominar na Última etapa deste trabalho ' 

no par 44 , como ocorreu nos outros iso lados, a presença de setores 

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

nismos adic ionais_que possibilitam um melhor desenvolvimento des 

ta em sementes de sorgo, impedindo assim a predominincia da for 

ma rosa . Estas duas formas diferem significativamente quanto a 

coloração, patogenicidade e padrão eletroforético para alfa e 

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

esporos diferentes dos típicos de H . sativum .Estes fatores levam 

a dúvida, já levantada anteriormente neste trabalho, quanto ades 

crição da forma rosa como pertencente a espécie H. sativum, fato e~ 

muro na literatura e já discutido anteriormente . Como a identifi -

cação desta espécie tem por base apenas características morfoló -

gicas, a obtenção de padrões eletroforéticos é um dado novo a ser 

considerado na caracterização de formas fisiológicas deste fungo . 

~ possível, e bastante provável dado as diferenças encontradas 

principalmente no padrão de bandas entre as formas selvagem e ro­

sa, que esta última pertença, na verdade, à outra espécie muito ' 

pouco patogênica à trigo e que estaria coexistindo naturalmente ' 

com H.sativum. Estamos estendendo os estudos comparativos en -

tre estas formas, abrangendo análises isoenzimáticas, morfológi -

cas , citológicas e de patogenicidade , de modo a esclarecer as dú­

vidas que ainda restam quanto à sua taxonomia . 



5 . RESUMO E CONCLUSÕES 

Seis isolados do fungo fitopatogênico Helminthosporium sativum 

coletados das cultivares de trigo IAC 5. MARINGÃ e BR 4, foram a­

nalisados quanto aos seus comportamentos ao longo de três passa -

gens pelos hospedeiros e por meios de cultura artificiais . Duran­

te o trabalho foram feitas três inoculações diretas (de cada iso -

lado em sua cultivar de origem) e cruzadas (na cultivar que -nao 

a original do isolado) . Após cada inoculação nas hospedeiras,era 

avali ada a patogenicidade dos isolados e algumas características 

morfológicas , bem como os padrões eletroforéticos para o sistema 

isoenzimático de alfa e beta esterases , de suas colônias em meio 

de cultura BDA e de seus esporos em meio de sementes de sorgo. A 

especificidade dos isolados de H. sal'ivum às suas cultivares hospe 

deiras de origem foi testadaft de modo a verificar o potencial ge­

nético para patogenicidade e/ou virulência desta espécie . 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes ' 

conclusões: 

- os isolados fúngicos estudados contém duas formas fisioló -
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gicas , ou duas proviveis espécies , bastante distintas com relação 

à coloração de colônias e esporos, produção de conídios em semen­

tes de sorgo , patogenicidade e padrão eletroforético para alfa e 

beta -esterases; a proporção entre estas formas depende do 

no qual se desenvolvem. 

meio 

- Passagens sucessivas dos isolados por meio de sementes de 

sorgo levam à redução da esporulação da forma selvagem e consequeI"l 

te predominância da forma chamada rosa , avirulenta; este meio e -

xerce forte pressão seletiva sobre o fungo selvagem , não sendo in 

dicada a sua utilização quando se deseja manter as característi -

cas naturais dos isolados . 

- Da primeira para a segunda inoculação foi observado um au­

mento na virulência dos isolados, sugerindo a ocorrência de sele­

ção, no hospedeiro , de genótipos do patógeno mais virulentos e; 

portanto, mais aptos a se fixarem e se desenvolverem nas plantas. 

A queda na virulência observada na terceira inoculação foi devi -

da à baixa esporulação da forma selvagem, virulenta, no meio de 

sementes de sorgo, com conseqüente baixa concentração de conídios 

nos inóculos . 

- A redução na especificidade dos isolados à sua cultivar o­

riginal, ao longo das inoculações, reflete a plasticidade da esp~ 

cie H.sativum no que se refere i patogenicidade, o que pode ser 

verificado em condições de campo , onde cultivares inicialmente re 

sistentes à este patógeno são por ele i nfectadas após algum tem­

po nas lavouras. A rotação de culturas é indicada para evitar a 
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crescente adaptação do patógeno a urna determinada cultivar hospedei 

ra . 

- Os padrões eletroforéticos para alfa e beta-esterases s ao 

bastante característicos para as formas selvagem e rosa, indicando 

que as diferenças morfológicas e fisiológicas entre elas se refle -

tem no conteúdo isoenzimático , tendo ; portanto , base genética . 

- De uma maneira geral, em conídios sao ativadas mais bandas 

de alfa e beta-esterases do que em colônias, o que pode ser expl i -

cado pelo maior esforço empregado pelos isolados para sobreviverem 

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

- A ativação de bandas diferentes nos isolados , quando inocula 

dos em urna e em outra cultivar , indica a ocor ência de interação p~ 

tógeno/hospedeiro a nível genét i co, onde a ativação de determinados 

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