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RESUMO

A ferrugem da folha, causada pelo fungo Puccinia triticina, ¢ umas das
principais doengas do trigo. As condi¢des ambientais presentes na regido do Cone Sul
da América do Sul, associadas a grande variabilidade genética para viruléncia do
patogeno, favorecem a ocorréncia de epidemias anuais. Desta forma, ¢ comum a
superacao da resisténcia em variedades com genes especificos a ragas de ferrugem.
Neste contexto, a identificagdo de mecanismos de resisténcia potencialmente durdveis ¢
de extrema importancia. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os eventos
histologicos responsaveis pela reagdo de resisténcia em interagdes de hospedeiros (trigo
suscetivel (BRS 194), com resisténcia especifica (Lr9) e nao-especifica a ragas
(Toropi)) e ndo-hospedeiros (cevada (BRS 195), aveia (URS 22) e arroz (Irga 417 e
Nippon Bare)) a Puccinia triticina. Para isso, as plantas foram inoculadas com a raga
B56 de P. triticina e foram feitas coletas de segmentos foliares de 1,5 cm de cada
espécie em diferentes horarios apds a inoculag¢ao, onde foram quantificadas as estruturas
infectivas formadas, bem como, as reacdes de resisténcia apresentadas pelos genodtipos,
nas fases de plantula e planta adulta. Os genotipos testados apresentaram diferentes
mecanismos de resisténcia, ativos em momentos distintos do processo infecioso. Em
aveia a resisténcia foi pré-haustorial e envolveu a formacdo de papila. Em arroz a
resisténcia foi pré-haustorial, com producdo de compostos autofluorescentes e formacao
de H,0,. Em cevada houve a combinagdo de mecanismos de resisténcia pré e poOs-
haustoriais, o que também foi verificado no genétipo de trigo com resisténcia parcial,
ndo especifica a ragas, Toropi. A linhagem isogénica de trigo Lr9 apresentou resisténcia
do tipo pds-haustorial, induzindo a morte celular por hipersensibilidade. Os resultados
sugerem que a resisténcia parcial a P. triticina se assemelha a resisténcia de ndo-
hospedeiros observada. Ambas sdo ativas e envolvem a combinagdo de diferentes
mecanismos de defesa. O conhecimento a respeito dos mecanismos de resisténcia
atuantes em espécies ndo-hospedeiras pode auxiliar no entendimento das relacdes
patogeno-hospedeiro, visando a obtengdo de variedades comerciais com formas mais
duraveis de resisténcia. A combinacdo de diferentes mecanismos de resisténcia em
Toropi pode ser responsavel pela manutencdo da resisténcia, bem como, pela baixa
severidade da doenca observada no campo.

' Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (156 p.) Julho, 2011.
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ABSTRACT

Leaf rust, caused by the fungus Puccinia triticina, is one of the major diseases of
wheat. The environmental conditions present in the Southern Cone of South America,
associated with a high genetic variability for virulence of the pathogen, favoring the
occurrence of annual epidemics. Thus, it is common the overcome of resistance in
varieties with specific resistance genes. In this context, the identification of potentially
durable resistance mechanisms is of utmost importance. The objective of this study was
to characterize the histological events responsible for the resistance reaction in host
interactions (susceptible wheat (BRS 194), with specific resistance (Lr9) and non-
specific resistance (Toropi)) and non-host (barley (BRS 195), oat (URS 22) and rice
(IRGA 417 and Nippon Bare)) to Puccinia triticina. For this, plants were inoculated
with race B56 of P. triticina and collections were made from 1.5 cm leaf segments of
each species at different times after inoculation, which were quantified for infective
structures formed, as well as the reactions of resistance displayed by genotypes at the
stage of seedling and adult plant. The genotypes showed different resistance
mechanisms, active at different times of the infectious process. In oat resistance has
been pre-haustorial and involved the formation of papillae. Resistance in rice has been
pre-haustorial, with production of autofluorescent compounds and the formation of
H,0,. In barley there was a combination of pre and post-haustorial mechanisms. The
same was found in wheat genotype with partial resistance, Toropi. The isogenic line Lr9
showed post-haustorial resistance, inducing hypersensitive cell death. The results
suggest that partial resistance to P. triticina resembles the non-host resistance observed.
Both are active and involve a combination of different defense mechanisms. Knowledge
about the resistance mechanisms operating in non-host species may assist in
understanding the pathogen-host relationships, towards to obtain commercial varieties
with more durable forms of resistance. The combination of different mechanisms of
resistance in Toropi may be responsible for maintaining the resistance, as well as by the
low disease severity observed in the field.

' Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (156 p.) July, 2011.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populagdo mundial traz a tona um desafio crescente: aumentar a
produgdo de alimentos de forma sustentavel, minimizando os impactos ao ambiente.
Grande parte da alimentagdo humana baseia-se em cereais. No entanto, um dos fatores
limitantes a producdo de cereais no mundo sdo as doencas. Dentre estas, as ferrugens
causadas pelos fungos do género Puccinia sao de extrema importancia, pois reduzem o
rendimento dos principais cereais cultivados.

Os fungos causadores de ferrugens sdo biotréficos e, como parasitas
obrigatdrios, co-evoluiram com seus hospedeiros, diferenciando-se em formae specialis.
Assim, a maioria das espécies de ferrugem pode infectar somente uma ou poucas
espécies de gramineas. O arroz ¢ uma excegao, pois apesar ser amplamente cultivado, ¢
0 Unico cereal imune aos patdgenos causadores de ferrugens. Ainda ndo se sabe
exatamente quais fatores determinam a gama de patdégenos capazes de atacar
determinado hospedeiro e por que o arroz ndo ¢ afetado por nenhuma espécie de
ferrugem.

As plantas possuem eficientes sistemas de detecgao e de resposta a infecgdes por
microrganismos. Assim, podem exibir mecanismos de resisténcia de natureza distinta,
pré-existentes ou induzidos apds o reconhecimento do patdégeno, mobilizando defesas

bioquimicas e estruturais. Em patossistemas envolvendo ferrugens, a resisténcia



geralmente ¢ classificada como sendo especifica ou nao-especifica a racas, podendo
envolver mecanismos pré e/ou pds-haustoriais.

A resisténcia que tem se mostrado durdvel para ferrugens dos cereais geralmente
¢ governada por varios genes de pequeno efeito sobre o desenvolvimento do patdgeno,
ndo envolvendo mecanismos de hipersensibilidade. Acredita-se que o efeito destes
genes pode ser aumentado quando em combinagdo com outros genes, incluindo os de
resisténcia raga-especifica.

Muitos autores consideram a resisténcia de ndo-hospedeiro como uma estratégia
promissora na busca de cultivares com resisténcia durdvel em espécies hospedeiras,
visto que muitos mecanismos de resisténcia podem ocorrer de forma similar entre as
diferentes espécies. O conhecimento de como a infec¢do ¢ paralisada em cereais nao-
hospedeiros, a exemplo do arroz, que ¢ imune e mesmo em espécies economicamente
importantes que sdo afetadas por ferrugens, como cevada e aveia, pode auxiliar no
entendimento das interagdes entre patdogenos e hospedeiros, além de fornecer subsidios
para que estes mecanismos sejam explorados e combinados em espécies hospedeiras.

Apesar dos avangos recentes no conhecimento atual a respeito das interagdes
patogeno-hospedeiro, acredita-se que ainda existam diversos mecanismos de resisténcia
inexplorados. Num contexto evolucionario, toda resisténcia € transitoria. Tem-se assim,
a necessidade constante de ampliagdo dos mecanismos de defesa em gendtipos
comerciais. Desta forma, a observacdo e investigacdo acurada de diferentes tipos de
reacdo as ferrugens poderdo resultar na descoberta de mecanismos de resisténcia
atuando em diferentes estagios do processo infeccioso. Quando combinados, estes
mecanismos podem fornecer as plantas multiplas barreiras a infec¢do. Ainda, o estudo

detalhado sobre as bases histologicas e genéticas dos mecanismos de resisténcia podera



gerar informacdes valiosas a respeito dos fenOmenos mais promissores a estudar
fisioldgica e bioquimicamente.

O conhecimento dos diferentes mecanismos responsaveis pela resisténcia aos
patogenos causadores de ferrugens pode representar possibilidades adicionais para uma
melhor exploracao do germoplasma de espécies hospedeiras de importancia econdmica
e também, de espécies relacionadas, visando o acimulo de varios mecanismos em um
unico genotipo. Além disso, esse conhecimento pode ser util para a identificagdo dos
genes envolvidos neste processo, auxiliando no desenvolvimento de marcadores
moleculares mais eficientes para selecao assistida.

Neste contexto, a identificagdo dos mecanismos que determinam a resisténcia as
ferrugens dos cereais em espécies hospedeiras e nao-hospedeiras ¢ de extrema
importancia, pois pode fornecer subsidios ao melhoramento genético visando a
obtencdo de formas de resisténcia mais duraveis em espécies economicamente

importantes. Assim, os objetivos deste trabalho foram:

1.2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os eventos histologicos responsaveis pela reagdo de resisténcia em
interagdes de hospedeiro e nao-hospedeiro, em patossistemas Puccinia triticina X

Poaceae.

1.2.1 Objetivos especificos
1- Caracterizar no tempo e no espago os eventos histologicos envolvidos nas
reacdes de suscetibilidade e resisténcia de hospedeiro dos tipos especifica a

raca e nao-especifica a raga e de ndo-hospedeiro, em resposta a infec¢do por



Puccinia triticina, identificando eventos interrompidos e alterados durante
estes processos.
Hipotese 1: Existem diferengas espaciais e temporais nas respostas a infec¢do por
P. triticina entre gendtipos hospedeiros (trigo) suscetivel e com diferentes tipos de

resisténcia e espécies ndo-hospedeiras.

2- Caracterizar os eventos histoldgicos envolvidos na reagao de resisténcia nao
especifica a raga expressa na cultivar de trigo Toropi em resposta a infec¢ao
por P. triticina, identificando sua natureza (estrutural e/ou bioquimica; pré-
existente e/ou induzida) e os mecanismos que a governam (pré ou pos-
haustoriais).

Hipotese 2: Mecanismos de resisténcia pré-haustoriais de natureza ndo
hipersensivel sdo expressos durante o processo de infec¢do de Toropi por P.

triticina, refletindo-se na durabilidade da sua resisténcia.

3- Caracterizar os eventos histoldgicos envolvidos nas reagdes de resisténcia de
ndo-hospedeiro de cevada, aveia e arroz a P. triticina, identificando sua
natureza (estrutural e/ou bioquimica; pré-existente e/ou induzida) e os
mecanismos que a governam (pré ou poés-haustoriais).

Hipotese 3: Distintos mecanismos de resisténcia a P. triticina podem estar
presentes nos diferentes cereais. No entanto, a durabilidade das resisténcias
observadas nas interacdes de ndo-hospedeiro e de hospedeiro do tipo ndo-

especifica a raga pode estar de alguma forma, relacionada.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Interacges patdgeno-hospedeiro entre Puccinia x Poaceae

Os patdgenos responsaveis pelas ferrugens em hospedeiros da familia Poaceae
sdo fungos do filo Basidiomycota, classe Urediniomycetes, ordem Uredinales, familia
Pucciniacea e atuam como parasitas obrigatorios. As relagdes patdogeno-hospedeiro sao
especificas em nivel de espécie (formae specialis) e também de variedades (racas
fisioldgicas). Sao fungos heteroécios e policiclicos, completando cada ciclo entre 7 ¢ 10
dias (Roelfs et al., 1992; Agrios, 2005; Webster & Weber, 2007).

No Brasil, a ferrugem da folha do trigo, causada por Puccinia triticina Erikss. é
autoécia, ou seja, ndo apresenta fase sexual, pela auséncia de hospedeiro alternativo,
desenvolvendo-se em apenas um hospedeiro durante seu ciclo de vida. Os teliésporos
(esporos de descanso) sdo encontrados em tecidos senescidos, porém, ndo constituem
inéculo aos cereais de inverno, somente ao hospedeiro alternativo, que ndo é encontrado
no Brasil (Martinelli, 2000; Reis et al., 2001).

Cada fase do ciclo de vida das ferrugens ¢ marcada por propriedades fisiologicas
e morfologicas unicas. Estes fungos podem apresentar até cinco estadios em seu ciclo
de vida. A fase uredial, responsavel pela doenga nos cereais ¢ iniciada pela germinagao
de um uredosporo, o que ocorre em condi¢des de alta umidade, quando um filme de
agua, geralmente proveniente de orvalho, cobre a superficie da folha (Harder & Haber,

1992; Heath, 1997; Roderick, 2003).



A germinagao do uredosporo resulta na formacdo de um tubo germinativo. Os
estomatos das folhas dos cereais ocorrem em fileiras e suas posi¢des variam entre
diferentes linhas, assim tubos germinativos de Puccinia graminis f.sp tritici Pers.
(ferrugem do colmo do trigo) crescem preferencialmente em sentido perpendicular as
nervuras da folha, a fim de maximizar as chances de localizar um estdmato. Quanto
mais energia gasta ¢ no crescimento do tubo germinativo menores sdo as chances de se
estabelecer uma coldnia vigorosa uma vez que, até a formacdo de haustérios, todo
crescimento fingico depende somente das reservas presentes no esporo (Niks, 1990;
Read et al., 1992).

Os tubos germinativos de Hemileia vastatrix Berk. aparentemente nao possuem
uma dire¢do de crescimento, tanto em folhas de hospedeiros como de ndo hospedeiros
(Coutinho et al., 1993). Para explicar isso, Wynn (1976) propde que o crescimento
aleatorio dos tubos germinativos pode ser em decorréncia da auséncia de forte adesdo
entre estes e a superficie da folha. Ferreira & Rijkenberg (1989) observaram que os
tubos germinativos de Uromyces transversalis Thim. que falham em localizar o
estomato, geralmente alcangcam um comprimento consideravel. H4 uma correlagdo
negativa entre o comprimento do tubo germinativo de P. hordei Otth. em cevada e o
estabelecimento de lesdes. A formagdo de longos tubos germinativos e, adicionalmente,
tubos germinativos muito ramificados, parece reduzir a energia disponivel para infectar
a planta. Em trigo, uredosporos de P. triticina localizados proéximos a abertura dos
estomatos podem formar apressorios sem formagdo aparente de tubo germinativo, ou
tubos germinativos bem curtos, enquanto uredosporos com tubos germinativos muito
longos parecem falhar na formagao de apressorios (Hu & Rijkenberg, 1998).

Os tubos germinativos de Puccinia spp. possuem grande capacidade de perceber

os sinais fisicos da superficie foliar dos hospedeiros (Allen et al., 1991; Read et al.,



1992). De 91-99% dos tubos germinativos formados por P. graminis e P. hordei
formam apressorios ao encontrar o estdmato da planta. Ao testar um substrato artificial,
Read et al. (1997), demonstraram que 83-86% dos tubos germinativos formados por
estas espécies sdo induzidos a formar apressorios somente através de sinais
topograficos. Sugere-se que o tubo germinativo seja capaz de perceber as caracteristicas
topograficas do complexo estomatico, como a posi¢do e o espagamento das células
adjacentes aos estdmatos, bem como a forma e tamanho destes nos diferentes cereais e,
assim, induzir a formagdo de apressorios (Collins & Read, 1997; Staples, 2000;
O’Connell & Panstruga, 2006).

Além dos sinais fisicos, sinais quimicos da folha, como ceras epicuticulares, o
gradiente de pH ao redor do estobmato e compostos volateis liberados pelos estomatos,
influenciam na formacao de apressorios. Collins et al. (2001) ao isolar estimulos fisicos
(inducdo em substratos artificiais) e quimicos (via aplicagdo de compostos volateis
liberados pelos estomatos) na indugdo da formagao de apressorios de P. graminis f. sp.
tritici, relataram uma taxa de formagdo de cerca de 60%, 12h apds a inoculagdo.
Quando avaliaram o efeito combinado dos sinais este valor aumentou para quase 90%,
demonstrando a importancia de ambos na diferenciagdo de apressorios.

Outras caracteristicas diferenciadas parecem induzir a formacdo de apressorios
em ndo hospedeiros, resultando em altas taxas de formacao longe dos estdmatos (Heath,
2000). No entanto, o papel dos sinais topograficos e fisicos na indugdo de apressorios
em ferrugens ndo ¢ bem claro e muitas vezes, mesmo em plantas hospedeiras, os
apressorios formam-se em células da epiderme e ndo sobre os estomatos (Read et al.,
1997).

A formagdo de apressorios ¢ critica no processo infectivo, pois € através destes

que a maioria dos fungos causadores de ferrugens penetra no interior do tecido do



hospedeiro. Porém, existem excegdes como P. striiformis Westend., que pode penetrar
com o tubo germinativo diretamente pelo estomato e o fungo causador da ferrugem da
soja, Phakopsora pachyrhizi Sidow., que penetra diretamente sobre a cuticula da planta,
com formacao de apressorio (Collins & Read, 1997; Staples, 2000; Moldenhauer et al.,
2006; Zambenedetti Magnani et al., 2007).

Apds a penetracao do fungo na cdmara sub-estomatica, forma-se uma vesicula
sub-estomatal e uma hifa infectiva. Em trigo, este processo ocorre cerca de 6h apds a
inoculacdo com P. triticina (Hu & Rijkenberg, 1998). As hifas infectivas, ao entrarem
em contato com a parede celular de células do mesofilo da planta diferenciam-se em
células-mae-de-haustorio, cerca de 12h apds a inoculagdo. Estas formam um grampo
estreito ¢ penetram a parede celular hospedeira, provavelmente por dissolugdo
enzimatica e pressdo. No espago periplasmatico, uma célula especializada expande-se
formando o haustorio, cerca de 24h apds inoculagao (Figura 1).

A partir dai inicia-se o crescimento de hifas intercelulares, até que uma colonia
fingica forme-se dentro do tecido hospedeiro. Sugere-se que a hifa infectiva é capaz de
absorver nutrientes antes da formagdo do primeiro haustorio, esta absor¢do limita-se a
alguns aminoacidos. A absorcao de carboidratos ¢ feita somente pelos haustorios, que
repassam os mesmos para a hifa celular (Heath, 1981; Harder & Haber, 1995; Heath,
1997; Hu & Rijkenberg, 1998; Struck et al., 2002; Leonard & Szabo, 2005).

O haustorio desenvolve-se dentro do limen, mas permanece fora da membrana
plasmatica da célula do hospedeiro. A interface formada entre planta e patégeno
compreende a membrana plasmatica da planta e a parede celular do fungo, uma
membrana interfacial derivada da planta (membrana extra-haustorial) ¢ uma matriz
interfacial (matriz extra-haustorial) que separa a membrana interfacial da parede celular

do fungo (O’Connell & Panstruga, 2006).



FIGURA 1. Diferenciagdo temporal das estruturas de infeccdo de Uromyces fabae
Pers. Fonte: http://www .botany.ubc.ca/bakkeren/rust%20infection%20process.htm.

A formacdo de haustérios ¢ um elemento chave para manutengdo da vida dos
organismos biotroficos, facilitando sua interagcdo com a célula hospedeira. Estes
desempenham fung¢do ndo sé na aquisi¢do de nutrientes, mas também nas vias
biossintéticas, supressao de defesas do hospedeiro, redirecionamento e reprogramacao
de metabolitos da planta (Voegele et al., 2001; Voegele & Mendgen, 2003). Apds a
formacdo do primeiro haustorio, a hifa infectiva desenvolve outras células-mae-de
haustorios. A energia para produgdo dos primeiros haustorios provém de reservas
presentes nos uredosporos. O desenvolvimento de haustérios subsequentes dependera
do estabelecimento de uma interacdo compativel de parasitismo (Szabo & Bushnell,
2001; Panstruga, 2003; Leonard & Szabo, 2005).

Em interagdes compativeis, a formacgao de colonias esta associada a formagao de
tecido esporogénico, um tecido altamente vacuolizado e rico em lipidios que dara
origem aos esporos (Harder, 1976). A colonizagdo pode ser facilitada pela produgdo de
fitotoxinas e compostos semelhantes a hormodnios vegetais por parte do patdogeno

(Harder & Haber, 1992; Harder & Haber, 1995; Heath, 1997).
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A planta, por sua vez, ao perceber o patogeno, tenta impedir sua entrada através
do rearranjo celular, o que inclui reorganizagao do citoesqueleto (filamentos de actina) e
movimentagao de organelas, levando a polarizagao celular no local de ataque (deposicao
de material fibrilar). Esta polarizacdo pode levar a formacdo de reforcos na parede
celular, chamados de papilas, que funcionam como barreiras quimicas e fisicas contra a
penetragdo do patogeno. Ainda, podem incluir o desenvolvimento de colares de calose
ao redor do pescogo do haustorio ou encapsulamento do mesmo pela sintese continua
deste material (Heath, 1981; Schmelzer, 2002; Zeyen et al., 2002; Lipka & Panstruga,
2005; O’Connell & Panstruga, 2006).

O desenvolvimento e estabelecimento da doenga sdo dependentes de uma série
de fatores. Em plantas nao-hospedeiras ou resistentes, a infec¢do serd bloqueada pela
ativacdo do sistema imune primario e secundario, através do reconhecimento de PAMPs
(padroes moleculares associados a patdgenos) ou efetores, resultando em resisténcia.
Nas plantas suscetiveis os mecanismos de resisténcia sdo superados por efetores
produzidos pelo patdégeno. Estes podem nao ser reconhecidos ou entdo, sdo capazes de
inativar as respostas de defesa da planta, através da manipulacdo das rotas expressas na
resisténcia (Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl, 2006; Bent & Mackey, 2007).

Em casos de interagcdo compativel entre planta e patogeno, depois de 7-10 dias, a
esporulacdo tem inicio. Os esporos rompem a cuticula formando pustulas (Figura 2). A
massa de uredosporos presentes no centro das frutificacdes confere as pustulas uma
coloragdo laranja-amarelada. Estas sdo arredondadas e distribuem-se em ambas as
superficies da lamina foliar (Harder & Haber, 1992).

Quando as plantas infectadas amadurecem (final da estacdo) ¢ cessada a
formag¢ao de uredosporos e inicia-se a formacdo de teliosporos. A ontogenia dos

teliosporos ¢ a mesma dos uredosporos, porém, os teliosporos permanecem sésseis. As
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pustulas tornam-se de coloragao pardo-escuras ou negras € permanecem recobertas pela
epiderme (Harder & Haber, 1992; Harder & Haber, 1995). Estes esporos também sao
formados durante condigdes adversas de temperatura, como seca, umidade excessiva ou
temperaturas muito altas, mas ndo sdo fonte de indculo para novas infecgdes nas
condigdes brasileiras, pois o hospedeiro alternativo suscetivel (Thalictrum

speciosissimum L.) ndo é encontrado no Brasil.

penstration  parasitic sporulation
growth

[’J

W

FIGURA 2. Processos de penetracao, crescimento e esporulacao de Uromyces fabae.
Fonte: http://www.science.org.au/events/frontiers/frontiers2008/dodds.html.

As ferrugens induzem diversas mudangas estruturais, bioquimicas e fisioldgicas
no hospedeiro, porém, ¢ dificil distinguir as alteragdes primarias, diretamente induzidas
pelo fungo, das alteracdes relacionadas com processos secundarios, como inducdo da
senescéncia ¢ desorganizacao celular. O dano se manifesta nas alteracdes secundarias
(Harder & Haber, 1992).

Sao descritas duas fases distintas de resposta do hospedeiro a infecgao pelo
fungo, a fase juvenil e a fase autolitica (Durbin, 1984). Na fase juvenil, a planta o
protoplasto celular estd fisiologicamente novo, o sitio de infeccao atua de maneira que

haja um desvio de solutos do hospedeiro para este local, afetando os processos normais
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da planta distantes deste sitio. O fluxo normal do floema ¢ alterado, direcionando o
fluxo de nutrientes para as regides infectadas. A fase autolitica inicia-se depois de cerca
de dez dias, quando as células hospedeiras do centro das colonias tornam-se
desorganizadas, as organelas comecam a desaparecer ¢ o tecido hospedeiro perde
solutos. Estes sintomas assemelham-se ao da senescéncia normal, que ¢ acelerada em
plantas infectadas por ferrugem (Harder & Haber, 1992, Leonard & Szabo, 2005).

Se uma planta jovem ¢ severamente atacada pela ferrugem da folha, ha um
reflexo na habilidade de crescimento e reproducdo da planta. Os meristemas
vegetativos, reprodutivos e as raizes tornam-se incapazes de se desenvolver
normalmente. Ataques severos podem levar a planta a morte (Dinoor et al., 1988;
Roelfs et al., 1992).

A esporulagdo do fungo resulta na ruptura da epiderme da planta, causando um
aumento dramatico na perda de agua pela planta, que ndo consegue controlar a
evaporagdo, além de perder agua contida nos uredosporos liberados. O efeito da perda
de agua impede o desenvolvimento normal das raizes, apressando a senescéncia, o que
resulta em reducdo no rendimento e na qualidade de graos (Dinoor et al., 1988; Harder
& Haber, 1992).

O dano causado as folhas provoca reducdo na fotossintese, interferindo na
translocagdo dos produtos resultantes deste processo, das folhas para o grio em
formagao. Ha também reducdo nas trocas gasosas da folha, acarretando em graos

murchos, com pouco ou nenhum valor comercial e nutricional.



13

3.2 Natureza da resisténcia nas interac6es Puccinia x Poaceae

3.2.1 Resisténcia de hospedeiro

A resisténcia ¢ definida como a habilidade do hospedeiro em retardar ou impedir
o crescimento e desenvolvimento do patdogeno (Parlevliet, 1997). Na maioria dos
patossistemas Puccinia x Poaceae a resisténcia ¢ dominante e a suscetibilidade recessiva
(Dinoor et al., 1988).

As populacdes hospedeiras de fungos biotréficos geralmente sdo altamente
polimérficas para resisténcia e suscetibilidade aos isolados das espécies adaptadas de
patogenos. Para ferrugens, essas populacdes vém sendo classificadas como resistentes,
moderadamente resistentes, suscetiveis ¢ moderadamente suscetiveis (Mclntosh et al.,
1995). A resisténcia pode ser descrita de diferentes formas e alguns conceitos se
sobrepdem. Quanto ao modo de heranga, esta pode ser monogénica, oligogénica,
poligénica, de gene maior ou gene menor; com base na especificidade das relagdes
patogeno/hospedeiro é considerada especifica a raga ou ndo especifica a raga; quanto a
presenga ou auséncia de reagdes no hospedeiro, ativa ou passiva; com base na expressao
da resisténcia ¢ total, parcial, residual, de campo, de plantula, de planta adulta ou geral;
e o seu mecanismo pode ser de hipersensibilidade ou nao (Nelson, 1973; Parlevliet,
1997).

A resisténcia total geralmente ¢ associada a reacdo de hipersensibilidade (RH),
que consiste na morte celular localizada no local de infec¢do, apos a percepc¢ao da
violacdo da parede celular e tentativa de formar haustorios. Esta resisténcia ¢ baseada na
teoria gene-a gene, de Flor, através da interagdo de genes de resisténcia no hospedeiro e
genes de aviruléncia no patdégeno (Ellis, 2006). A variacdo na resisténcia de hospedeiros

geralmente ¢ controlada pela segregacdo de um unico gene de resisténcia, cujo produto
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interage direta ou indiretamente com elicitores especificos produzidos pelos patogenos e
codificados por genes de aviruléncia (Heath, 2000).

As interagdes especificas entre patdgeno e hospedeiro sao usualmente relatadas
nos casos de resisténcia monogénica ou oligogénica e fundamentadas na teoria gene-a-
gene, relacionando-se com a reagdo de hipersensibilidade. H4 uma interacao cultivar x
raca. Nas interacdes ndo-especificas, todas as ragas provocam respostas similares em
determinado gendtipo hospedeiro, ou seja, a resisténcia € efetiva contra todas as racas
do patégeno, sem interacdo cultivar x raga e usualmente poligénica (Roelfs & McVey,
1979; Harder & Haber, 1992; Ribeiro do Vale et al., 2001).

Baseando-se no nimero de genes envolvidos (magnitude dos efeitos de cada
gene), a resisténcia pode ser classificada como monogénica (qualitativa) ou poligénica
(quantitativa). Na resist€ncia monogénica um unico gene ¢ suficiente para conferir
resisténcia (o efeito de um gene pode ser isolado). As plantas sdo suscetiveis ou
resistentes, ndo ha reagdes intermedidrias, gerando uma distribuicdo fenotipica
descontinua (Ribeiro do Vale ef al., 2001). Por ser efetiva apenas contra algumas ragas
do patdgeno, age no sentido de reduzir a quantidade efetiva de inoculo inicial virulento,
fazendo com que o inicio da epidemia seja atrasado (Camargo, 1995).

Na resisténcia poligénica (quantitativa), varios genes s30 necessarios para
conferir resisténcia suficiente, em um efeito conjunto. Todos os isolados provocam
respostas similares em determinados genotipos do hospedeiro. H4 uma variacao
continua nos graus de resisténcia, indo desde extrema suscetibilidade, até extrema
resisténcia. Para que seja possivel distinguir os genotipos resistentes dos suscetiveis €
necessario quantificar a doenga, ja que a distingdo entre estes ndo ¢ tdo evidente como

na resisténcia qualitativa (Ribeiro do Vale et al., 2001).
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Nesta resisténcia, que ¢ efetiva contra todas as ragas do patogeno, ha uma
redu¢do na taxa de desenvolvimento da doenga, sem afetar significativamente o indculo
inicial, pelo menor tamanho de lesdes e aumento do periodo latente (Camargo, 1995).

Em cereais de inverno, a resisténcia raga-especifica nao oferece protecdo
adequada contra a ferrugem da folha, j4 que novas ragas de viruléncia do patégeno
surgem alguns anos apo6s a liberacao de cultivares com este tipo de resisténcia (Leonard,
2002).

Atualmente, ha uma tendéncia por parte dos melhoristas, em identificar
cultivares com resisténcia mais duravel. A resisténcia qualitativa (raga-especifica)
exerce maior pressao de selecdo sobre a populacdo patogénica do que a resisténcia
quantitativa (parcial). No entanto, a durabilidade da resisténcia nao depende apenas da
especificidade da mesma, e estd intimamente relacionada com o mecanismo de acao dos
genes de resisténcia, com o estilo de vida do patogeno, biotrofico ou necrotréfico, bem
como com o seu potencial evolutivo, ou seja, seu tipo de reproducdo, numero de
geragdes por estacdo de cultivo e mecanismos de dispersdo utilizados (Johnson, 1984;
Parlevliet, 1997; Ribeiro do Vale et al., 2001; Niks & Rubiales, 2002; McDonald &

Lindle, 2002; Singh et al., 2005; Bent & Mackey, 2007).

3.2.2 Resisténcia de ndo-hospedeiro

Apesar de estarem constantemente expostas a microrganismos, as plantas
possuem resisténcia a sua grande maioria. Essa resisténcia ¢ chamada de resisténcia de
ndo-hospedeiro ¢ ¢ mantida pela combinagdo de mecanismos passivos e ativos de
defesa. Durante a evolugdo entre plantas e organismos patogé€nicos, alguns patogenos
adquiriram a habilidade de inativar os mecanismos de resisténcia de ndo-hospedeiro e

tornaram-se capazes de reproduzirem-se em espécies de plantas em particular. Por outro
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lado, sob intensa pressdo de selecdo, as plantas desenvolveram novas formas de
resisténcia, desenvolvendo genes de resisténcia contra determinadas racas de patogenos
compativeis. A resisténcia de hospedeiros, ao contrario da resisténcia de nao-
hospedeiros, ¢ patogeno-especifica e restrita a determinadas espécies e genotipos de
patogenos (Heath, 2000; Neu et al., 2003).

A resisténcia de ndo-hospedeiro estd sendo considerada como um dos
mecanismos mais promissores no desenvolvimento de cultivares com resisténcia
duravel a ampla gama de patogenos. O que determina a gama de hospedeiros de
determinado patogeno ainda é uma questdo fundamental e intrigante no entendimento
da biologia patégeno-hospedeiro.

Sabe-se que patdgenos possuem padrdes moleculares conservados (PAMPs)
capazes de induzir o sistema imune primario de defesa em hospedeiros e nao-
hospedeiros. Na membrana celular da planta existem receptores que reconhecem estes
PAMPs e ativam as respostas de defesa primarias da planta, como alteragdes na parede
celular e acimulo de proteinas relacionadas a defesa: quitinases, glucanases, proteases,
além de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes afetam negativamente a colonizagao
pelo patégeno em potencial (Chisholm et al., 2006; Bent & Mackey, 2007; de Wit,
2007).

Em resposta as defesas primarias da planta, os patéogenos produzem efetores
(fatores de viruléncia) que podem impedir a sinaliza¢do de resisténcia que ocorre via
cascatas MAP-quinases e ativagdo de fatores de transcricdo. Desta forma, a infecg¢do ¢é
garantida. A co-evolucdo entre plantas e organismos patogénicos fez com que as plantas
desenvolvessem proteinas de resisténcia (R), capazes de reconhecer e bloquear a
atividade destes efetores, restaurando a resisténcia via sistema imune secundario. Neste

sentido, os patdogenos tentam impedir o reconhecimento de seus efetores pelas proteinas
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R, através de mutagdes ou delecdes em partes do efetor que ndo sejam essenciais para
viruléncia (Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl, 2006; Bent & Mackey, 2007; de Wit,
2007).

Na resisténcia de nao-hospedeiro os PAMPs de determinado patogeno sao
prontamente reconhecidos pelos receptores na membrana celular das plantas. Embora o
patogeno produza efetores para tentar suprimir as respostas de defesa primarias, estes
podem ndo ser efetivos em determinadas espécies de plantas, através da acdo das
proteinas R, tornando-as ndo-hospedeiras para este patogeno (Lipka et al., 2005; Bent &
Mackey, 2007).

Nos ultimos anos foram feitos varios avangos quanto ao entendimento da
resisténcia de ndo hospedeiro. Nenhum tipo de ferrugem ataca Arabidopsis thaliana L.
(Heynh.), mas esta planta vem sendo estudada como modelo na caracterizagdo da
sinalizacdo de resisténcia de ndo-hospedeiro em diversas interagdes, incluindo a
ferrugem da ervilha (U. vignae Barclay). A resisténcia de arabidopsis as ferrugens
envolve primeiramente, pela expressao de genes de defesa, a restricdo no crescimento
da hifa infectiva, antes da formacdo do primeiro haustério. H4 um subsequente
envolvimento do &cido salicilico (AS), mas ndo de genes relacionados a patogénese ¢
dependentes de AS (Mellersh & Heath, 2003).

As defesas pré-formadas exercem importante papel na resisténcia de nao-
hospedeiro, principalmente em espécies ndo domesticadas. Estas defesas incluem a
presenga de metabolitos secundarios, peptideos e proteinas, que sdo um empecilho a
infecgdo por determinados patdégenos. Acredita-se que estes compostos tenham evoluido
em resposta a pressao seletiva imposta por herbivoros, patdogenos e até mesmo, estresses

abidticos (Heath 1997; Heath 2000).
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Embora a reagdo de hipersensibilidade (RH) seja mais comum na expressao de
resisténcia de hospedeiro, também pode ocorrer na resisténcia de nao-hospedeiro. Na
maioria dos casos, ndo ha manifestagdo de nenhum sinal macroscopico de infeccao.
Com base nisto, a resisténcia de nao-hospedeiro pode ser classificada de duas formas:
tipo 1 — sem produgdo de sintomas ou sinais visiveis; tipo 2 — associada com RH rapida
e localizada. Os genes responsaveis por estas duas formas ainda nao foram intensamente
investigados. No entanto, sugere-se que o tipo 1 de resisténcia de ndo-hospedeiro atue
num mecanismo mais ativo de defesa, contra ampla gama de patdégenos (Heath, 2000;
Oh et al., 2006).

Em arabidopsis, a resisténcia de nao-hospedeiro a Blumeria graminis f. sp
hordei (oidio da cevada) pode ocorrer em duas fases. Na fase pré-haustorial os esporos
germinam e formam apressorios, ocorre penetragdo na parede celular e o crescimento da
hifa é bloqueado pela produgado de papila em 90% dos sitios de infeccdo. Durante a fase
pos-haustorial, os haustorios que se formaram nos sitios de infec¢do restantes sdo
encapsulados por calose, resultando em RH. O mais comum parece ser a ativacao da
resisténcia de ndo-hospedeiro antes da formagdo de haustorios (pré-haustorial) e sem
RH (Ellis, 2006).

Os sinais para desencadear a resisténcia de ndo-hospedeiro podem ser: a pressao
exercida pelo grampo de penetracdo; padroes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs), que variam desde quitina e ergosterol até a percep¢do da subunidade protéica
do flagelo de bactérias; e sinais resultantes da degradagdo da célula hospedeira (Lipka &
Panstruga, 2005; Ellis, 2006).

Embora as ferrugens sejam organismos extremamente especializados, sob
condi¢des especiais, pode haver um crescimento limitado de P. triticina em cevada

(Niks et al. 1996). Assim, a cevada pode ser considerada um hospedeiro ocasional e P.
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triticina um patdgeno inapropriado. A resisténcia neste caso pode envolver mecanismos
pré e pos-haustoriais (Neu ef al., 2003). O estudo dos mecanismos de resisténcia
envolvidos nesta interacdo patogeno-hospedeiro ocasional pode auxiliar no
entendimento das reagdes de resisténcia tanto em hospedeiros, como em nao-
hospedeiros.

Recentemente foram identificados genes que mediam a resisténcia de nao-
hospedeiro em cevada. Dois genes putativos parecem mediar a resisténcia a P. triticina,
sendo que um deles s6 ¢ induzido em caso de sucesso na infeccdo com o ndo-patdgeno
(Neu et al., 2003). Sugere-se que os genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia de
nao-hospedeiros possuam fung¢des diferentes dos genes envolvidos em interagdes
patdgeno-hospedeiro, indicando a presenca de diferentes rotas de sinalizacdo entre estes
dois mecanismos (Holub & Cooper, 2004). Porém, a analise de mutantes de fumo e
arabidopsis revelou que a sinalizagdo para resisténcia de ndo hospedeiro do tipo 2 ¢ a
sinalizacdo de hospedeiro podem sobrepor-se em determinados momentos da rota (Peart
etal.,2002; Yun et al., 2003).

Jafary et al. (2006) desenvolveram um modelo evolucionario baseando-se nas
interagdes cevada x Puccinia, afim de estudar a heranca ¢ a especificidade dos fatores
que determinam o quanto a resisténcia de ndo-hospedeiro pode ser suprimida. Fez-se o
cruzamento entre uma linhagem de cevada apresentando extrema suscetibilidade a
diferentes espécies de ferrugem, com a cultivar Vada, possuidora de resisténcia de
planta adulta (RPA). Verificou-se que para cada espécie de ferrugem, um grupo
diferente de genes foi efetivo. Sete regides cromossomicas distintas foram efetivas para
mais de uma espécie de ferrugem, indicando ligagdo genética ou pleiotropia entre estas.
Um gene de resisténcia (R) baseado em RH a P. hordei-secalini foi mapeado, sugerindo

a contribuicdo ocasional de um gene R para a resisténcia de ndo-hospedeiro. Esta
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hipotese também foi levantada por Bent & Mackey (2007). Os QTLs (loci de caracteres
quantitativos) identificados por Jafary et al. (2006) possuem papel importante como
fatores especificos e quantitativos de reconhecimento, sendo especificamente anulados
por ferrugens, a fim de suprimir a imunidade inata e garantir o sucesso na infecg¢ao.
Analises histologicas da infeccdo de diferentes linhagens de arroz por P.
graminis f. sp. tritici demonstraram que pode haver algum crescimento do patégeno no
interior dos tecidos da planta (Ayliffe et al., 2011). No entanto, o mecanismo de
resisténcia envolvido nesta interagdo nao ¢ conhecido e varias hipdteses sao
especuladas, dentre elas, o acumulo de calose em resposta a tentativa de infecgao.
Recentemente, o desenvolvimento de técnicas moleculares permitiu o
sequenciamento de todo o genoma do arroz (Goff et al., 2002). A analise comparativa
de genomas de diferentes cereais tem revelado grandes similaridades entre estes, com
conservagdao de diversos genes (colinearidade) (Bennetzen & Ma, 2003). Embora o
arroz ndo seja atacado por nenhuma espécie de ferrugem, especula-se que haja relagao
entre alguns QTLs para resisténcia as ferrugens entre cevada, trigo, aveia e arroz.
Acredita-se desta forma, que o entendimento da resisténcia de ndo-hospedeiro podera
auxiliar na obtencdo de formas mais duraveis de resisténcia em plantas hospedeiras

(Perovic et al., 2004).

3.3 Componentes histopatoldgicos da resisténcia nos patossistemas Puccinia
X Poaceae
Estudos histologicos da interagdo entre Puccinia x Poaceae demonstraram que
dois tipos basicos de resisténcia podem ser distinguidos: mecanismos pré-haustoriais e
p6s-hautoriais. Em grande parte dos patossistemas envolvendo ferrugens, a germinacao

de uredosporos ¢ formagdo de apressorios sdo eventos independentes do gendtipo do



21

hospedeiro. No entanto, uma vez que o apressorio e a vesicula sub-estomatal estejam
formados, os gendtipos irdo diferir na extensdo em que mecanismos pré ou pos-
haustoriais atuarao (Heath, 1981; Niks & Rubiales, 2002).

A resisténcia pré-haustorial ¢ ativada antes da formagdo do primeiro haustorio.
Geralmente ocorre o desenvolvimento normal das células-mae-de-haustérios, mas ha
inducdo de papila no local de penetragdo, paralisando o crescimento do fungo, sem
ocasionar necrose celular. Este tipo de resisténcia é comum em interagdes de nao-
hospedeiros, como na resisténcia de cevada a ferrugem da folha do centeio, de trigo a
ferrugem da folha da cevada, e de Medicago truncatula Gaertn. a ferrugem da alfafa (U.
striatus). No entanto, também pode ocorrer em casos de interagdo entre patdogeno x
hospedeiro, a exemplo de linhagens com resisténcia parcial a ferrugem da folha da
cevada. Em trigo, a resisténcia a ferrugem da folha pode variar desde pré-haustorial,
sem ocorréncia de necrose, até pds-haustorial, com necrose frequente. Esta variacio
parece depender mais da genealogia da planta do que do isolado de ferrugem (Niks,
1989; Niks & Dekens, 1991; Rubiales & Moral, 2004).

Acredita-se que a resisténcia pré-haustorial seja desencadeada pela combinagao
de diversos mecanismos de defesa na planta, afetando negativamente a colonizagdo por
parte do patdogeno. Desta forma, sugere-se que esta seja uma forma de resisténcia mais
duravel em interagdes patogeno x hospedeiro (Heath, 1981; Niks & Dekens, 1991;
Heath, 2000).

Um exemplo da durabilidade desta resisténcia é o gene mlo, que confere
resisténcia pré-haustorial a Blumeria graminis f. sp. hordei em cevada. Este gene ¢
efetivo contra todas as racas do patéogeno ¢ media a resisténcia através da rapida
formagao de uma papila no local de penetracdo. Neste caso, ha ocorréncia de reacao de

hipersensibilidade, levando a célula a necrose. No entanto, a morte celular ¢ excegdo e
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ndo a regra em casos de mecanismos pré-haustoriais de resisténcia. Normalmente, a
unica reacao visivel em microscopia € a presenca de deposi¢des na parede celular do
hospedeiro (papilas), que atuam como barreira a penetragao do fungo. Estas papilas se
formam entre a célula-mae-de-haustorio e a célula hospedeira e estdo associadas a
paralisacdo da infec¢do (Niks & Dekens, 1991; Jorgensen, 1992).

Os patdgenos de modo geral, produzem elicitores a fim de tentar suprimir as
respostas de defesa da planta. No entanto, quando estes sdo reconhecidos através das
proteinas de resisténcia da planta, ha um bloqueio do crescimento do patdégeno, anterior
a formacao de haustorios, resultando em resisténcia pré-haustorial (Niks & Rubiales,
2002; Bent & Mackey, 2007; de Wit, 2007).

Na resisténcia pos-haustorial o crescimento do fungo ¢ paralisado apos a
formagao de pelo menos um haustério. Neste caso, a célula ou células que possuem
haustérios morrem, num mecanismo conhecido como hipersensibilidade. Grande parte
da resisténcia as ferrugens baseia-se em genes de efeito maior (raga-especificos) com
mecanismos pods-haustoriais. Desta forma, a evolugdo e selecdo de racas capazes de
superar esta resisténcia sao mais comuns (Heath, 1981; Niks & Dekens, 1991). A reacdo
de hipersensibilidade ¢ a forma mais comum de resisténcia pds-haustorial. Este
fendmeno nao ¢ uniforme e pode diferir ultra-estruturalmente e bioquimicamente entre
diferentes interacdes patogeno x hospedeiro (Heath, 1981).

O loci Rph confere resisténcia qualitativa a ferrugem da folha da cevada. A
resisténcia mediada por Rph € pos-haustorial e resulta em hipersensibilidade, enquanto a
resisténcia parcial baseia-se no mecanismo pré-haustorial, sem RH e com formacgao de
papila (Niks, 1986; Qi et al., 1998; Hoogkamp et al., 1998).

De maneira geral, a reacdo de hipersensibilidade desencadeada por resisténcia

especifica a raca é pos-haustorial (Anker & Niks, 2001). Em interagdes compativeis os
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eventos de morte celular sdo atrasados, permitindo a formagdo de micélio fingico no
interior do tecido foliar (Yao et al., 1998). Desta forma, a suscetibilidade nao implica
necessariamente, na auséncia de morte celular no sitio de infeccao. Células necroticas
podem ser encontradas no tecido colonizado em razdo de estresse generalizado ou a
senescéncia provocada pela presenca do patégeno (Niks & Kuiper, 1983; Bender et al.,
2000).

Analises histopatologicas de plantas de trigo contendo os genes Lr12 e Lr13, que
conferem resisténcia de planta adulta a ferrugem da folha, evidenciaram que os mesmos
conferem resisténcia pré-haustorial, via abortamento da penetracdo. Nesta, ha redugdo
na penetracao de apressorios e abortamento de vesiculas sub-estomatais (Bender ef al.,
2000).

Ao estudar os mecanismos de resisténcia a ferrugem estriada do trigo (P.
striiformis f. sp. tritici) em linhagens duplo-haploides resultantes do cruzamento de uma
cultivar com RPA x cultivar suscetivel, Moldenhauer et al. (2008) verificaram a
presenga de 4 QTLs responsaveis pela RPA. Dependendo do QTL presente, as linhas
variaram de resistentes até suscetiveis. Até o quinto dia apds a inoculag¢do, ndo houve
diferenciagdo no crescimento do fungo, tanto em gendtipos com resisténcia como em
suscetiveis. A diferenciagdo entre as colonias ocorreu a partir do sexto dia. Um fato
interessante ¢ que a resposta variou de acordo com o QTL presente em cada linha, onde
umas responderam exibindo lignificagdo, sem restringir o crescimento do fungo e,
outras, nao exibiram lignificagdo, porém restringiram o crescimento do patdgeno.
Houve diferenga no acumulo de transcritos (proteinas relacionadas a patogénese e
marcadoras de RH, peroxidases e quitinases) entre os diferentes QTLs. Este é um

exemplo de RPA com mecanismo de resisténcia pds-haustorial.
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A resisténcia de nao-hospedeiro também pode ser do tipo pos-haustorial.
Algumas linhagens de trigo diploides apresentam elevada resisténcia a ferrugem da
folha da cevada, com formacdo frequente de haustorios e necrose celular (Niks &
Dekens, 1991).

Outras respostas, diferentes da morte celular podem ocorrer em interagdes
Puccinia x Poaceae com resisténcia do tipo pos-haustorial. Sdo elas: deposi¢ao de
material fibrilar na matriz extra-haustorial, redu¢ao na absor¢do de compostos da célula
hospedeira via haustorio, mudangas na membrana extra-haustorial, desenvolvimento de
um colar de calose no colo do haustério e o encapsulamento do haustdrio através da
sintese continua de calose. Estes eventos podem ocorrer simultaneamente em uma unica
interagdo patogeno hospedeiro (Heath, 1981; Marte & Montalbini, 1999).

Ainda, pode-se citar a lignificacdo ao redor das colonias cerca de 5 dias apos a
inoculacdo, como verificado por Moldenhauer et al. (2008) na cultivar de cevada com
resisténcia parcial a P. hordei, Kariega. A morte celular tardia, associada a producao de
compostos fluorescentes (provavelmente compostos fenolicos) também ¢ relatada na
resisténcia parcial da cultivar de aveia URS 21 a P. coronata (Graichen, 2009).

Investigacdes histologicas da reacdo de Medicago truncatula a ferrugem da
alfafa (U. striatus) indicaram que ndo ha nenhuma manifestagdo macroscopica de
necrose nesta resisténcia de nao-hospedeiro, tampouco diferenga na germinagdo e
orientacao dos tubos germinativos nas folhas das duas espécies. No entanto, houve falha
significativa na propor¢do de unidades de infeccdo capazes de formar haustorios. A
resisténcia ao fungo ¢ do tipo pré-haustorial (Rubiales & Moral, 2004). Certa
percentagem de falha na formacao de apressorios sobre os estomatos ¢ relatada tanto em

interagdes de hospedeiro como de nao-hospedeiro (Rubiales ef al., 1996).
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A resisténcia de nao-hospedeiro de cevada aos fungos P. hordei-murini e P.
triticina ¢ garantida pela combinagdo de mecanismos pré-haustoriais (sem RH) e pos-
haustoriais (RH). Parece haver uma relagdo entre a duracao do periodo de laténcia e o
mecanismo de resisténcia, onde linhagens com longos periodos de laténcia apresentam
resisténcia do tipo pré-haustorial, indicando que os genes para resisténcia parcial a P.
hordei sdo efetivos contra espécies de ferrugens ndo patogénicas. No entanto, nem todas
as linhagens apresentando resisténcia parcial apresentaram mecanismos pré-haustoriais
de resisténcia. Ainda, genes que determinam a resisténcia pré-haustorial podem exibir
especificidade as espécies de ferrugens, ja que linhas com niveis similares de resisténcia
pré-haustorial a P. triticina, diferiram, em alguns casos, nos niveis de resisténcia a P.
hordei-murini (Hoogkamp et al., 1998).

Uma vez que o fungo tenha penetrado no estomato e formado o primeiro
haustorio, serdo retirados nutrientes da célula da planta para permitir o continuo
crescimento intercelular e a formacdo de mais haustérios. De modo geral, estudos
comparando a resisténcia as ferrugens em hospedeiros e ndo-hospedeiros demonstraram
que a resisténcia de ndo-hospedeiro ¢ tipicamente pré-haustorial (Heath, 1981). Ja a
resisténcia mediada por genes R (de hospedeiro) é quase sempre pos haustorial, levando
a morte a célula invadida. A resisténcia pré-haustorial também ocorre em interagdes
patégeno x hospedeiro, geralmente através da resisténcia parcial (Niks & Rubiales,
2002; Rubiales & Moral, 2004).

Com base no exposto, sabe-se que sob condi¢gdes de infec¢do a planta ativa
respostas de defesa que incluem modificagdes bioquimicas e estruturais nas células
atacadas. A resposta mais comum de resisténcia ¢ a reagdo de hipersensibilidade (RH),
que provoca a morte celular no sitio de infec¢do, a fim de restringir o desenvolvimento

do patogeno (Dangl et al., 1996; Hammond-Kosack & Jones, 1997; Yang et al., 1997).
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Alguns componentes da cascata de sinalizagdo de defesa ja foram identificados em
dicotileddneas, como arabidopsis € em monocotiledoneas, como o arroz e trigo (Zhang
et al.,2003; Kim & Zhang, 2004).

A resisténcia em plantas depende da habilidade de reconhecer o patogeno e
desencadear os mecanismos de defesa que impegam ou limitem a infeccao. Embora a
resisténcia genética seja amplamente utilizada no controle de ferrugens de cereais,
pouco se sabe a respeito do mecanismo de agdo dos genes envolvidos, principalmente
no que diz respeito as resisténcias poligénica e ndo especifica as ragas e resisténcia de

nao-hospedeiros.

3.4 Ferrugem da folha do trigo

A ferrugem da folha ¢ uma das principais doengas do trigo (Triticum aestivum
L.) e ocorre em praticamente todas as regides do mundo onde o cereal ¢ cultivado. E
causada pelo fungo Puccinia triticina (=Puccinia recondita f. sp. tritici). A doenca se
desenvolve rapidamente em temperaturas variando de 10 a 30°C. Os danos em
rendimento dependem do estadio da planta em que a moléstia ocorre e, principalmente,
da severidade, que ¢ fungdo da suscetibilidade da cultivar, da viruléncia da raca
fisioldgica e das condi¢des ambientais (Roelfs et al., 1992).

Na América do Sul, existem duas unidades epidemioldgicas separadas pela
Cordilheira dos Andes: a unidade Leste (que compreende a Argentina, o Brasil, o
Paraguai, o Uruguai e as planicies da Bolivia) e a unidade Oeste (que compreende o
Chile). Entre a Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai, quase 10 milhdes de hectares de
trigo tém sido plantados anualmente. Todos os anos ocorrem epidemias de ferrugem da
folha nas regides triticolas dos paises da unidade leste, pois hd uma troca de esporos

entre os diferentes locais. Estas epidemias frequentemente sdo severas e ocasionam
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danos no rendimento de graos de até 50%, se ndo for efetuado controle com fungicidas
(Reis et al., 1996; Annone & Nisi, 2003; Chaves & Barcellos, 2003; German, 2003;
Viedma, 2003; Huerta-Espino et al., 2011).

Os paises do Cone Sul da América do Sul compartilham de algumas
caracteristicas que predispdem a ocorréncia destas epidemias. As condigdes ambientais
sdo extremamente favoraveis, areas extensas sdo cultivadas com os mesmos genotipos,
genotipos suscetiveis ou moderadamente suscetiveis ocupam grandes parte da area
cultivada, as ragas predominantes tém grande semelhanca genética, hd a presenca de
plantas de trigo voluntarias nas entressafras e as épocas de cultivo sdo subsequentes.
Esses fatores contribuem para que o patégeno esteja presente na maior parte da regido
durante todos os meses do ano e favorecem o surgimento precoce da moléstia. Como
resultado, durante todo o ano hd uma grande quantidade de indculo disponivel, o que
favorece a selecao e fixagao de isolados mutantes com novas combinagdes de viruléncia
(Barcellos & Chaves, 2003; Huerta-Espino et al., 2011). No Brasil, os prejuizos
ocasionados pela ferrugem da folha ocorrem anualmente, levando a necessidade de
substitui¢do de cultivares e de controle quimico.

Os genes que conferem resisténcia a ferrugem da folha em trigo sdo
denominados Lr (leaf rust). J& foram descritos mais de 50 genes Lr e alguns ainda
possuem denominagdes temporarias (Zoldan & Barcellos, 2002). O uso de cultivares
com resisténcia ¢ considerado a forma mais eficiente ¢ econdmica para controle da
ferrugem da folha do trigo, ja que evita os danos causados pela moléstia sem aumentar
os custos de produgdo. Varios genes de resisténcia ja foram identificados e mapeados.
Destaca-se a espécie afim diploide Triticum tauschii Coss., doadora do genoma D do
trigo cultivado, como uma importante fonte de genes de resisténcia a ferrugem. O

centeio também ¢é fonte de genes de interesse agrondmico, além dos genes de resisténcia
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Sr3l, Lr26 e Yr9, para as trés ferrugens do trigo (estriada, da folha e do colmo)
(Autrique et al., 1995, MclIntosh et al., 1995; Webster & Weber, 2007).

O agente causal da ferrugem da folha do trigo apresenta uma grande habilidade
em superar genes de resisténcia especificos, diferenciando-se em uma a trés novas
ragas/ano, com excecao de algumas safras. Porém, estes genes ainda sao predominantes
nos programas de melhoramento. Gradualmente, o fendmeno de perda de efetividade de
genes de resisténcia esta direcionando os cientistas para a busca e obtenc¢ao de cultivares
com formas de resisténcia mais duravel (Barcelos et al., 1997; Kolmer & Liu, 2000;
Singh et al., 2002; Singh et al., 2005; Huerta-Espino et al., 2011).

De acordo com Johnson (1984), a resisténcia é considerada durdvel somente
quando ¢ efetiva por longos periodos de tempo, em grandes areas e em condigdes
ambientais favoraveis ao desenvolvimento da doenga. Dentre os tipos de resisténcia
considerados mais duraveis, destaca-se a resisténcia parcial, que permite o
desenvolvimento restrito do patdogeno pela redu¢do da infecgdo, patogénese e
esporulacdo quantitativamente. Este conceito ¢ amplamente utilizado no melhoramento
de trigo para resisténcia as ferrugens do colmo e da folha em programas de
melhoramento no mundo (Parlevliet, 1975; Singh et al., 2005).

Algumas cultivares mantém a resisténcia por longos periodos. Estudos da
heranca desta resisténcia demonstram que estas cultivares geralmente possuem genes de
resisténcia parcial, também descrita como resisténcia de planta adulta (RPA), com genes
de efeito pequeno ou intermedidrio, porém aditivos. O acumulo de quatro ou cinco
genes deste tipo é capaz de conferir altos niveis de resisténcia, tanto a ferrugem da
folha, como a ferrugem estriada do trigo (Singh et al., 2005; Huerta-Espino et al.,

2011).
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Plantas contendo estes genes apresentam tipo de infecgdo suscetivel no estadio
de plantula, ja que os genes de RPA sdo expressos a medida que a planta se desenvolve.
A combinag¢dao de genes de RPA condiciona formas de resisténcia mais durdveis,
principalmente as que incluem os genes Lr/3 e Lr34 (Dyck 1987; Roelfs, 1988). Pode
haver grande varia¢ao nos niveis de RPA. Cultivares com resisténcia parcial podem
apresentar pustulas de suscetibilidade e o efeito pode variar de acordo com altera¢des de
temperatura e luz. O gene Lr34 é mais efetivo em baixa temperatura e pouca
luminosidade, enquanto Lr/3 em altas temperaturas. Um marcador morfoldgico para a
presenga do gene Lr34 é a necrose na ponta da folha (Singh, 1992; Singh & Gupta,
1992).

Diversas cultivares com estes genes foram desenvolvidas na Argentina, Brasil e
Uruguai. Frontana, uma cultivar brasileira, ¢ considerada uma das melhores fontes de
resisténcia duravel a ferrugem da folha. Sua resisténcia tem servido como base para o
melhoramento genético de cultivares na América do Norte e Australia, as quais tém
mantido resisténcia adequada (Barcellos et al., 2000; Barcellos, 2002). A analise
genética dessa cultivar e de outras variedades de trigo do Centro Internacional de
Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT), possuidoras dos mesmos genes de
Frontana, demonstrou que a RPA ¢ baseada nos efeitos aditivos de Lr34 e outros dois
ou trés genes, comumente conhecidos como complexo Lr34 (Singh & Rajaram, 1992).
Sao estes: Lrl3, mais um modificador ou modificadores, Lr34 e LrT3, além de outros
genes (Dyck & Samborski, 1966; Dyck, 1987; Roelfs, 1988). Cultivares com estes
genes demonstram uma resposta estavel em diferentes ambientes, mesmo quando
cultivadas em larga escala, com severidade final de ferrugem da folha em torno de 5%,
mesmo sob condi¢des de grande pressdo patogénica (Singh, 1992).

O gene Lr34 esta ligado ao gene Yr/8, que confere RPA a ferrugem estriada
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(Mclntosh, 1992). A resisténcia parcial conferida por Lr34 baseia-se na redugdo da taxa
de formacao de haustoérios nos primeiros estadios da infec¢cdo, acompanhada de pouca
ou nenhuma necrose celular. Na cultivar Jupateco 73, contendo Lr34, verifica-se o
acumulo de substancias eletro-densas em locais da célula proximos de onde as células
mae de haustorios tentam dissolver a parede celular das células do mesofilo para
formagao do haustorio. O acimulo destas substancias causa endurecimento da parede
celular, reduzindo o estabelecimento do “pescogo” haustorial. No caso de o haustério
ser formado, o crescimento micelial sera lento devido a restricdo do movimento do
fungo de uma célula para outra, justamente pelo endurecimento da parede celular das
células da planta (Alvarez-Zamorano, 1995).

Toropi, outra cultivar brasileira langada pela Secretaria de Agricultura do RS,
em 1965 e cultivada extensivamente por 15 anos, é decendente de Frontana, porém,
mais resistente que esta, indicando que existem diferengas genéticas entre as mesmas
(Toropi nao possui o gene Lr34) (Sousa, 2001; Rosa et al., 2009). Esta resisténcia tem
se mantido a mais de 45 anos. Genes de RPA como os de Toropi, expressam
suscetibilidade minima em condi¢des de campo, mas ndo estdo presentes em cultivares
recentes. Barcellos (1994) identificou dois genes complementares e recessivos que
conferem resisténcia estritamente em planta adulta em Toropi, designados Trp-1 e Trp-
2. De acordo com Rosa et al. (2009), Toropi possui pelo menos um gene de resisténcia
raca-especifico em fase de plantula e trés de planta adulta.

A resisténcia de Toropi estd localizada nos cromossomos 1AS e 4DS,
localizagao ndo comum para outros genes de RPA em T. aestivum (Brammer, 2000;
Silva, 2002). Acredita-se que a combinagdo da resisténcia de Toropi com Lr34
(cromossomos 7 ou 5SD) pode aumentar a durabilidade da resisténcia a ferrugem da

folha do trigo (Barcellos, 1994; Barcellos et al., 1997; Barcellos et al., 2000). Além dos
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genes de RPA de Toropi, o cromossomo 4D possui genes ligados a uma maior
tolerancia ao aluminio toxico (Lagos ef al., 1991).

Alguns marcadores AFLP foram obtidos em Toropi, sendo que um deles ja foi
convertido em marcador SCAR. No entanto, seu uso na sele¢dao assistida ¢ limitado,
pois este se encontra a 27 cM do gene. Isto se deve em parte & complexa organizacao
genomica do trigo e pelo fato destes genes estarem localizados em regides
cromossOmicas pobres em marcadores (Silva, 2006). Os marcadores Trpl e Trp2 estdo
sendo validados e poderdo ser utilizados no screening de cultivares resistentes.
Linhagens homogéneas ¢ bem adaptadas foram selecionadas e estdo sendo testadas para
um segundo ciclo de selecdo para RPA a ferrugem da folha do trigo (German et al.,
2009).

J& foram identificados alguns genes com expressdo diferencial na resisténcia de
Toropi a ferrugem da folha. Dentre as sequéncias identificadas estdo genes
codificadores de proteinas de membranas potencialmente associados a percepgdo do
patogeno e genes com dominios caracteristicos de sinalizadores secundarios para a
resisténcia. Foram identificadas também, sequéncias homologas a genes codificadores
de enzimas chaves no controle de rotas de sintese de substancias relacionadas a defesa
(Silva, 2006).

A cultivar Trigo BR 35 também tém apresentado resisténcia considerada
duravel. Trigo BR 23 ¢ outro exemplo de cultivar com RPA na qual a doenca ndo
causou prejuizos importantes, apesar do cultivo em area expressiva (Barcellos et al.,
2000).

Acredita-se que a RPA seja a alternativa mais promissora na busca de resisténcia
duravel, uma vez que ndo causa a intensa pressdo de selecdo sobre ragas virulentas do

patégeno, como ocorre com a resisténcia qualitativa, baseada em genes isolados. A RPA
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se caracteriza pelo progresso lento da infec¢ao, com resposta de suscetibilidade em fase
de plantula. Embora haja infec¢do, o nivel de suscetibilidade ndo provoca a morte de
folhas, como em cultivares suscetiveis, em que as folhas secam enquanto as espigas
ainda estdo verdes. Na maioria dos anos, em cultivares com bons niveis de RPA a
severidade da doenga s6 aumenta quando os graos ja estdo formados, dispensando o uso
de fungicidas (Barcellos, 2002).

Moore (1953), citado por Welch (1995), afirmou que este tipo de resisténcia,
quando incorporado a cultivares e utilizado por produtores, exerce menor pressao
seletiva sobre o patdgeno e possibilita a coexisténcia entre hospedeiro e doenga. Moore
argumentou que a possibilidade de uma nova raga se estabelecer ¢ menor, pois ndo tera
uma grande vantagem seletiva, uma vez que competird com as demais ragas presentes.

Neste contexto, a caracterizacdo das reagdes de resisténcia nos patossistemas
Puccinia x Poaceae, tanto em gendtipos hospedeiros como em nao-hospedeiros, ¢ de
extrema importancia, pois auxiliard no melhor entendimento das interagcdes planta-
patogeno. As informagdes geradas neste trabalho fornecerdo subsidios aos programas de
melhoramento para o desenvolvimento de gendtipos que combinem caracteristicas
agrondmicas superiores ¢ formas mais duraveis de resisténcia, além de expandir os

conhecimentos a respeito da fisiologia da interacdo patdégeno x hospedeiro.



4 MATERIAL E METODOS

Os estudos histologicos foram realizados na Faculdade de Agronomia da
UFRGS e na EMBRAPA Trigo, Passo Fundo, RS. Os processos infeccioso e de
colonizacdo de Puccinia triticina foram avaliados em genotipos hospedeiros e nao-
hospedeiros, nas fases de plantula e planta adulta.

Em cada um dos grupos fez-se a quantificagdo das estruturas fingicas formadas,
verificando-se a ocorréncia de respostas de defesa como: ocorréncia de morte celular,
formagao de papilas na parede celular das células da planta, acimulo de compostos
autofluorescentes e a formagdo de peroxido de hidrogénio. Os métodos utilizados neste

trabalho sdo descritos detalhadamente nos topicos seguintes:

4.1 Material genético

A quantificacdo dos componentes histologicos foi realizada em plantas de trigo,
cevada, aveia e arroz. Foram analisados os gendtipos de trigo BRS 194, Lr9 e Toropi,
possuidores de diferentes reacdes de resisténcia a P. triticina. A cultivar BRS 194,
desenvolvida pelo programa de Melhoramento Genético da EMBRAPA Trigo foi
utilizada como testemunha suscetivel e a linhagem isogénica Lr9 como testemunha
resistente, por possuir resisténcia qualitativa a raga de ferrugem utilizada neste trabalho.
A cultivar Toropi foi selecionada por apresentar tipo de infeccdo suscetivel, porém,

baixa intensidade de doenga no campo.
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Para a quantificagdo dos processos infectivos em nao-hospedeiros foram
utilizadas a cultivar de cevada BRS 195 (EMBRAPA Trigo), por ter apresentado em
testes preliminares (dados nao apresentados) sinais visiveis da infecg¢do por P. triticina,
as cultivares de arroz Nippon Bare (variedade japOnica que possui seu genoma
sequénciado) e IRGA 417 (variedade indica desenvolvida pelo IRGA e umas das mais
cultivadas no estado do RS), além da cultivar de aveia URS 22, desenvolvida pelo

programa de Melhoramento Genético de Aveia da UFRGS.

4.2 Semeadura e tratos culturais

A semeadura para os testes com plantulas foi feita em copos plasticos contendo
terra preta peneirada. Em cada copo foram semeadas dez sementes. Os genotipos foram
dispostos em um delineamento experimental inteiramente ao acaso, com trés repetigoes.
Apoés a emergéncia as plantulas foram desbastadas de modo que restassem apenas cinco
plantulas em cada copo. As plantulas foram mantidas em camara climatizada a
temperatura de 22°C + 2°C e com fotoperiodo de 16h durante todo o periodo de
desenvolvimento do experimento.

Para os testes com planta adulta, foram semeadas dez sementes em potes
plasticos com capacidade para 5L. Apds a semeadura fez-se o desbaste, mantendo
apenas cinco plantas por pote. No estadio de cinco folhas, fez-se a aplicagdo de uréia na
dose recomendada (equivalente a 230 kg/ha) para o bom desenvolvimento nutricional

®

das plantas. As plantas foram mantidas em camara de crescimento Menoncin~ com

temperatura de 18°C e umidade relativa do ar de 70%.
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4.3 Inoculo e inoculagéo

A raga B56, correspondente a sigla MFP-CT pelo codigo internacional Prt
(Long & Kolmer, 1989) de P. triticina foi utilizada na inoculacdo das plantas por
induzir reagdes diferenciadas nos genotipos de trigo a serem utilizados. Para preparo do
indculo, fez-se uma suspensio de uredosporos em 4gua destilada contendo Tween 20
(0,01%), na concentragio de 10° a 10° esporos/ml.

Quando a primeira folha das plantulas estava totalmente expandida, dez dias
apods a semeadura, procedeu-se a inoculagdo na face adaxial das folhas. O arroz, por ter
o desenvolvimento inicial atrasado em relag@o as outras culturas, foi inoculado quando
estava com trés folhas, cerca de trés semanas apos a semeadura. Desta forma, sempre se
procedeu o plantio de arroz em periodo anterior aos outros cereais para que a época de
inoculacdo coincidisse. Apos a inoculacdo as plantulas foram incubadas em camara
umida, no escuro, com umidade relativa proxima a saturagao, por 18h.

Em plantas adultas procedeu-se a inoculagdo quando a folha bandeira estava
totalmente expandida. Apos a inoculagao, as plantas foram incubadas através do mesmo
procedimento utilizado em plantulas. Decorrido o periodo de incubacdo, foram
mantidas em ambiente climatizado (cAmara Menoncin®), com condi¢des controladas de
temperatura e umidade, até o aparecimento dos sintomas (12 a 15 dias apds a
inoculacdo), para garantir que a inoculagdo tenha sido efetiva, além de prover material

para analise macroscopica.

4.4 Amostragem
Foram coletados segmentos da regido mediana da folha com cerca de 1,5 cm de
comprimento de cada um dos genoétipos testados. Cada plantula foi considerada uma

amostra. Em plantas adultas, fez-se a coleta de segmentos de folhas bandeiras oriundas
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de plantas distintas. As amostras consistiram de trés repetigdes. As coletas foram
realizadas nos intervalos de tempo de 6, 12, 18, 36, 48, 72, 96, 120 ¢ 240h apos a
inoculagdo (hai). Os horarios de coleta variaram conforme cada ensaio, portanto, nem
todos os ensaios contaram com todos os horarios citados acima. Foi considerado como

tempo Oh o momento em que as plantas foram colocadas no escuro.

4.5 Quantificacdo dos componentes histologicos de resisténcia a ferrugem
da folha do trigo em hospedeiros e ndo-hospedeiros

4.5.1 Coloracéo e exame microscopico

4.5.1.2 Eventos infectivos iniciais em genotipos hospedeiros

Para avaliagdo dos eventos infectivos iniciais de P. triticina, referentes aos
tempos 6, 12 e 18 hai, segmentos de folhas na fase de planta adulta dos genétipos
Toropi e BRS 194, foram coletados e fixados através de um procedimento que dificulta
a remocao dos esporos da superficie das folhas (Roderick & Thomas, 1997). De acordo
com esta metodologia, segmentos de folha com cerca de 1,5 cm foram coletados e
dispostos com a superficie adaxial (inoculada) voltada para cima, em placas de Petry
contendo papel filtro embebido (4 mL) de etanol:4cido acético glacial (3:1). A solugdo e
o papel filtro foram trocados diariamente até que as amostras estivessem totalmente
descoloridas, cerca de 96h apds a coleta, quando foram transferidas para placas
contendo papel filtro embebido em 4gua destilada e esterilizada (5 mL) pelo periodo de
2h, a fim de remover o excesso da solu¢do descolorante ¢ amaciar as folhas.
Posteriormente, as amostras foram dispostas em placas contendo papel filtro embebido
em lactoglicerol (5 mL) e foram armazenadas em geladeira.

Destes segmentos, foram separadas trés amostras que foram coradas através de

aspersao, com uma fina névoa do corante Trypan blue (0,1 %). As amostras foram
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montadas em uma gota de lactoglicerol, cobertas com uma laminula e seladas com
esmalte.

A avaliacdo dos eventos infectivos iniciais foi realizada em microscopio
Olympus BX41. Foram quantificadas as estruturas fungicas formadas pelos esporos
depositados sobre as folhas: esporos germinados, apressorios desenvolvidos sobre os
estomatos (ASEs), apressorios desenvolvidos nas células da epiderme (ACEs), vesiculas
sub-estomatais (VSEs), hifas infectivas (HFs), células-mae-de haustorios (CMHs) e
haustérios (Hs) nos aumentos de 200 e 400x. As estruturas foram fotografadas com uma
camera Sony P200, diretamente na ocular do microscopio.

Este método foi utilizado apenas nos horarios iniciais, pois ndo permitiu uma
boa visualizacdo das estruturas fingicas no interior dos tecidos em horarios mais
avan¢ados da infeccdo. Para avaliacdo dos eventos infectivos intermediarios e finais,
houve uma re-adequagdo da metodologia, permitindo uma melhor clarificagdo dos
tecidos e consequentemente, melhor visualizagdo das estruturas infectivas de P.

triticina.

4.5.1.3 Eventos infectivos intermediarios e finais
Foram considerados eventos intermediarios os presentes em 48 hai e finais os

presentes em 120 hai e 240 hai.

4.5.1.3.1 Avaliacgdes na fase de plantula

Para avaliacdo dos eventos infectivos intermediarios e finais de P. triticina,
foram coletados segmentos foliares de plantulas dos gendtipos BRS 194, BRS 195,
URS 22, IRGA 417 e Nippon Bare em 48, 120 e 240 hai. Os segmentos de folhas foram

clareados e fixados por 24h em uma solugdo de etanol:cloroférmio (3:1 v/v) e acido
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tricloro-acético (0,15%). Decorridas as 24h, os segmentos foram armazenados em uma
solugdo de glicerol 50% para posterior coloracdo. A coloragdo foi feita por aquecimento
(90 a 100°C) em solugdo de Trypan blue 0,03% em lactofenol:etanol (1:2 v/v) durante 5
min. Apds, as amostras foram imersas em solugdo saturada de cloral hidrato (5:2 p/v)
por pelo menos 48h, para clareamento (retirada do excesso de corante dos cloroplastos).
As amostras coloridas com Trypan blue foram submetidas a série de etanol 80% (30
min), 90% (30 min) e 100% (2 vezes de 30 min) para a desidratagdo e coradas com uma
solugdo saturada de 4cido picrico (2%) em metil salicilato durante 5 min.
Posteriormente, as amostras foram imersas em metil salicilato por 15 min (MacBryde,
1936). Os segmentos foliares corados foram montados com a superficie adaxial voltada
para cima em metil salicilato, cobertos com uma laminula e selados com uma camada
de esmalte.

Nestas avaliagdes, foram quantificadas as estruturas fungicas formadas pelos
esporos depositados sobre as folhas: esporos germinados, apressérios desenvolvidos
sobre os estomatos (ASEs), vesiculas sub-estomatais (VSEs), hifas infectivas (HFs),
células-mae-de haustérios (CMHs) e haustérios (Hs). Além disto, verificou-se a
presenga de colonias formadas (caracterizadas pelo crescimento de hifas intercelulares e
formag¢dao de haustorios) e de tecido esporogénico (precursor dos esporos), nos
aumentos de 200 ¢ 400x. Quando necessario, utilizou-se o aumento de 1000x. As
estruturas foram fotografadas com uma camera Sony P200, diretamente na ocular do

microscopio.

4.5.1.3.2 Avaliacgdes na fase de planta adulta
As avaliagdes em planta adulta seguiram exatamente a mesma metodologia

descrita para as andlises em plantulas (iten 4.5.1.3.1). A diferenca consiste nos
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genotipos utilizados, j& que neste caso introduziram-se os genotipos de trigo Toropi e

Lr9. Toropi ndo foi testada na fase de plantula, pois sua resisténcia somente se

manifesta na fase de planta adulta. A cultivar de aveia URS 22 nao foi testada na fase de

planta adulta, pois os ensaios onde ela estava inserida foram perdidos devido a falhas na

caAmara Menoncin®.

4.5.2 Analise dos dados

As estruturas formadas pelo fungo nos diferentes genotipos foram quantificadas

e suas proporgdes foram calculadas em cada um dos horarios de coleta da seguinte

forma:

Propor¢ao de esporos germinados: (nimero de esporos germinados/
namero de esporos observados) x 100;

Propor¢ao de apressorios formados sobre estomatos (ASEs): (numero de
ASEs/ntimero de esporos germinados) x 100;

Propor¢ao de vesiculas sub-estomatais (VSEs) formadas: (nimero de
VSEs/nimero de ASEs) x 100;

Propor¢do de células-mae-de-haustérios (CMHs): (numero de
CMHs/ntimero de VSEs) x 100;

Proporg¢ao de haustorios (Hs): (numero de Hs/nimero de CMHs) x 100;
Propor¢ao de colonias estabelecidas: (nimero de colonias/nimero Hs) x
100

Propor¢ao de coldnias associadas a formagdo de tecido esporogénico
(mamero de coldnias com tecido esporogé€nico/nimero de colonias

estabelecidas) x 100.
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Com o calculo destas varidveis foram construidos graficos para ilustrar o
desenvolvimento das estruturas do fungo e da evolucdo do processo infeccioso de
maneira sequencial. Nestes graficos o tempo (horas ap6s a inoculagao) foi considerado
como abscissa e a propor¢do das estruturas fingicas formadas em cada geno6tipo como
variavel dependente.

Em 240 hai foram feitas analises qualitativas e ndo quantitativas devido a intensa
colonizacdo dos tecidos, o que dificultou a contagem de estruturas fingicas.

Os dados de proporcdes de esporos germinados, ASEs, VSEs, CMHs, HFs, Hs,
formacdo de colonias e tecido esporogénico foram analisados pelo teste de »* e
submetidos a analise de varidncia em nivel de 5% de significancia. As pressuposi¢des
teoricas da analise de variancia foram testadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As
varidveis que ndo apresentaram distribuicdo normal (P<0,05) foram transformadas pelo
arcoseno da raiz quadrada ou coseno da raiz quadrada. O modelo utilizado incluiu o
fator gendtipo como efeito fixo e a repeticdo como efeito aleatorio, dentro de cada hora
apds a inoculagdo. Quando detectadas diferencas entre os genotipos, efetuou-se a
comparagdo de médias pelo teste Tukey em nivel de 5% de significancia. As variaveis
foram estudadas por meio do programa estatistico SAS v. 8.0 (SAS Institute Inc. Cary,

NC, USA).

4.6 Avaliacdes histolégicas e histoquimicas das reacdes de resisténcia a
ferrugem da folha do trigo em hospedeiros e ndo-hospedeiros
4.6.1 Histopatologia e respostas de defesa
A quantificagdo das estruturas fungicas permitiu a determinagdo do grau de
desenvolvimento fingico em cada gendtipo e a identificacdo de respostas de resisténcia,

quando presentes. Nas amostras preparadas para as analises histologicas em 48 e 120h
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apo6s a inoculacao, também foram avaliadas:

a)

b)

Ocorréncia de morte celular nas células do hospedeiro associadas as
tentativas de colonizagdo: foram quantificados os locais de infecg¢dao por P.
triticina associados com células intensamente coradas com Trypan blue, ja
que este corante possui afinidade por tecidos vegetais mortos (van Wees,
2008). A propor¢do de tentativas de colonizagdo associadas a morte celular
foi calculada pela divisdo do ntimero de tentativas de colonizagdo com morte
celular pelo numero total de tentativas avaliadas;

Formagdo de papilas na parede celular do hospedeiro: a ocorréncia de
papilas foi verificada em microscopia de contraste de fases e caracterizada
pelo acimulo de aposigdes intensamente brilhantes na parede celular do
hospedeiro, quando em contado com hifas do fungo (Niks, 1986; Bender et
al., 2000). A proporcao de formagao de papilas foi obtida da mesma forma a

qual se avaliou a ocorréncia de morte celular.

4.6.2 Histolocalizacdo de compostos autofluorescentes

Para a andlise da presenga de compostos autofluorescentes associados as

tentativas de colonizag@o e ou colonias, foram testados na fase de plantula os gendtipos

BRS 194, BRS 195, URS 22, IRGA 417 e Nippon Bare, nos horarios 48 ¢ 120 hai. Na

fase de planta adulta foram testados os gendtipos BRS 194, Toropi e Lr9 em 36 hai e

BRS 194, Toropi, Lr9, BRS 195, IRGA 417 e Nippon Bare, em 48 ¢ 120 hai. Nestas

analises as amostras foram fixadas e clareadas conforme metodologia descrita no iten

4.5.1.3.1, mantidas em cloral hidratado por pelo menos 48h para clarificar ainda mais os

tecidos e montadas em glicerol 50%. As avaliagdes foram feitas em microscopio

Olympus BX 41, sob luz azul epifluorescente (com auxilio de filtros de excitagdo U-
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MWB2 GPF: 450-480 nm e filtros de barreira BA515: 500 nm). Foram avaliadas 50
unidades de infec¢do que consistiram de pelo menos um esporo + ASE quanto a
presenca ou auséncia de células do hospedeiro com autofluorescéncia. A propor¢ao de
unidades de infec¢ao associadas a producao de compostos autofluorescentes foi
calculada das seguintes formas:
e Propor¢do de unidades de infeccdo associadas a producdo de compostos
autofluorescentes/numero de unidades infectivas (esporo + ASE) x 100;
e Proporcdo de unidades de infec¢do associadas a producao de compostos
autofluorescentes/nimero de unidades infectivas penetrantes (com

formagao de VSEs) x 100.

4.6.3 Histolocalizagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para visualizacao da producao de espécies reativas de oxigénio, trés amostras de
cada gendtipo, em fase de plantula e planta adulta, foram coletadas em 24, 48, 72, 96 ¢
120 hai e imersas em uma solucdo de DAB 0,1% (3,3’-diaminobenzidine-4 HCl) em
agua acidificada (pH 3,8). Imediatamente apds a imersdao na solucdo de DAB, as
amostras foram infiltradas a vacuo por cerca de 5 min. Decorrido este tempo, as
amostras foram mantidas sob luz durante 30 min e transferidas para o escuro por Sh.
Posteriormente, fez-se a fixagdo e clareamento das amostras como citado no iten
4.5.1.3.1. As amostras foram montadas em glicerol 50% e avaliadas sob microscopia de
luz, no microscopio Olympus BX 41.

Em cada amostra foram quantificados o ntiimero de esporos germinados, de
ASEs e de VSEs. De acordo com Jagger et al. (2011), consideram-se como tentativas de
penetragdo os locais onde se formaram ASEs e penetracdes de sucesso os locais onde se

formaram VSEs. As propor¢des dos eventos de germinacdo e penetracdo foram
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calculadas da mesma forma citada no iten 4.5.2. A propor¢do de tentativas de
penetracao associadas a producao de ROS foi calculada pela divisao do niumero destas

pelo total de tentativas x 100.

4.6.4 Analise dos dados

Os dados de propor¢des de colonias com morte celular, formagao de papila e
presenca de células autofluorescentes foram analisados pelo teste de y*. A discriminacio
entre proporg¢des foi realizada pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade, utilizando
o Programa SAS, versao 8.0. (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).

A investigacdo da ocorréncia de associacdo entre as variaveis foi calculada
através do coeficiente de correlagdo de Pearson (p), onde foram analisadas: a formagao
de colonias e tecido esporogénico, a propor¢do de tentativas de penetracao associadas a
morte celular, producdo de compostos autofluorescentes, de espécies reativas de
oxigénio e de papilas, 48 e 120 hai. Foram considerados significativos os coeficientes
que apresentaram no teste ¢, nivel de 5%; P < 0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do Programa SAS, versao

8.0. (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).

4.6.5 Andlises histopatoldgicas em microscopia espectral confocal

As andlises em microscopia confocal foram realizadas no Centro de Microscopia
Eletronica da UFRGS, localizado no Campus do Vale. Para tal, amostras dos gendtipos
BRS 194, BRS 195, URS 22, Irga 417 e Nippon Bare, na fase de plantula, coletadas 120
hai, foram fixadas e clareadas conforme descrito no iten 4.5.1.3.1 e armazenadas em
glicerol 50%. Posteriormente, passaram por uma lavagem em etanol 50% durante 15

min (2 x), foram incubadas em NaOH 0,5 M por 30 min e enxaguadas em agua
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destilada por trés vezes. Apos, as amostras foram incubadas em solucao tampao Tris-
HC1 0,1 M (pH 5,8) durante 30 min, a partir de onde se fez a coloracdo com Uvitex 2B
0,1% (w:v) no mesmo tampao, por 5 min. As amostras foram entdo lavadas quatro
vezes em agua destilada (10 min por lavagem) e montadas em glicerol 50%. A
observagao foi feita em microscopio confocal Olympus FluoView 1000 (com excitagao
pela combinagdo de lasers de comprimento de onda entre 405 e 473 nm). A
fluorescéncia emitida pelas amostras foi restringida aos comprimentos de onda de 460 —
470 nm e 510 — 530 nm, a fim de capturar a maxima fluorescéncia emitida pelo corante
e de alguns compostos de defesa produzidos pelas plantas, respectivamente. Este tipo de
microscopia permite a obtencdo de imagens tridimensionais das colonias e estruturas

fingicas.

4.7 Exame macroscopico
O tipo de infec¢do produzido foi avaliado 15 dias apds a inocula¢do. Foram
avaliadas as reagdes macroscopicas, através da visualizacdo dos sintomas e sinais,
conforme escala especifica (Tabela 1), onde foram considerados resistentes os gendtipos
com reacdo 0, ;, 1 e 2 (e suas variagdes para mais ou menos) € suscetiveis aqueles com
tipo de infeccdo 3 e 4 (e suas variagdes para mais ou menos) (Roelfs ez al., 1992).
Para classificar o tipo de resisténcia de nao-hospedeiro, levou-se em conta os
critérios descritos por Heath (2000) e Oh ef al. (2006), onde:
e Resisténcia do tipo 1 — sem producao de sintomas ou sinais visiveis;
e Resisténcia do tipo 2 — associada com RH rapida e localizada e algum

sinal visivel da infec¢do pelo patogeno.
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TABELA 1. Reacao, tipo de infeccao e sintomas de Puccinia triticina sobre a primeira
folha de trigo (Roelfs et al., 1992). Porto Alegre, RS. 2011.

Reacdo Tipo de infeccdo Sintomas

0 Nenhuma ptistula ou outro sinal macroscépico de infeccao

; Sem pustulas, com pequenos pontos clordticos ou necréticos

(hipersensibilidade)
R
| Pustulas diminutas, circundadas por clorose/ necrose
2 Pustulas pequenas a médias, freqiientemente circundadas por clorose ou
necrose
3 Pustulas médias, que podem estar associadas com clorose
S
4 Pustulas grandes, sem clorose

R= Resisténcia; S=suscetibilidade



5 RESULTADOS

5.1 Quantificacdo dos componentes histoldgicos de resisténcia a ferrugem

da folha do trigo em hospedeiros e ndo-hospedeiros

5.1.1 Coloracgao e exame microscopico

5.1.1.2 Eventos infectivos iniciais em gendtipos hospedeiros

A fim de verificar diferencas nos eventos infectivos iniciais entre os genotipos
de trigo Toropi, possuidor de resisténcia parcial e BRS 194, suscetivel a P. triticina, na
fase de planta adulta, foram feitas coletas de folhas bandeiras em 6, 12 ¢ 18 horas ap6s a
inoculacdo (hai).

As 6 hai grande parte dos esporos de P. triticina ja havia formado tubos
germinativos. A orientagdo do crescimento dos tubos germinativos foi
preferencialmente no sentido perpendicular as nervuras das folhas (Figura 3). No
entanto, muitos tubos germinativos cresceram em sentido aleatério. Embora o
comprimento dos tubos germinativos ndo tenha sido uma varidvel avaliada neste
trabalho, percebeu-se que estes podem variar de curtos a muito longos.

A taxa de germinagdo de esporos depositados sobre as folhas, na fase de planta
adulta, foi similar entre os gendtipos Toropi e BRS 194. Houve diferenca na taxa de
germinagdo de esporos apenas entre os horarios testados (P=0,0222). A germinagao foi
superior a 60% em todos os horarios (6, 12 e 18 hai), com maior expressividade e

uniformidade em 18 hai. A partir de 12 hai verificou-se uma maior homogeneidade de
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germinagdo, proxima a 80% em ambos os genotipos (Figura 4). A proporcao de esporos
germinados ndo possibilitou diferenciar o genotipo com resisténcia parcial do genotipo

suscetivel.

FIGURA 3. Esporos de Puccinia triticina germinados na superficie de folha da cultivar
de trigo BRS 194, com orientagdo do crescimento no sentindo
perpendicular a nervura das folhas. A= 200x. Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 4. Propor¢ao de esporos de Puccinia triticina germinados sobre folhas de
genotipos de trigo resistente e suscetivel, 6, 12 e 18 horas apos a
inoculacdo, na fase de planta adulta. Porto Alegre, RS. 2011.
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A formacdo de apressorios iniciou-se 6 hai (Figura 5). Ambos os gendtipos
apresentaram um aumento gradativo na taxa de formacdo de apressorios sobre
estomatos (ASEs) no decorrer do tempo. A menor propor¢do de formagao de ASE foi
de 5,4%, em Toropi, 6 hai.

As 18 hai houve a maior diferencia¢io de ASEs (P=0,0046). Em BRS 194 esta
taxa foi de cerca de 30% e em Toropi de 17%. Porém, esta diferenciagdo ndo foi
suficiente para separar os genotipos em duas classes distintas (Figura 6).

Além da formacao de ASEs, houve uma alta taxa de formacao de apressorios nas
células da epiderme de ambos os genoétipos (Figura 7). Esta taxa variou de 10 — 40% dos
apressorios formados, no entanto, estes apressorios ndo foram inseridos na contagem
para realizagdo dos célculos de propor¢des apresentados, visto que o fungo so6 penetra

na planta quando forma apressorios sobre os estdmatos.

FIGURA 5. Desenvolvimento de apressorio de Puccinia triticina na cultivar de trigo
BRS 194, na fase de planta adulta, 6 hai. A= 400x. Porto Alegre, RS.
2011.
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FIGURA 6. Propor¢do de apressorios de Puccinia triticina formados sobre estdmatos
de gendtipos de trigo resistente e suscetivel, 6, 12 e 18 horas apds a
inoculacdo, em relagdo ao niimero de esporos germinados, na fase de
planta adulta. Porto Alegre, RS. 2011.

FIGURA 7. Desenvolvimento de apressorio de Puccinia triticina em célula da
epiderme da cultivar de trigo BRS 194, na fase de planta adulta, 6 hai. A=
400x. Porto Alegre, RS. 2011.
As vesiculas sub-estomatais (VSEs) foram visualizadas a partir de 12 hai. Neste
momento, foram verificadas as primeiras diferengas significativas entre os gendtipos

(P=0,0039). Em BRS 194, 12 hai, 46% dos ASEs diferenciaram VSEs enquanto que em

Toropi a taxa de formagdo de VSEs foi de 11%. As 18 hai, BRS 194 apresentou uma
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taxa de formacdo de ASEs de 52% enquanto que em Toropi este valor foi proximo da

metade (24%) (Figura 8).
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FIGURA 8. Propor¢ao de vesiculas sub-estomatais de Puccinia triticina formadas em
gendtipos de trigo resistente e suscetivel, 6, 12 e 18 horas apds a
inoculagdo, em relagdo ao numero de apressorios formados sobre
estomatos, na fase de planta adulta. Porto Alegre, RS. 2011.

As hifas infectivas (HFs) foram diferenciadas somente 18 hai (Figura 9). Em
Toropi houve uma menor diferenciagdo de HFs (20%) que em BRS 194, onde 66% das

VSE:s diferenciaram HFs (P=0,0001) (Figura 10).

FIGURA 9. Desenvolvimento de vesicula sub-estomatal (VSE) e hifa infectiva (HF)
de Puccinia triticina na cultivar de trigo Toropi, na fase de planta adulta,
18 hai. A=400x. Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 10.

Propor¢dao de hifas infectivas de Puccinia triticina formadas em
gendtipos de trigo resistente e suscetivel, 6, 12 e 18 horas apds a
inoculacdo, em relagdo ao numero de vesiculas sub-estomatais formadas,
na fase de planta adulta. Porto Alegre, RS. 2011.

As 18 hai, 32% das HFs diferenciaram células-mée-de-haustérios (CMHs) em

BRS 194 (Figuras 11 e 12). Em Toropi ndo foram observadas CMHs neste mesmo

tempo.

De acordo com os resultados obtidos neste primeiro experimento que avaliou os

horarios iniciais de infeccdo por P. triticina, acredita-se que a resisténcia de Toropi a

ferrugem da folha do trigo ocorra ja no inicio do processo de interacao planta-patdégeno,

sendo expressa mais efetivamente a partir formagao de VSEs produzidas pelo fungo.

Desta forma, a diferenciacdo de todos os eventos infectivos que ocorrem posteriormente

a formacao desta estrutura sao reduzidos de forma sequencial.
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FIGURA 11. Desenvolvimento de hifa infectiva (HF) e de célula-mae-de-haustério
(CMH) de Puccinia triticina na cultivar de trigo BRS 194, na fase de
planta adulta, 18 hai. A= 400x. Seta indica a CMH. Porto Alegre, RS.

2011.
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FIGURA 12. Proporcao de células-mae-de-haustorios de Puccinia triticina formadas
em genoétipos de trigo resistente e suscetivel, 6, 12 e 18 horas apos a
inoculacdo, em relagdo ao nimero de hifas infectivas formadas, na fase
de planta adulta. Porto Alegre, RS. 2011.

5.1.1.3 Eventos infectivos intermediarios e finais

5.1.2 AvaliacGes na fase de plantula

As analises, na fase de plantula, dos eventos infectivos intermediarios e finais
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envolvidos na infec¢do por P. triticina visaram identificar possiveis diferencas na
resposta de resisténcia de espécies de Poaceae ndo-hospedeiras da ferrugem da folha do
trigo. Para tal, foram quantificadas as estruturas fungicas formadas e as respostas de
resisténcia dos gendtipos de trigo (BRS 194), de aveia (URS 22), cevada (BRS 195) e
arroz (Irga 417 e Nippon Bare), em 48, 120 e 240 hai.

Em 48 hai a propor¢ao de esporos germinados diferiu entre os gendtipos testados
(P=0,0309). O genoétipo de aveia, URS 22, apresentou a maior propor¢ao de esporos
germinados (92%), seguido de BRS 195 (cevada) e BRS 194 (trigo). Os genotipos de
arroz (Irga 417 e Nippon Bare) foram os que apresentaram as menores proporgdes de
germinagdo, 77 e 66%, respectivamente. Em 120 hai esta propor¢do foi similar entre os
genotipos, variando de 85% (em URS 22 e BRS 195) até 65%, em Nippon Bare
(P=0,2132) (Figura 13). Em média, a propor¢do de esporos germinados foi similar nos
genotipos de trigo, aveia e cevada e apresentou-se reduzida nos genotipos de arroz

(Tabela 2).
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FIGURA 13. Propor¢ao de esporos de Puccinia triticina germinados sobre folhas de
diferentes espécies de Poaceae, em 48 e 120 horas ap6s a inoculagdo,
na fase de plantula. Porto Alegre, RS. 2011.
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TABELA 2. Germinacao de esporos de Puccinia triticina sobre folhas de diferentes
espécies de Poaceae, na fase de plantula, em 48 e 120 hai. Porto
Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194 URS 22 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
Horério (trigo) (aveia) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 90 ab* 92,1a 89,79 ab 76,56 ab 62,5b
120 hai 84,15 a 85,45 a 85,43 a 73,07 a 65a
Médias 87,075 88,775 87,61 74,815 63,75

CVv=11,19%
*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

Tanto em 48 como em 120 hai, houve diferen¢a significativa na proporcao de
apressorios formados sobre estomatos (P= 0,0159 e 0,0002, respectivamente). Em 48
hai, BRS 194 e BRS 195 apresentaram proporgdes bem similares de ASEs (51%),
enquanto que em URS 22 esta proporcao foi proxima da metade (27%). Os gendtipos
Irga 417 e Nippon Bare apresentaram as menores taxas de formacdo de ASE (12%). Em
120 hai, as maiores propor¢des de formagdo de ASEs também foram observadas em
BRS 194 (66%) e BRS 195 (57%), seguidas por URS 22 (45%), Irga 417 (16%) e
Nippon Bare (4%) (Figura 14). Em média, a taxa de formacao de ASEs foi similar entre

trigo e cevada, intermediaria em aveia e reduzida em arroz (Tabela 3).
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FIGURA 14. Propor¢do de apressorios de Puccinia triticina formados sobre
estomatos de diferentes espécies de Poaceae, em 48 e 120 horas apos a
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inoculagdo, em relacdo ao numero de esporos germinados, na fase de
plantula. Porto Alegre, RS. 2011.

TABELA 3. Diferenciacdo de apressorios de Puccinia triticina sobre estdmatos de
diferentes espécies de Poaceae, na fase de plantula, em 48 e 120 hai.
Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194 URS 22 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
Horario (trigo) (aveia) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 51,85 a* 27,14 ab 51,13 a 12,24 ab 12b
120 hai 65,88 a 44,68 ab 56,81 a 15,78 be 3,84c
Médias 58,865 35,91 53,97 14,01 7,92

CVv=122,81%

*Meédias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

Em 48 hai, a propor¢ao de VSEs formadas nao diferiu significativamente entre
os genotipos, variando de 33 a 76% (P=0,5139). Em 120 hai, a propor¢do de VSEs foi
similar entre BRS 194 ¢ URS 22, intermediaria em BRS 195 e reduzida em Irga 417 e
Nippon Bare (P=0,0187) (Figura 15 e Tabela 4).

Considerando-se a média de formacao de VSEs em cada genotipo, percebe-se
que a maior propor¢do ocorreu em BRS 194 (83%), seguido de URS 22 (70%) e BRS
195 (58%). As menores propor¢des foram visualizadas em Irga 417 e Nippon Bare, com
42 e 17%, respectivamente.

Houve um amarelecimento bem caracteristico abaixo dos ASEs formados nos
genotipos de arroz Irga 417 e Nippon Bare, em 120 e 240 hai. O desenvolvimento de
estruturas infectivas de P. triticina foi limitado nestes gendtipos, sendo paralisado apos
a formacao de VSEs, geralmente bem pequenas (Figuras 16 e 17). Nos gendtipos BRS
195 (cevada) e URS 22 (aveia) as VSEs formadas e que ndo deram origem a outras
estruturas fungicas geralmente apresentaram tamanho menor do que as VSEs
observadas em BRS 194, nos mesmos horarios. Muitas destas VSEs apresentaram um

aspecto de deterioragao.
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FIGURA 15. Propor¢ao de vesiculas sub-estomatais de Puccinia triticina formadas
em diferentes espécies de Poaceae, em 48 e 120 horas apos a inoculagao,
em relagdo ao niumero de apressorios formados sobre estomatos, na fase
de plantula. Porto Alegre, RS. 2011.

TABELA 4. Diferenciacdo de vesiculas sub-estomatais de Puccinia triticina em
diferentes espécies de Poaceae, na fase de plantula, em 48 e 120 hai.
Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194 URS 22 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
Horério (trigo) (aveia) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 76,19 a* 68,42 a 75,55 a 50a 33,33 a
120 hai 89,28 ab 71,42 ab 40 be 33,33 ¢ 0d
Médias 82,73 69,92 57,77 41,66 16,66

CVv=17,11%

*Médias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

FIGURA 16. Formacgao de vesicula sub-estomatal de Puccinia triticina em folhas de
arroz, 48 hai, em fase de plantula. a) Irga 417 e b) Nippon Bare. A=
400x. Apressorio sobre estomato= ASE; vesicula sub-estomatal= VSE.
Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 17. Amarelecimento de células do mesoéfilo de arroz decorrente da formacgao
de apressorios de Puccinia triticina sobre estdomatos, em fase de
plantula. a) Irga 417, 120 hai, A= 400x e b) Nippon Bare, 240 hai, A=
200x. Apressorio sobre estomato= ASE; vesicula sub-estomatal= VSE.
Porto Alegre, RS. 2011.

Os genotipos diferiram quanto a propor¢ao de HFs formadas (Figura 18). Em 48
hai, BRS 194 ¢ URS 22 apresentaram taxas similares, de 75 e 69%, respectivamente.
Em BRS 195 esta taxa foi de 47%, enquanto que em arroz, nenhuma HF foi formada
(P=0,0029). Em 120 hai, BRS 194 apresentou a maior taxa de formacao de HFs (96%),
seguido de BRS 195 (65%) e URS 22 (53%). Novamente, ndo se verificaram HFs nos

genotipos de arroz (P=0,0005) (Tabela 5).
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FIGURA 18. Propor¢do de hifas infectivas de Puccinia triticina formadas em
diferentes espécies de Poaceae, em 48 e 120 horas apds a inoculagao, em
relacdo ao numero de vesiculas sub-estomatais formadas, na fase de
plantula. Porto Alegre, RS. 2011.
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TABELA 5. Diferenciagdo de hifas infectivas de Puccinia triticina em diferentes
espécies de Poaceae, na fase de plantula, em 48 e 120 hai. Porto Alegre,

RS. 2011.
Gendtipo
BRS 194 URS 22 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare

Horario (trigo) (aveia) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 75 a* 69,23 a 47,05 ab 0b

120 hai 96 a 53,33 a 65a 0b
Médias 85,5 61,3 56,03 0

CVv=17%

*Médias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

A maior propor¢ao de HFs que originaram CMHs foi verificada em BRS194, em

ambos os horarios (95-100%) (Figura 19). Em URS 22 a proporcao variou de 66-100%

e em BRS 195 de 41-77%. Nos gendtipos de arroz ndo se verificou a formagdo destas

estruturas. A propor¢ao de CMHs formadas aumentou entre 48 ¢ 120 hai, reduzindo as

diferencas entre os genotipos (P=0,0470 e P=<0,001, respectivamente) (Tabela 6).
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FIGURA 19. Proporcao de células-mae-de-haustorios de Puccinia triticina formadas
em diferentes espécies de Poaceae, em 48 ¢ 120 horas apos a inoculagao,
em relagdo ao nimero de hifas infectivas formadas, na fase de plantula.

Porto Alegre, RS. 2011.
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TABELA 6. Diferenciacdo de células-mae-de-haustérios de Puccinia triticina em
diferentes espécies de Poaceae, na fase de plantula, em 48 e 120 hai.
Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194 URS 22 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
Horario (trigo) (aveia) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 95,83 a* 66,66 ab 40,62 b Oc Oc
120 hai 100 a 100 a 76,92 a 0b 0b
Médias 97,92 83,33 58,77 0 0

CVv=15,91%

*Médias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

A formagao de haustorios foi observada somente nos genotipos BRS 194 e BRS
195, em ambos os horarios. No entanto, a taxa de formac¢ao diferiu entre estes, tanto em
48 hai (P=0,0003) como em 120 hai (P=<0,0001). Em BRS 194 a taxa variou de 91-
100%, enquanto que em BRS 195 ndo ultrapassou 10%. Nos genoétipos de aveia e arroz

nao se observou a formacao de haustorios (Figura 20 e Tabela 7).
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FIGURA 20. Propor¢ao de haustorios de Puccinia triticina formados em diferentes
espécies de Poaceae, em 48 e 120 horas apos a inoculagdo, em relagdo
ao numero de células-mae-de-haustorios formadas, na fase de plantula.
Porto Alegre, RS. 2011.



60

TABELA 7. Diferenciacdo de haustorios de Puccinia triticina em diferentes espécies
de Poaceae, na fase de plantula, em 48 e 120 hai. Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194 URS 22 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
Horario (trigo) (aveia) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 91,3a 0b 7,69 b 0b 0b
120 hai 100 a 0b 10 b 0b 0b
Médias 95,6 0 8,8 0 0

CV=30%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

Em 120 hai, 92% dos haustérios observados estiveram associados a colonias de
P. triticina estabelecidas, com intenso crescimento de hifas intercelulares. Este valor
ndo necessariamente se refletird no nimero de pustulas observadas, visto que mais de
um haustério compde uma pustula.

A partir do numero de colonias estabelecidas, calculou-se a propor¢do de
formacao de tecido esporogénico. Este tecido foi identificado pela diferencia¢do do
micélio de P. triticina dentro dos tecidos do hospedeiro, que tem seu volume
aumentado, originando células vacuolizadas que se diferenciam em esporos imaturos e
maduros, em fase anterior ao rompimento da epiderme (Figura 21).

Em BRS 194, 18% das colonias estabelecidas 120 hai apresentaram a formacao
de tecido esporogénico. Os demais genotipos ndo apresentaram nenhuma colonia neste
horario tampouco, tecido esporogénico (Figura 22).

A infecgdo por P. triticina foi paralisada em momentos distintos em cada espécie
de Poaceae testada na fase de plantula. Essa diferenciagdo temporal e espacial na
resisténcia ¢ representada na Figura 23.

A partir dos dados obtidos no experimento com plantulas, foram construidos
graficos que apresentam a reducdo sequencial na formacao de estruturas de P. triticina,
bem como, o nimero potencial de colonias estabelecidas, considerando que 1000

esporos se depositem sobre as folhas das diferentes espécies de Poaceae (Figuras 24, 25
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e 26). O namero de coldnias foi calculado considerando-se 25% do niimero de CMHs

formadas, visto que estas podem originar mais de um haustério. Além disso, diferentes

haustorios compdem uma unica colénia em plantas suscetiveis.

FIGURA 21.

20 pm

Formacgao de tecido esporogénico de Puccinia triticina no mesofilo do
gendtipo de trigo BRS 194, na fase de plantula, 120 horas apds a
inoculacdo. A seta indica a diferenciagdo de tecido esporogénico. A=
400x. Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 22.

Proporcao de colonias de Puccinia triticina estabelecidas e de formagao
de tecido esporogénico, 120 horas ap6s a inoculacdo, na fase de plantula.
Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 23. Restricdo da infec¢do por Puccinia triticina em diferentes espécies de

Poaceae, na fase de plantula. As setas indicam em que momento a
infecgdo foi paralisada. Apressorio sobre estdmato= ASE; vesicula sub-
estomal= VSE; hifa infectiva= HF; célula-mae-de-haustétio= CMH;

haustorio= H. Porto Alegre, RS. 2011.

1000 1000

1000

400

Numero de eventos infectivos reduzidos
sequencialmente

H Trigo

Arroz

58

0
.

Esporos Germ ASE VSE

depositados
Eventos infectivos

N hipotético
de col6nias

FIGURA 24. Numero potencial de colonias de Puccinia triticina formadas em espécie

hospedeira (trigo) e ndo-hospedeira (arroz),

sequencialmente aos eventos infectivos,

na fase de plantula, restritas
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2011.
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FIGURA 25. Numero potencial de colonias de Puccinia triticina formadas em espécie
hospedeira (trigo) e ndo-hospedeira (aveia), na fase de plantula, restritas
sequencialmente aos eventos infectivos, a partir de um numero
hipotético de 1000 esporos depositados por planta. Porto Alegre, RS.
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FIGURA 26. Numero potencial de colonias de Puccinia triticina formadas em espécie
hospedeira (trigo) e ndo-hospedeira (cevada), na fase de plantula,
restritas sequencialmente aos eventos infectivos, a partir de um nimero
hipotético de 1000 esporos depositados por planta. Porto Alegre, RS.
2011.
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5.1.3 Avaliages na fase de planta adulta

Apos ser feita a analise da reagdo histologica nos horarios iniciais da infecgao
por P. triticina das cultivares Toropi ¢ BRS 194, foram feitas analises em horarios mais
avangados da infec¢do. Nestas analises, incluiram-se os geno6tipos: Lr9 (trigo), BRS 195
(cevada), Nippon Bare ¢ Irga 417 (arroz). Lr9 ¢ uma linhagem isogénica portadora do
gene de resisténcia qualitativa Lr9, desta forma, foi considerada uma testemunha para a
reacgdo de resisténcia total, baseada em hipersensibilidade. Os demais genotipos foram
inseridos para avalia¢do da reacdo de resisténcia de nao-hospedeiros na fase de planta
adulta.

Em 48 hai, a proporc¢ao de esporos germinados sobre as folhas ndo diferiu entre
os distintos genoétipos, sendo em média, de 55% (P=0,1604) (Figura 27). Em 120 hai os
genotipos diferiram quanto a propor¢ao de esporos germinados, com uma taxa maxima

de 80%, em BRS 194 ¢ minima de 31,8%, em Nippon Bare (P=0,0205) (Tabela 8).
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FIGURA 27. Propor¢ao de esporos de Puccinia triticina germinados sobre folhas de
diferentes espécies de Poaceae, em 48 e 120 hai, na fase de planta
adulta. Porto Alegre, RS. 2011.
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TABELA 8. Germinagao de esporos de Puccinia triticina sobre folhas de diferentes
espécies de Poaceae, 48 e 120 hai, na fase de planta adulta. Porto Alegre,

RS. 2011.
Genotipo
BRS 194 Toropi Lr9 BRS 195 Irga4l7 Nippon Bare
Horario (trigo) (trigo) (trigo) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 65,7 a* 64,8 a 47.1a 51,6 a 45.1a 57,9 a
120 hai 80,1a 57,1ab 58,3ab 709ab 41 ab 31,8b
Médias 72,9 61 52,7 61,3 43,1 44,8

CV=19,19%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

Houve diferenca significativa entre os gendtipos quanto a propor¢do de esporos
germinados que formaram ASEs em 48 (P<0,0001) e 120 hai (P= 0,0182). A taxa de
formagao de ASEs foi similar entre os gendtipos BRS 194 e Lr9 em ambos os horarios
(Figura 28). Em Toropi a taxa de formacao de apressorios manteve-se constante entre os
diferentes horarios, permanecendo em torno de 7,5%. As menores taxas foram
observadas em nao-hospedeiros, destacando-se o gendtipo de arroz Nippon Bare, onde
nao foi verificada a formagao de ASEs (Tabela 9).

A exemplo do que foi verificado para a taxa de germinagio de esporos, houve
aumento na formagdo de ASEs no decorrer do tempo, o que leva a crer que nem todos
os esporos germinam e formam apressOrios nas primeiras horas apds a inoculagdo.
Alguns esporos tém seu desenvolvimento atrasado e diferenciam tubos germinativos
varias horas apds o contato com a folha. O mesmo parece ocorrer com esporos que

diferenciam apressorios posteriormente.
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FIGURA 28. Propor¢ao de apressorios de Puccinia triticina formados sobre estomatos

de diferentes espécies de Poaceae em 48 e 120 hai,

em relacdo ao

numero de esporos germinados, na fase de planta adulta. Porto Alegre,

RS. 2011.

TABELA 9. Diferenciacdo de apressorios de Puccinia triticina sobre estdmatos de
diferentes espécies de Poaceae, 48 e 120 hai, na fase de planta adulta.
Porto Alegre, RS. 2011.

Gendtipo
Toropi Lr9 BRS 195 Irga417 Nippon Bare
Horério (trigo)  (trigo) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 7,5 be 17 a 1,6 ¢ 34c¢
120 hai 7,7ab  328a 4.8 ab 9,5 ab
Médias 7,6 24,4 3,2 6,5
CV=4,64%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

Os genotipos diferiram em relagdo ao nimero de VSEs formadas em 48

(P=0,0073) e 120 hai (P=0,0008). Em 48 hai, os gendtipos com maior propor¢ao de

VSEs diferenciadas foram BRS 194 (55%) e BRS 195 (50%). Toropi e Lr9

apresentaram uma propor¢ao similar, proxima de 20%, enquanto que nos gendtipos de

arroz nao foram verificadas VSEs (Figura 29). A taxa apresentada por BRS 195 foi

superestimada, pois apenas dois ASEs foram formados, sendo que um deles diferenciou

VSE.
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As 120 hai, BRS 194 e Toropi apresentaram propor¢des similares de VSEs,
proximas de 35%. O destaque foi Lr9, com 81% dos ASEs diferenciando VSEs. Neste

horario, ndo houve diferenciagao de VSEs nos genotipos nao-hospedeiros (Tabela 10).
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FIGURA 29. Propor¢do de vesiculas sub-estomatais de Puccinia triticina formadas
em diferentes espécies de Poaceae, em 48 e 120 hai, em relagdo ao
numero de apressorios formados sobre estomatos, na fase de planta
adulta. Porto Alegre, RS. 2011.

TABELA 10. Diferenciacdo de vesiculas sub-estomatais de Puccinia triticina em
diferentes espécies de Poaceae, 48 e 120 hai, na fase de planta adulta.
Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194  Toropi Lr9 BRS 195 Irga4l7 Nippon Bare
Horério (trigo) (trigo) (trigo)  (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 55,87a* 21,24ab 23,54 ab 50a 0b 0b
120 hai 35,67b 33,33 b 81,81 a Oc Oc Oc
Médias 46 27 53 25 0 0

CV=7,55%

*Médias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

Em 48 hai, Lr9 apresentou a maior taxa de formagdo de HFs (50%), seguido de
BRS 194 (26%) e Toropi (14%) (P=0,0008) (Figura 30). As 120 hai, a diferenca na taxa
de formacao de HFs entre os gendtipos também foi significativa (P=0,0040). Em BRS

194 e Lr9 a propor¢ao de VSEs que diferenciaram HFs foi superior a 80%. Nos demais
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genotipos nao houve a formagao de HFs (Tabela 11).
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FIGURA 30. Propor¢do de hifas infectivas de Puccinia triticina formadas em
diferentes espécies de Poaceae, em 48 ¢ 120 hai, em relagdo ao numero

de vesiculas sub-estomatais formadas, na fase de planta adulta. Porto
Alegre, RS. 2011.

TABELA 11. Diferenciagdo de hifas infectivas de Puccinia triticina em diferentes
espécies de Poaceae, 48 e 120 hai, na fase de planta adulta. Porto Alegre,

RS. 2011.
Genotipo
BRS 194  Toropi Lr9 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
Horério (trigo) (trigo)  (trigo)  (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 26,3 ab* 143 b 50 a 0b 0b 0b
120 hai 833a 0b 88,9 a 0b 0b 0b
Meédias 54,8 7,1 69,4 0 0 0

CV=2573%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

A auséncia de HFs em Toropi (120 hai) pode ser atribuida & amostragem. Como
a taxa de formacao desta estrutura parece ser pequena neste gendtipo, ¢ provavel que as
amostras analisadas ao acaso em 120 hai ndo apresentaram formacao de HFs. Ainda,
algum composto produzido pela planta pode estar atuando na desintegragdo desta
estrutura em horarios mais avangados da infec¢ao.

A formacdo de células-mae-de-haustérios (CMHs) s6 ocorreu nos genotipos
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BRS 194 e Lr9 (Figura 31). Em 48 hai, a taxa foi superior em Lr9 (100%) do que em
BRS194 (60%) (P=0,0261). Em 120 hai, ambos os genétipos apresentaram taxas de

diferenciagdo de CMHs superiores a 90% (P=0,0001) (Tabela 12).
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FIGURA 31. Proporcao de células-mae-de-haustorios de Puccinia triticina formadas
em diferentes espécies de Poaceae, em 48 e 120 hai, em relagdo ao
numero de hifas infectivas formadas, na fase de planta adulta. Porto
Alegre, RS. 2011.

TABELA 12. Diferenciagdo de células-mae-de-haustérios de Puccinia triticina em
diferentes espécies de Poaceae, 48 ¢ 120 hai, na fase de planta adulta.
Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194  Toropi Lr9 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
Horario (trigo) (trigo)  (trigo) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 60 ab* 0b 100 a 0b 0b 0b
120 hai 96,4 a 0b 93,8a 0b 0b 0b
Médias 78 0 97 0 0 0

CV=24,43%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

A propor¢io de CMHs que diferenciaram haustorios foi similar entre os
gendtipos BRS 194 e Lr9 (Figuras 32 e 33). Em 48 hai, Lr9 apresentou uma taxa de
100%, enquanto que em BRS 194 esta taxa foi de 67% (P<0,0001). Em 120 hai, 98%

das CMHs observadas em BRS 194 diferenciaram haustorios. Em Lr9 esta taxa foi de
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87%. Nos demais gendtipos ndo foram observados haustorios (P<0,0001) (Tabela 13).
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FIGURA 32. Propor¢do de haustorios de Puccinia triticina formados em diferentes
espécies de Poaceae, em 48 ¢ 120 hai, em relagdo ao nimero de células-

mae-de-haustorios formadas, na fase de planta adulta. Porto Alegre, RS.
2011.

TABELA 13. Diferencia¢ao de haustorios de Puccinia triticina em diferentes espécies
de Poaceae, 48 e 120 hai, na fase de planta adulta. Porto Alegre, RS.

2011.
Genotipo
Horario BRS_, 194 T0|_’opi L'r9 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
(trigo) (trigo) (trigo) (cevada) (arroz) (arroz)

48 hai 67 a* 0b 100 a 0b 0b 0b

120 hai 98,1 a 0b 86,7 a 0b 0b 0b
Médias 82 0 93 0 0 0

CV=23%

*Médias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

Em BRS 194, 240 hai, 88% dos haustérios observados estiveram associados a
coldnias de P. triticina estabelecidas, com intenso crescimento de hifas intercelulares.
Em Toropi, esta taxa foi de apenas 16% (Figura 34).

A diferenciacao de tecido esporogénico na fase de planta adulta foi observada
somente em 240 hai. Em plantulas esta diferenciacdo ocorreu em 120 hai. Acredita-se

que este atraso seja em decorréncia da estrutura dos tecidos, visto que em planta adulta
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a epiderme ¢ mais rigida e coridcea, podendo ser menos permissiva do que em
plantulas.

No genotipo suscetivel BRS 194, 240 hai, 32% das colonias haviam diferenciado
tecido esporogénico, em contraste com apenas 9% das colonias, em Toropi.

O genotipo de trigo Lr9 nao apresentou formacao colonias, tampouco de tecido
esporogénico. Da mesma forma, nenhum dos genotipos nao-hospedeiros diferenciou

estas estruturas no interior de seus tecidos.

FIGURA 33. Colonizagao dos tecidos por Puccinia triticina no genétipo de trigo BRS
194, na fase de planta adulta, 120 hai. a) Hifas intercelulares, células-
mae-de-haustorios (CMHs) e haustérios, A= 400x; b) Célula do
mesofilo contendo haustério em seu interior, A=1000x. Porto Alegre,
RS. 2011.
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FIGURA 34. Propor¢do de colonias de Puccinia triticina estabelecidas e associadas a
formagdo de tecido esporogénico, 240 hai, na fase de planta adulta.
Porto Alegre, RS. 2011.

As amostras coletadas do genoétipo de trigo Toropi, 240 hai, incluiram segmentos
de tecido de regides com e sem a presenga de pustulas. Pdde-se perceber que nas
regides de Toropi em que as pustulas sdo formadas, a diferenciacdo de estruturas
fingicas ocorre de forma similar ao que ¢ observado no gendtipo suscetivel BRS 194,
com intenso crescimento de hifas intercelulares e diversos haustérios. J& nas regides da
folha em que ndo sdo observadas pustulas, algumas tentativas de infeccdo estdo
associadas a morte celular. Houve ainda, a observa¢do de locais com presenca de
diversas hifas e sem a formacdo de haustorios (Figura 35). Porém, grande parte das
tentativas observadas parece ser paralisada nas fases iniciais do processo infeccioso, em
um mecanismo de resisténcia pré-haustorial.

Com base nos resultados observados neste experimento, percebe-se que o0s
gendtipos de trigo BRS 194 e Lr9 comportam-se de forma similar até a formacao de
haustorios, embora um possua suscetibilidade e outro resisténcia a raca de P. triticina
utilizada no estudo. Isto ocorre porque a resisténcia de Lr9 € pos-haustorial e por isso,

até que os haustdrios sejam formados no interior dos tecidos da planta, o gendtipo ¢ tao
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permissivo ou mais permissivo que BRS 194.

A partir da formacao de hifas infectivas, o genotipo de trigo Toropi apresentou
comportamento similar ao observado nos genotipos nao-hospedeiros. Nestes genodtipos,
tanto em plantulas como em planta adulta, o principal mecanismo de resisténcia parece
ser pré-haustorial, restringindo a diferenciagdo de estruturas infectivas de P. triticina no

decorrer do tempo.

FIGURA 35. Micélio de Puccinia triticina na camara sub-estomatica do gendtipo de
trigo Toropi, na fase planta adulta, 240 hai. Corte de regido sem
pustulas. A=1000x. Porto Alegre, RS. 2011.

A infec¢do por P. triticina foi paralisada em momentos distintos em cada espécie
de Poaceae testada na fase de planta adulta. Houve ainda, diferenga no momento em que
a resisténcia foi efetiva nos gendtipos de trigo com resisténcia especifica (Lr9) e nao-
especifica a racas (Toropi). Essa diferenciacdo temporal e espacial na resisténcia ¢
representada na Figura 36.

De acordo com os resultados obtidos no experimento com plantas adultas, foi

construido um grafico que apresenta a reducdo sequencial na formacdo de estruturas

infectivas de P. triticina, bem como, o numero potencial de coldnias estabelecidas,
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considerando que 1000 esporos se depositem sobre as folhas de um genoétipo suscetivel
de trigo e outro com resisténcia parcial. O numero de colonias foi calculado

considerando-se 25% do nimero de CMHs formadas (Figura 37).
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FIGURA 36. Restricao da infeccdo por Puccinia triticina em diferentes espécies de
Poaceae, na fase de planta adulta. As setas indicam em que momento a
infec¢do foi paralisada. Apressorio sobre estdmato= ASE; vesicula sub-
estomal= VSE; hifa infectiva= HF; célula-mae-de-haustotio= CMH;
haustorio= H. Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 37. Numero potencial de colonias de Puccinia triticina formadas em
genotipo suscetivel e com resisténcia parcial, na fase de planta adulta,
restritas sequencialmente aos eventos infectivos, a partir de um niimero
hipotético de 1000 esporos depositados por planta. Porto Alegre, RS.
2011.

5.2 AvaliacOes histoldgicas e histoquimicas das reacdes de resisténcia a
ferrugem da folha do trigo em hospedeiros e ndo-hospedeiros
5.2.1 Histopatologia e respostas de defesa
a) Ocorréncia de morte celular associada a tentativas de colonizagdo
Nos mesmos experimentos onde foram quantificados os eventos infectivos
envolvidos no processo de colonizagdo por P. triticina, foram feitas observagdes da
presenca ou auséncia de morte celular associada as tentativas de colonizagdo, nas fases
de plantula e planta adulta. Nestes testes, as células mortas foram identificadas, pois
coraram intensamente com 7rypan blue, enquanto as demais células adquiriram uma
coloracao levemente azulada.
a.a) Plantulas

Houve diferenca significativa entre os genotipos quanto a ocorréncia de morte

celular em 48 (P=0,0184) e 120 hai (P=0,0007). No gendtipo de cevada BRS 195 houve
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a ocorréncia de morte celular em 20% das tentativas de penetra¢do por P. triticina, 48
hai. No genotipo de aveia URS 22, em 7,7% dos locais onde houve contato da CMH
com a parede celular da planta, verificou-se uma coloracao azul mais intensa quando
comparada com outras células, porém, bem localizada, nao caracterizando a morte da
célula como um todo (Figura 38).

Em 120 hai, 80% das tentativas de coloniza¢do em cevada estiveram associadas
com morte celular. Em aveia, o que se verificou foi um amarelecimento nos locais de
contato entre CMH e célula hospedeira, mas sem a ocorréncia de morte celular. Nos

demais gendtipos testados ndo houve ocorréncia de morte celular (Figura 39 e Tabela

14).

FIGURA 38. Morte celular em resposta a tentativa de colonizagdo por Puccinia
triticina, na fase de plantula, 48 hai. a) Cevada BRS 195, A= 200x ¢ b)
aveia URS 22, A= 400x. MC= morte celular. Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 39. Propor¢ao de tentativas de colonizagdo de Puccinia triticina associadas
com a ocorréncia de morte celular em 48 e 120 hai, na fase de plantula.

Porto Alegre, RS. 2011.

TABELA 14. Ocorréncia de morte celular em resposta a tentativa de infec¢do por
Puccinia triticina em diferentes espécies de Poaceae, 48 e 120 hai, na
fase de plantula. Porto Alegre, RS. 2011.

Gendtipo
BRS 194 URS 22 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
Horario (trigo) (aveia) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 7,7 ab 19,1 a 0b
120 hai 0b 80 a 0b
Médias 3,8 49,5 0
CV=4,38%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

As 240 hai o gendtipo de trigo BRS 194 apresentou diversas pustulas e intensa

colonizacdo dos tecidos. A area ocupada pela colonia, definida aqui como o conjunto de

hifas intercelulares e demais estruturas fungicas produzidas, geralmente excedeu a area

ocupada pela pustula (sinal visivel da infec¢do pelo patdgeno). Em alguns locais houve

a ocorréncia de células com morte celular associadas a estas pustulas. No entanto, estas

foram consideradas efeito da doenga e ndo uma reacao de resisténcia.

No genétipo de cevada BRS 195 também foram visualizadas algumas pustulas.

Porém, estas foram de tamanho diminuto, pouco maiores que o tamanho de um
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estomato e, muitas vezes, ndo sendo visiveis a olho nu no momento da coleta. Foi
observada também, a ocorréncia de células intensamente coradas com 7rypan Blue ao
redor das pustulas, o que caracteriza a morte celular nas mesmas (Figura 40).

Dentre os genotipos testados na fase de plantula, apenas BRS 195 (cevada)

apresentou morte celular como mecanismo de resisténcia a P. triticina (P=0,0017).

FIGURA 40. Pustulas de Puccinia triticina associadas a morte celular, formadas no
genotipo de cevada BRS 195, na fase de plantula, 240 hai. A= 200x.
Porto Alegre, RS. 2011.
a.b) Planta adulta

Nas observagdes realizadas em 48 e 120 hai, a formagdo de CMHs ¢ haustorios
ocorreu apenas nos genoétipos de trigo BRS 194 e Lr9. Dentre os genotipos que
formaram estas estruturas, somente Lr9 apresentou morte celular (Figura 41) e esta
esteve presente em todas as células onde se formaram haustorios (P=<0,0001).

A formagdo de CMHs e haustorios ndo foi observada no genétipo de trigo
Toropi (amostras analisadas em 48 e 120 hai). No entanto, sabe-se que estas estruturas
estavam presentes, visto que algumas pustulas sao formadas. Mesmo sem a visualizagao
destas estruturas em 120 hai, tanto em 120 como em 240 hai houve a ocorréncia de

morte celular associada a cerca de 37% das tentativas de colonizagdo (Figuras 42 e 43).
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Esta pode ser considerada uma morte celular tardia, visto que diferiu temporalmente da

morte celular observada em Lr9, que ocorre logo apos a formacao de haustorios.

FIGURA 41. Morte celular em decorréncia da formagao de haustérios no gendtipo de
trigo Lr9, na fase de planta adulta. a) Célula do mesofilo com haustério
em seu interior, intensamente corada com 7rypan Blue, 48 hai, A= 400x;
b) Células do mesofilo com morte celular, 120 hai, A= 200x. Porto
Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 42.

Propor¢ao de tentativas de colonizagdo de Puccinia triticina associadas
com a ocorréncia de morte celular em 48 e 120 hai, na fase de planta
adulta. Porto Alegre, RS. 2011.
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TABELA 15. Ocorréncia de morte celular em resposta a tentativa de infeccdo por
Puccinia triticina em diferentes espécies de Poaceae, 48 e 120 hai, na fase
de planta adulta. Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
Horario BRS_ 194 To_ropi L_r9 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare
(trigo) (trigo) (trigo) (cevada) (arroz) (arroz)
48 hai 0 b* 0b 100 a 0b 0b 0b
120 hai 0b 37 ab 100 a 0b 0b 0b
Médias 0 19 100 0 0 0
CV=10%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

Estomato

FIGURA 43. Morte celular em resposta a tentativa de coloniza¢do por Puccinia
triticina no gendtipo de trigo Toropi, na fase de planta adulta, 240 hai. a)
Esporo com apressorio sobre estdmato (ASE), vesicula sub-estomatal
(VSE) e morte celular em A= 200X e b) A= 400x. Porto Alegre, RS.
2011.
b) Formacéo de papilas na parede celular do hospedeiro
b.a) Plantulas
O unico genodtipo a formar papila nos locais de contato da CMH de P. triticina
com a parede celular da célula hospedeira foi URS 22 (aveia) (P=0,0004) (Figura 44).

Em 48 hai, houve formacao de papilas em 16,7% das células hospedeiras em contato

com CMHs enquanto que em 120 hai esta propor¢do aumentou para 75% (Figura 45).
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FIGURA 44. Formacgao de papila em célula do mesofilo do genotipo de aveia URS 22
em resposta a tentativa de penetragcdo por Puccinia triticina, na fase de
plantula. a) Sem contraste de fases e b) com contraste de fases, 120 hai,
A= 1000x. Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 45

. Propor¢do de tentativas de colonizagdo de Puccinia triticina associadas
com a formacdo de papilas, em 48 e 120 hai, na fase de plantula. Porto

Alegre, RS. 2011.

b.b) Planta adulta

Nos genotipos testados na fase de planta adulta, ndo se observou a formacao de

papilas.
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5.3 Histolocalizagio de compostos autofluorescentes

Nas andlises para a presenca de compostos autofluorescentes nas células
hospedeiras em resposta as tentativas de infeccdo por P. triticina foram consideradas
duas situagdes. A primeira, relacionando a presenca de autofluorescéncia com o total de
ASEs. Em uma segunda situacdo, se considerou a presenga de autofluorescéncia,
relacionando-a com pelo menos a formagdo de VSEs. Esta diferenciacdo foi feita
porque nem todos os ASEs deram origem a VSEs e a fluorescéncia poderia ocorrer
somente quando a VSE fosse formada. Quando houve a formag¢do de VSE foi
considerado que houve sucesso na penetragao.

Os esporos depositados sobre as folhas e os apressorios foram levemente

fluorescentes.

a) Plantulas

Quando foi considerada a formagdo de ASEs em 48 hai, houve diferenca na
propor¢do de células autofluorescentes associadas a tentativas de penetragdo. Porém,
esta ndo ultrapassou 42% (P=0,0093). No entanto, considerando-se pelo menos a
formagao de VSEs, esta propor¢do aumentou em todos os gendtipos nao-hospedeiros,
variando de 60-100% (P<0,0001). Isto leva a crer que a penetragdo na camara sub-
estomatal, caracterizada pela formagdo de VSE, foi o fator principal a desencadear a
producao destes compostos (Figura 46).

No gendtipo hospedeiro (BRS 194) a propor¢do de células com
autofluorescéncia nao diferiu ao considerar as diferentes estruturas. Mesmo em células
com formagdo de haustérios ndao houve produgdo expressiva de compostos
autofluorescentes. Na maioria dos locais onde houve autofluorescéncia, esta foi fraca e

somente o estomato apresentava fluorescéncia.
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Em aveia (URS 22) houve um expressivo aumento da propor¢do quando foi
considerada a formagao de VSEs, porém, a autofluorescéncia foi fraca e mais localizada
nos estomatos. No genotipo de cevada (BRS 195) 60% das tentativas de colonizac¢do
com formagdo de VSEs estiveram associadas a producdo de compostos
autofluorescentes (Tabela 16). Neste genotipo, a fluorescéncia foi bem marcada, com
diversas c¢lulas autofluorescentes.

Nos gendtipos de arroz Irga 417 e Nippon Bare houve a produg¢ao de compostos
autofluorescentes em 72 ¢ 100%, respectivamente, dos locais com formagdo de VSEs.
Esta fluorescéncia concentrou-se logo abaixo dos estdomatos penetrados, ao redor da
VSE.

Em 120 hai houve maior produg¢do de compostos autofluorescentes em
comparagdo com 48 hai. Neste horario, praticamente todas as penetracdes estiveram
associadas com alguma fluorescéncia de células, até mesmo no genotipo hospedeiro
BRS 194 (P=0,0758). No entanto, em BRS 194 apenas o estdmato apresentou
fluorescéncia.

Dentre os genétipos ndo-hospedeiros, a aveia foi a que apresentou a
fluorescéncia mais fraca. Esta esteve presente em todos os estdmatos penetrados,
porém, foi restrita ao estomato e algumas vezes, a VSE. Em cevada e arroz, além da alta
associagdo de estomatos penetrados com fluorescéncia, esta foi forte e geralmente
envolveu mais de uma célula. As células do mesoéfilo de arroz sdo menores em relagao
aos outros cereais, por isso, em termos de area, a autofluorescéncia das mesmas foi mais
restrita. O gendtipo ndo-hospedeiro com maior produgdo de compostos
autofluorescentes em resposta a infeccdo por P. triticina foi cevada (Figura 47). Neste,
quando os segmentos foram observados em microscopia de luz, mesmo sem nenhum

corante, era possivel visualizar o amarelecimento das células. Quando observadas em
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luz epifluorescente, estas se mostravam altamente fluorescentes.
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FIGURA 46. Proporcao de células com autofluorescéncia associadas a tentativas de
penetragdo e colonizagdo de Puccinia triticina, em 48 ¢ 120 hai, em
diferentes espécies de Poaceae, na fase de plantula. ASE= apressorio
sobre estomato, VSE= vesicula sub-estomatal. Porto Alegre, RS. 2011.

TABELA 16. Ocorréncia de autofluorescéncia em resposta a tentativa de infeccao por
Puccinia triticina em diferentes espécies de Poaceae, 48 e 120 hai, na
fase de plantula. ASE= apressorio sobre estomato, VSE= vesicula sub-
estomatal. Porto Alegre, RS. 2011.

Fluorescéncia

ASE VSE

Genotipo 48 hai 120 hai 48 hai 120 hai

BRS 194 (trigo) 10 b* 46 b 14,28 b 82,14 a
URS 22 (aveia) 28 ab 84 a 100 a 100 a
BRS 195 (cevada) 42 a 100 a 60 a 100 a
Irga 417 (arroz) 32 ab 88 a 72,72 a 100 a
Nippon Bare (arroz) 28 ab 48 b 100 a 100 a

CV=24,82% CV=24,48%

*Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.
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50 um

50 pm

FIGURA 47. Produgdo de compostos autofluorescentes por diferentes espécies de
Poaceae, em resposta a tentativa de infecgao por Puccinia triticina, 120
hai, na fase de plantula. a) Trigo BRS 194, A= 400x, b) Aveia URS 22,
A= 400x, c) Cevada BRS 195, A= 200x e d) Arroz Irga 417, A= 200x.
Setas indicam a autofluorescéncia. Porto Alegre, RS. 2011.
b) Planta adulta

Na fase de planta adulta, 36 hai, houve a associag¢do de células autofluorescentes
em 41% das tentativas de infec¢do por P. friticina em Lr9 e 27% em Toropi. Em BRS
194 nd3o foram observadas células autofluorescentes. Estes resultados permitiram
separar os gendtipos em trés grupos distintos (P<0,0001).

Em 48 hai, considerando-se a formacdo de ASEs, apenas os genotipos de trigo
Toropi e Lr9 apresentaram células autofluorescentes (Tabela 17). Em 120 hai, BRS 194
e BRS 195 apresentaram uma baixa propor¢ao de células autofluorescentes associadas
as tentativas de penetragdo. Esta foi fraca e restrita ao estdbmato onde se formou o

apressorio, ndo ultrapassando 4% das tentativas avaliadas. Nos genotipos de arroz nao

foi observada autofluorescéncia de células (P<0,0001).
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Ao analisar a formagao de VSEs (considerando que a penetracao tenha ocorrido
com sucesso nestes casos) verificou-se um aumento na propor¢dao de células
autofluorescentes associadas a tentativas de colonizagdo (Figura 48). Em 48 hai, nos
genotipos Toropi e Lr9 esta proporcao foi de 89 e 100%, respectivamente. Em 120 hai,
BRS 194 apresentou leve fluorescéncia em 11% dos estomatos penetrados, enquanto
que em Toropi e Lr9 a taxa de células autofluorescentes associadas foi de 100%
(P<0,0001). Em ambos os genoétipos a fluorescéncia foi bem marcada, com varias
células apresentando a producdo de compostos autofluorescentes (Figura 49).

Em cevada, apesar da alta propor¢ao em 120 hai, a taxa de formagdo de VSEs
foi baixa, nos poucos locais onde ocorreu a formagdo desta estrutura, houve uma leve
fluorescéncia do estdmato penetrado. Nos gendtipos de arroz ndo se verificou a

formac¢ao de VSEs, tampouco autofluorescéncia.
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FIGURA 48. Propor¢ao de células com autofluorescéncia associadas a tentativas de
penetracdo e colonizacdo de Puccinia triticina, em 48 e 120 hai, em
diferentes espécies de Poaceae, na fase de planta adulta. ASE=
apressorio sobre estomato, VSE= vesicula sub-estomatal. Porto Alegre,
RS. 2011.



87

TABELA 17. Ocorréncia de autofluorescéncia em resposta a tentativa de infeccao por
Puccinia triticina em diferentes espécies de Poaceae, 48 e 120 hai, na
fase de planta adulta. ASE= apressorio sobre estdomato, VSE= vesicula

sub-estomatal. Porto Alegre, RS. 2011.

Fluorescéncia

ASE VSE
Genotipo 48 hai 120 hai 48 hai 120 hai
BRS 194 (trigo) 0 b* 4¢ 0b 11,11 b
Toropi (trigo) 16 a 48 b 88,88 a 100 a
Lr9 (trigo) 14a 72 a 100 a 100 a
BRS 195 (cevada) 0b 2¢ 0b 100 a
Irga 417 (arroz) 0b Oc 0b 0b
Nippon Bare (arroz) 0b Oc 0b 0b
CV=14,50% CV=16,45%

*M¢édias seguidas por mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.

60 um

FIGURA 49. Produ¢do de compostos autofluorescentes por genotipos de trigo, em
resposta a tentativa de infeccdo por Puccinia triticina, 120 hai, na fase
de planta adulta. a) Toropi, A= 400x, b) Lr9, A= 400x Setas indicam a
autofluorescéncia. E= estomato. Porto Alegre, RS. 2011.
5.4 Histolocalizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
As amostras que reagiram positivamente com o corante DAB para o acumulo de
espécies reativas de oxigénio apresentaram uma coloragdo marrom abaixo dos

estomatos penetrados por P. triticina.

a) Plantulas

De certa forma, todos os gendtipos reagiram produzindo alguma quantidade de
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ROS (H;0;). No entanto, esta producao variou temporal e quantitativamente entre os
distintos genotipos (P<0,0001) (Tabela 16). De modo geral, os gendtipos nao-
hospedeiros de P. triticina, com excegao de URS 22 (aveia), foram os que apresentaram
a maior proporcao de tentativas de penetracdo associadas a produgdao de ROS (Figura
50).

O genotipo hospedeiro, BRS 194 apresentou uma propor¢ao sempre inferior a
36%, exceto em 96 hai, onde 55% das tentativas de penetragdo estiveram associadas a
produgdo de ROS. Neste genotipo, houve pouca produ¢do de ROS. Nos casos onde
houve a reacdo com DAB, esta foi fraca e localizada sobre o estomato. Em locais onde a
infec¢do foi paralisada, estendeu-se para a VSE.

Em URS 22 a propor¢do de reagdes positivas com DAB variou de 7-33%, sendo
que os picos de produgdo foram em 72 e 120 hai. A reagdo neste gendtipo foi mais
marcada que a reagdo de BRS 194, mas também restrita ao estobmato e algumas vezes,
ao apressorio formado.

No genotipo de cevada BRS 195, a propor¢ao de reacdo com DAB foi superior a
40% em todos os horarios testados. Os horarios com maior produ¢do de ROS foram 48
e 72 hai, sendo que a reagdo foi bem marcada em todos os horarios testados,
aumentando o niimero de células envolvidas (tamanho) no decorrer do tempo.

Nos gendtipos de arroz, Irga 417 e Nippon Bare, a propor¢do de reagdo com
DAB foi superior a 60% em todos os horarios testados. Nestes, a reacdo foi mais
marcada do que em URS 22 ¢ BRS 194. No entanto, mais restrita que a reagao de BRS

195 (Figura 51).
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FIGURA 50. Propor¢ao de tentativas de penetracdo de Puccinia triticina associadas
com a produgdo de espécies reativas de oxigénio, em diferentes espécies
de Poaceae e horas apos a inoculacgdo, na fase de plantula. Porto Alegre,
RS. 2011.

TABELA 18. Producdo de espécies reativas de oxigénio em resposta a tentativa de
infec¢do por Puccinia triticina em diferentes espécies de Poaceae e horas
apoés a inoculagdo, na fase de plantula. Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194 URS 22 BRS 195 Irga 417 Nippon Bare

Horério (trigo) (aveia) (cevada) (arroz) (arroz)
24 hai 36 ab* 8,33b 42,1 ab 100 a 77,77 ab
48 hai 18,18 b 20b 90,47 a 85,71 a 75 ab

72 hai 28,57 b 30b 83,33 a 66,66 ab 100 a

96 hai 54,54 ab 7,14 b 41,17 b 83,33 a 83,33 a
120 hai 11,11b 33,33b 52,38b 100 a 100 a
Médias 29,68 19,76 61,89 87,14 87,22

CV=18%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.



FIGURA 51. Producao de espécies reativas de oxigénio por diferentes espécies de
Poaceae em resposta a tentativa de infeccdo por Puccinia triticina, na
fase de plantula. a) Trigo BRS 194, 120 hai, A= 400x, b) Aveia URS 22,
120 hai, A=400x, ¢) Cevada BRS 195, 24 hai, A=200x, d) Cevada BRS
195, 120 hai, A= 200x, e) Arroz Irga 417, 120 hai, A= 400x ¢ f) Arroz
Nippon Bare, 120 hai, A= 400x. Setas indicam o esporo. Porto Alegre,
RS. 2011.

b) Planta adulta

Na fase de planta adulta foram testados apenas os gendtipos de trigo BRS 194,
Toropi e Lr9 e o genotipo de cevada BRS 195. Os demais gen6tipos niao foram testados
em razdo de problemas apresentados na camara climatizada, fazendo com que os
mesmos fossem perdidos.

A produgdo de ROS variou temporal e quantitativamente entre os genotipos
(P<0,0001) (Tabela 17). O gendtipo BRS 194, suscetivel a P. triticina, apresentou
produgdo de ROS em menos de 23% das tentativas de penetracdo observadas (Figura
52). Quando houve reagdo com DAB, esta foi fraca e localizada sobre os estomatos. Em
Toropi, gendtipo com resisténcia parcial, menos de 2% das tentativas de penetragdo
reagiram com DAB. A formac¢ao de ASEs ndo induziu a producao de ROS.

No genotipo com resisténcia qualitativa Lr9, nenhuma reacao foi observada em

24 hai. Porém, 48 hai, 38% das tentativas de penetracdo reagiram com DAB. Apds este
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horario a proporg¢ao reduziu para cerca de 5% das tentativas observadas.

O gendtipo de cevada BRS 195 reagiu com DAB em todos os horarios testados,
exceto 24 hai. Esta propor¢@o aumentou no decorrer do tempo, variando de 30%, em 48
hai, até 80%, em 120 hai. Neste genotipo a reagdo geralmente foi bem marcada e ndo

restrita ao estdmato (Figura 53).
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FIGURA 52. Propor¢ao de tentativas de penetracao de Puccinia triticina associadas
com a producdo de espécies reativas de oxigénio, em diferentes espécies
de Poaceae e horas apoOs a inoculagdo, na fase de planta adulta. Porto
Alegre, RS. 2011.

TABELA 19. Producdo de espécies reativas de oxigénio em resposta a tentativa de
infec¢do por Puccinia triticina em diferentes espécies de Poaceae e horas
apoés a inoculagdo, na fase de planta adulta. Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo
BRS 194 Toropi Lr9 BRS 195
Horério (trigo) (trigo) (trigo) (cevada)
24 hai 5,55 a* 1,31a Oa Oa
48 hai 0b 0b 375a 33,33 a
72 hai 15,71b Oc Oc 80 a
96 hai 0b 0b 7,14 b 71,42 a
120 hai 23,52b 0b 5,88 b 80 a
Médias 8,96 0,26 10,10 52,95

CV=13,4%

*M¢édias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey 5%.
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FIGURA 53. Produgdo de espécies reativas de oxigénio por diferentes espécies de
Poaceae em resposta a tentativa de infeccdo por Puccinia triticina, na
fase de planta adulta. a) Trigo BRS 194, 120 hai, A= 400x, b) Trigo
Toropi, 120 hai, A= 400x, ¢) Trigo Toropi 120 hai, A= 400x, d) Trigo
Lr9, 120 hai, A= 400x, e) Cevada BRS 195,120 hai, A= 200x. Setas
indicam o esporo. Porto Alegre, RS. 2011.

Os coeficientes de correlag@o entre as varidveis estudadas na fase de plantula e

planta adulta, nos horarios de 48 e 120 hai, sdo apresentados nas tabelas de 23-26

(Apéndice). Em plantulas, 48 hai, ndo houve forte correlagdo entre nenhuma das

variaveis testadas (Tabela 23). No entanto, em 120 hai a propor¢do de tecido

esporogénico e de coldnias foi correlacionada positivamente (p = 0,94), bem como, a

proporcao de tentativas de infeccdo com pelo menos formagao de VSEs apresentando

células autofluorescentes e a producdo ROS (p = 0,72). A presenca de tecido
esporogénico  correlacionou-se negativamente com a presenga de células

autofluorescentes em resposta a formagdo de ASEs (p = -0,62), com a presenga de

células autofluorescentes em resposta a formagdo de VSEs (p =-1), com a producao de
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ROS (p = -0,35), com ocorréncia de morte celular (p = -0,23) e com a formagao de
papilas (p = -0,24). Resultados similares foram observados para as correlagdes
envolvendo a presenca de coldnias estabelecidas e respostas de resisténcia (Tabela 25).

Em planta adulta, 48 hai, houve alta correlagdo entre a autofluorescéncia de
células em resposta a formagao de ASEs e VSEs (p = 0,99). Ainda, houve correlagao
positiva entre a presenga de células autofluorescentes em resposta a formagdo de VSEs
e morte celular (p = 0,69) (Tabela 24).

Em 120 hai houve correlagdo positiva entre producao de tecido esporogénico e
presenga de colonias (p = 0,85) e presenca de células autofluorescentes em resposta a
formagao de ASEs e morte celular (p = 0,96). A formagdo de colonias correlacionou-se
negativamente com a presenga de células autofluorescentes em resposta a formacao de
ASEs (p =-0,21), com a presenc¢a de células autofluorescentes em resposta a formagao
de VSEs (p =-0,32), com a produ¢ao de ROS (p =-0,16) e com a ocorréncia de morte
celular (p = -0,25). Resultados similares foram observados para as correlagdes
envolvendo a presenga de tecido esporogénico e as respostas de resisténcia (Tabela 26).

Uma sintese dos resultados de histopatologia ¢ das reagdes de resisténcia ¢

apresentada na Tabela 20.



TABELA 20. Sumarizagao dos eventos infectivos e reagdes de resisténcia em resposta a inoculagao por Puccinia triticina em diferentes
espécies de Poaceae, nas fases de plantula e planta adulta. Porto Alegre, RS. 2011.

Plantulas Planta adulta
Eventos infectivos e - - - - -
reagoes de Trigo Cevada Aveia Arroz Arroz Trigo Trigo Trido Toropi Cevada Arroz Arroz Nippon
resisténcia BRS 194 BRS 195 URS 22 Irga 417 Nippon Bare BRS 194 Lr9 Y P BRS 195 Irga 417 Bare
. 120 . 120 . 120 . 120 . . 48 120 . 120 . 120 . 120 . 120 . 120
48 hai . 48 hai . 48hai . 48 hai . 48hai 120 hai . . 48 hai . 48 hai . 48 hai . 48 hai . 48 hai -
hai hai hai hai hai hai hai hai hai hai hai
Germinagao - 4+ +++ -+ 4+ ++ 4+ 4+ A e e e e e e ++
Formacéo de
apressorio sobre R o e S e e o e S +++ +++ ++ ++ + R o o S e s ++ +++ + +++ + +++ - -
estdmato
Formacéo de
vesicula sub- B I e e e e e = G et - b b B s e et - - - - -
estomatal
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Os sinais de + conferem nogéo de intensidade. O sinal de — significa auséncia de producao e a barra (/) indica que o genotipo ndo foi avaliado para esta caracteristica. Desta forma, ++++ ¢ indicativo de alta producao.
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5.5 Andlises histopatoldgicas em microscopia espectral confocal

A microscopia confocal permite a obtencdo de imagens tridimensionais das
estruturas fungicas formadas no interior dos tecidos da planta. Estas analises
possibilitaram visualizar com clareza a diferenciacdo dos distintos eventos infectivos
envolvidos nas tentativas de infec¢ao por P. triticina em cada espécie de Poaceae.

Nos genétipos de arroz (Irga 417 ¢ Nippon Bare) a infecgdo é paralisada logo
ap6s a formacdo de VSEs. Em 48 hai hd uma evidente diferenciagdo nas estruturas
fungicas formadas entre o genotipo de aveia (URS 22) e o genotipo suscetivel BRS 194.

Em aveia a infecgdo ¢ paralisada logo ap6s a formacao de CMHs, enquanto que

em trigo, no mesmo horario, ja sdo formadas tanto HFs como CMHs (Figura 54).
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N

Tubo
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FIGURA 54. Estruturas infectivas de Puccinia triticina em microscopia confocal. a)
apressorio, vesicula sub-estomatal (VSE), hifa infectiva (HF) e célula
mae-de-haustorio (CMH) em aveia URS 22, 120 hai, A= 40x; b)
apressorio, vesicula sub-estomatal, hifas infectivas e células mae-de-
haustorios em trigo BRS 194, 48 hai, A= 20x. Porto Alegre, RS. 2011.

Em cevada (BRS 195) foi observada a diferenciagdo de estruturas até a formacao
de HFs. Associado a este crescimento fungico, notou-se a formagdo de compostos

autofluorescentes nos locais de penetragdo (Figura 55). Este resultado ¢ semelhante ao
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que foi observado nas analises para presenca de células autofluorescentes em
microscopia optica de epifluorescéncia (iten 5.3).

As 120 hai, BRS 194 apresentou intensa colonizagio dos tecidos por hifas
intercelulares, com formacao de diversos haustorios. Houve ainda, a formacao de tecido

esporogénico (Figuras 56 e 57).
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FIGURA 55. Estruturas infectivas de Puccinia triticina e produ¢do de compostos
autofluorescentes no gendtipo de cevada BRS 195, em microscopia
confocal. Apressorio, vesicula sub-estomatal (VSE), hifa infectiva (HF),
48 hai, A= 20x. Porto Alegre, RS. 2011.

Hifas
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FIGURA 56. Estruturas infectivas de Puccinia triticina no interior dos tecidos do
gendtipo de trigo BRS 194, em microscopia confocal. a) apressorio
sobre estdbmato (ASE), vesicula sub-estomatal (VSE) e intenso
crescimento de hifas intercelulares; b) Hifas intercelulares e haustoérios,
120 hai, A= 20x. Porto Alegre, RS. 2011.
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|
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FIGURA 57. Hifas intercelulares e tecido esporogénico de Puccinia triticina no
interior dos tecidos do genotipo BRS 194, em microscopia confocal, 120
hai, A= 40x. Porto Alegre, RS. 2011.
5.6 Exame macroscopico
a) Planta adulta

O exame macroscopico da reagdo dos genotipos foi efetuado 15 dias apos a
inoculacdo. Em planta adulta as avaliagdes foram realizadas em folha bandeira e as
reacdes fenotipicas variaram de suscetibilidade até resisténcia (Tabela 21).

Dentre os gendtipos hospedeiros, BRS 194 apresentou tipo de infecgdo
suscetivel a P. triticina, com formacao de pustulas grandes, geralmente ndo associadas a
clorose e distribuidas uniformemente por toda a lamina foliar. Em Toropi as pustulas
foram de suscetibilidade, com raros sinais de clorose. O gen6tipo Lr9 apresentou tipo de
infec¢cdo resistente, sem pustulas e com raros pontos clordticos de hipersensibilidade
(Figura 58).

Ha uma clara diferenciacdo na severidade de ferrugem da folha entre Toropi e
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BRS 194 (Figura 59). Esta reducdo certamente esta atrelada a menor permissividade de
Toropi ao fungo, explicita nas analises histologicas apresentadas neste trabalho.
Nos genotipos nao-hospedeiros (cevada e arroz) a reagdo foi de resisténcia do

tipo 1, ou seja, sem sinais visiveis de infec¢ao pelo patdogeno (Figura 60).

TABELA 21. Tipo de infec¢do® em genotipos hospedeiros e ndo-hospedeiros, na fase
de planta adulta, resultante de inocula¢des com Puccinia triticina. Porto
Alegre, RS. 2011.

Genotipo Tipo de infeccdo Fenotipo

BRS 194 34 Suscetivel
Toropi 3 Suscetivel (RPA)

Lr9 0; Resistente
BRS 195 0 Resistente (tipo 1)
Irga 417 0 Resistente (tipo 1)
Nippon Bare 0 Resistente (tipo 1)

*Tipo de infec¢ao segundo Roelfs et al., 1992 ¢ Oh et al., 2006.

FIGURA 58. Reacgdo fenotipica de distintos genotipos de trigo em resposta a
inoculacdo com Puccinia triticina, na fase de planta adulta, 15 dias apds
a inoculagdo. a) BRS 194, b) Toropi e c¢) Lr9. Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 59. Comparagdo da severidade apresentada por distintos genotipos de trigo
em resposta a inoculagdo com Puccinia triticina, na fase de planta
adulta, 15 dias ap6s a inoculagdo. a) Toropi € b) BRS 194. Porto Alegre,
RS. 2011.

FIGURA 60. Reagdo fenotipica de resisténcia de ndo-hospedeiro do tipo 1 em
resposta a inoculacdo com Puccinia triticina nos genotipos de cevada a)
BRS 195 e de arroz b) Irga 417 e c) Nippon Bare, na fase de planta
adulta, 15 dias apds a inoculag¢do. Porto Alegre, RS. 2011.
b) Plantulas
Na fase de plantula, o gendtipo de trigo BRS 194 foi o unico a apresentar reagao
fenotipica de suscetibilidade a P. triticina (Figura 61). Todas as outras espécies de

Poaceae testadas apresentaram reacdo de resisténcia, pois sdo consideradas nao-

hospedeiras para a ferrugem da folha do trigo (Tabela 22). No entanto, a reagdo de
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resisténcia em nao-hospedeiros diferiu fenotipicamente entre os diferentes cereais
(Figura 62).

O gendtipo de aveia, URS 22 e os genotipos de arroz Irga 417 e Nippon Bare
apresentaram resisténcia de nao-hospedeiro do tipo 1, sem a manifestacdo de sinais
visiveis do patdégeno. Porém, o gendtipo de cevada BRS 195 apresentou resisténcia de
nao hospedeiro do tipo 2, com pontos cloroticos caracteristicos de hipersensibilidade e

algumas pustulas de resisténcia, localizadas principalmente na ponta das folhas (Figura

63).

FIGURA 61. Reacdo de suscetibilidade em resposta a inoculagdo com Puccinia
triticina no genotipo de trigo BRS 194, na fase de plantula, 15 dias apds
a inoculacdo. a) Pustulas de suscetibilidade; b) Pustulas com tipo de
infeccdo 3 ¢) Pustula que rompeu a epiderme, expondo esporos, vista
sob microscopio esteroscopio. A= 6,3x; d) Pustulas coalescidas. A=
6,3x. Porto Alegre, RS. 2011.
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TABELA 22. Tipo de infec¢do® em distintos gendtipos, resultante de inoculagdes com
Puccinia triticina, na fase de plantula. Porto Alegre, RS. 2011.

Genotipo Tipo de infec¢do Fendtipo
BRS 194 4 Suscetivel
BRS 195 0;12 Resistente (tipo 2)
URS 22 0 Resistente (tipo 1)
Irga 417 0 Resistente (tipo 1)
Nippon Bare 0 Resistente (tipo 1)

*Tipo de infec¢do segundo Roelfs et al., 1992 ¢ Oh et al., 2006.

|

FIGURA 62. Reacgao fenotipica a inoculagdo com Puccinia triticina nos genotipos de
trigo a) BRS 194, de cevada b) BRS 195, de aveia c) URS 22 e de arroz

d) Irga 417 e e) Nippon Bare, na fase de plantula, 15 dias apds a
inoculagdo. Porto Alegre, RS. 2011.
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FIGURA 63. Reacdao de resisténcia de ndo-hospedeiro do tipo 2 em resposta a
inoculagdo com Puccinia triticina no genotipo de cevada BRS 195, na
fase de plantula, 15 dias ap6s a inoculacdo. a) Pustulas de resisténcia na
ponta da folha; b) Pustulas com tipo de infeccdo 1 e 2; c¢) Pustula
recoberta pela epiderme, vista sob microscopio esteroscopio. A= 6,3x;
d) Pustula de tamanho diminuto com borda clordtica. A= 8x. Porto
Alegre, RS. 2011.



6 DISCUSSAO

Embora as plantas estejam constantemente expostas aos mais diversos tipos de
microrganismos, estas possuem resisténcia a maioria dos patogenos. Isto porque
desenvolveram eficientes sistemas de deteccdo e de resposta a infec¢des por
microrganismos. A informagao genética que cada planta possui € determinante para sua
reacdo frente a patdgenos potenciais e muitas vezes, depende da percepcao de
determinadas moléculas para que seja induzida. A habilidade de detectar organismos
potencialmente patogénicos e desencadear respostas de defesa foi essencial para o
sucesso e evolugado das plantas.

O que torna possivel que um patogeno infecte uma ou mais espécies de plantas
também ¢ sua caracteristica genética. Para que a infeccdo ocorra com sucesso o
patogeno necessita de um ou mais genes de patogenicidade, de especificidade e de
viruléncia ao hospedeiro em questdo. Estes genes geralmente sdo especificos para uma
ou algumas espécies de plantas. Esta especificidade explica por que alguns patdgenos
sdo capazes de se desenvolver em determinada espécie e incapazes de se desenvolver
em outras. A resisténcia que a planta possui a maioria de patdgenos potenciais ¢
conhecida como resisténcia de ndo-hospedeiro (Agrios, 2005; Gohre & Robatzek, 2008;
Manickavelu et al., 2010).

Em espécies cultivadas, além dos genes inerentes da espécie, muitos genes sao

introduzidos através de melhoramento genético. Estes genes geralmente protegem a

planta de todas as racas do patdogeno e atuam pela exclusao das ragas que nao possuem



104

genes de viruléncia especificos ao gene de resisténcia. No entanto, este tipo de
resisténcia acaba por ser efetivo durante pouco tempo, pois € comum o surgimento de
ragas possuidoras do gene de viruléncia capaz de infectar as plantas com o gene de
resisténcia. Muitas vezes o gene de viruléncia ja esta presente na populagao patogénica,
porém, em baixa freqiiéncia. Em outros casos, pode surgir por mutacdo ou
recombinagdo. A exclusdo das ragas que ndo possuem o referido gene de viruléncia
acaba por permitir que os poucos individuos que possuem o gene de viruléncia se
multipliquem sem competicdo, levando assim, a erosdo da resisténcia (Agrios, 2005;
Bent & Mackey, 2007; Kliebenstein & Rowe, 2009; Manickavelu et al., 2010).

Desta forma, a resisténcia parcial ¢ uma alternativa promissora na busca de
formas de resisténcia mais duraveis (Poland et al., 2008), visto que ndo restringe o
desenvolvimento do patégeno, além de geralmente envolver a agdo de varios genes de
pequeno efeito, que combinados, resultam na resisténcia. Assim, para que esta
resisténcia seja erodida, sdo necessarias inimeras mutagdes no patogeno (Jagger et al.,
2011; Huerta-Espino et al, 2011).

A durabilidade da resisténcia estd estreitamente relacionada com a
adaptabilidade do patéogeno. Caso a mutacdo necessaria para a viruléncia afete
caracteristicas essenciais para a sobrevivéncia do patéogeno, € pouco provavel que
ocorra. Entdo, quanto maior o custo que a mutagdo (ou mutagdes) ocasionar sobre a
adaptabilidade do patéogeno, mais duravel serd a resisténcia (McDonald and Linde 2002;
Agrios, 2005).

Provavelmente a resisténcia quantitativa afete componentes criticos para o
sucesso do patdgeno e por isto, os genes que os codificam sdo menos propensos a
evolucdo do que os genes envolvidos nas interagdes gene a gene. Alternativamente, os

genes quantitativos podem fornecer uma resisténcia menos restritiva a adaptabilidade do
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patogeno. Em ambos os cenarios, hda uma reducao na pressdo seletiva para que os
patogenos evoluam, fazendo com que a durabilidade da resisténcia nestes casos, seja
maior (Kliebenstein & Rowe, 2009).

A planta pode apresentar defesas estruturais ou quimicas, pré-existentes ou
induzidas. Estas defesas estruturais pré-existentes podem incluir a quantidade de pélos
ou ceras na epiderme da planta, o tempo de abertura dos estdmatos, entre outros. As
defesas quimicas incluem exsudatos da folha e a presenca de inibidores nas células,
como compostos fenodlicos, taninos, etc. Pode ocorrer ainda, a auséncia de
reconhecimento quimico entre a planta e o patdogeno. Nestes casos, a planta pode perder
receptores de sua superficie (polissacarideos, oligossacarideos) e desta forma, o
patégeno ndo a reconhece como hospedeiro. Ainda, a planta pode ser reconhecida como
hospedeira, mas nao possuir substancias essenciais para o desenvolvimento do patégeno
(Agrios, 2005; Gohre & Robatzek, 2008; Manickavelu ef al., 2010).

As defesas induzidas dependem do reconhecimento do patégeno como tal,
através de moléculas sinalizadoras (elicitores — toxinas, glicoproteinas, peptideos). Apos
o reconhecimento, ha a ativa¢ao de uma cascata de transdu¢ao de sinais que envolve a
fosforilagdo de proteinas, fluxo de ions, produgdo de ROS, entre outros. Estes
sinalizadores primarios ativam genes de defesa que possuem como produtos as
peroxidases, proteinas de parede celular, inibidores de proteinas, enzimas hidroliticas,
proteinas relacionadas a patogénese (PR) e fitoalexinas. Esta ativacdo resulta nas
respostas de defesa estruturais (formagao de papila, lignificacdo, etc) e bioquimicas
disponiveis (morte celular por hipersensibilidade, acimulo de fitoalexinas) (Chisholm et
al., 2006; Jones & Dangl, 2006; Bent & Mackey, 2007; Gohre & Robatzek, 2008;

Manickavelu et al., 2010; Wang et al., 2010).
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No caso da resisténcia de ndo-hospedeiro envolvendo espécies nao relacionadas,
¢ comum que o reconhecimento de moléculas nao especificas do patogeno (os PAMPs —
componentes da parede celular do fungo, por exemplo) ative respostas de defesa
estruturais ou bioquimicas (Bent & Mackey, 2007; Gohre & Robatzek, 2008). Quando
as espécies sao relacionadas, como ¢ o caso deste trabalho, que testa diferentes espécies
de Paoceac e sua reagdo a P. triticina, a resisténcia de ndo-hopedeiro envolve
principalmente o reconhecimento de moléculas especificas do patégeno. Assim, a
resisténcia de nao-hospedeiro pode ocorrer de forma similar a interagdo gene-a-gene,
culminando na indug¢do de diferentes mecanismos de defesa, estruturais ou quimicos.

Nos casos onde a distancia taxondmica entre as plantas ¢ pequena, acredita-se
que a resisténcia de ndo-hospedeiro, em conjunto com as resisténcias parcial e
qualitativa, formem barreiras continuas e multiplas de defesa (Agrios, 2005).

A ferrugem da folha do trigo, causada por P. friticina ¢ a mais comum e
amplamente distribuida doenga deste cereal. A familia Poaceae engloba alguns dos mais
importantes cereais cultivados, tanto em termos de nutricdo humana como animal.
Apesar disto, o conhecimento a respeito dos mecanismos de resisténcia atuantes nestes
cereais ¢ de como o crescimento do patégeno € restringido, ainda ¢ limitado (Huerta-
Espino et al., 2011; Bischof et al., 2011).

Com base no exposto, a proposta deste trabalho foi quantificar os eventos
infectivos envolvidos nas interagdes envolvendo P. triticina x Poaceae, identificando
possiveis mecanismos de resisténcia em hospedeiros com resisténcia parcial e
qualitativa e em ndo-hospedeiros.

De acordo com estudos preliminares realizados em hospedeiros e nao-
hospedeiros, a germinacdo de esporos tem inicio por volta de 3 hai (dados ndo

apresentados). A formagao de ASEs ocorre apos 6 horas da inoculagdo ¢ a de VSEs por



107

volta de 12 hai. As demais estruturas sao diferenciadas a partir de 18 hai. Estudos do
desenvolvimento de P. striiformis em trigo, realizados por Yu et al. (2010), relatam a
formacgdo das primeiras HFs e CMHs ja em 12 hai e os primerios haustérios 18 hai.
Desta forma, a diferenciacdo de estruturas infectivas de P. triticina parece ocorrer mais
tarde quando comparada com as estruturas formadas por P. striiformis em trigo.

A metodologia de clarificagdo e coloracdo de amostras utilizada em horarios
mais avangados da infec¢do (item 4.5.1.3.1) foi a que melhor possibilitou a visualizagao
de estruturas do patdégeno no interior dos tecidos da planta. A visualizagdo de estruturas
fingicas foi mais clara em tecidos de plantulas do que em plantas adultas, independente
do genotipo e da espécie. Liu & Harder (1996) relatam a dificuldade de se observar o
crescimento de P. graminis f. sp. tritici em plantas adultas de cevada, visto que o tecido
adulto possui uma conformagdo irregular de células e as paredes celulares sao mais
espessas.

Para otimizagdo das avaliagdes histopatoldgicas, propoe-se a escolha de horarios
mais avangados do processo infectivo, posteriores a 24 hai. Acredita-se que o tempo de
48 hai seja suficiente para evidenciar reagdes de resisténcia como morte celular,
acimulo de compostos autofluorescentes e perdoxido de hidrogénio. Avaliagdes
anteriores a 48 hai podem subestimar reagdes de resisténcia. Além disto, neste horario
também ¢é possivel avaliar os eventos pré-haustorias de resisténcia, que ocorrem nas
fases iniciais do processo infectivo.

A escolha de uma tnica técnica para selecdo de genotipos com resisténcia
parcial ndo ¢ tdo simples, visto que cada uma delas tem objetivos distintos. As analises
em microscopia de epifluorescéncia, embora sejam relativamente mais faceis, em
termos metodoldgicos de preparo das amostras, ndo diferenciam os genotipos com

resisténcia pré e pos-haustorial. Tanto Toropi quanto Lr9 apresentaram células
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autofluorescentes associadas as tentativas de infeccdo (Figura 49). A mesma dificuldade
¢ observada nas andlises com DAB (para formagdo de H,0,), onde o gendtipo com
resisténcia parcial (Toropi) ndo possui reagdao positiva (Figura 53). A coloracdo com
Trypan blue, além de propiciar a quantificacdo das estruturas fungicas, permite a
identificacdo de morte celular. Por isso, pode ser a mais indicada, quando o intuito for
analisar diversos genotipos em um curto espaco de tempo. Neste caso, pode-se verificar
a ocorréncia de mecanismos de resisténcia pré-haustoriais (via redu¢do na formagao de
estruturas fingicas como ASEs, VSEs, HFs e CMHs) e p6s-haustoriais (morte celular).

Caso haja interesse em se investigar que respostas da planta sdo resposaveis pela
resisténcia pré e/ou pds-haustorial observadas, ai sim, podem ser realizados outros testes
histoquimicos, como avaliagdo da presenca de compostos autofluorescentes, perdxido
de hidrogénio, entre outros.

A avaliagdo dos processos infectivos iniciais de P. triticina na fase de planta
adulta demonstrou que as propor¢des de esporos germinados e de apressorios formados
sobre os estomatos foram semelhantes no genotipo de trigo com resisténcia parcial
(Toropi) e no genotipo suscetivel (BRS 194). Esta semelhanga se explica, visto que o
crescimento dos tubos germinativos em direcdo ao estomato e¢ a formagdo de
apressorios sao induzidos pelas caracteristicas fisicas e quimicas da folha, bem como,
pela topografia das células guarda (Rubiales & Niks, 1992a). Ambos os gendtipos
pertencem a mesma espécie e provavelmente, ndo possuem grandes diferencas na
superficie foliar que possam reduzir a germinacdo ou impedir a localizagdo de
estomatos. Jacobs (1989a) relata que nas interagdes envolvendo trigo e P. triticina,
diferencas na germinagdo de esporos e formacdo de apressorios ndo sdo relacionadas

com a presenga de genes de resisténcia.
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A diferenca entre estes gendtipos manifestou-se de forma significativa entre o
periodo de pré-penetragdo e penetragdo, apds a formacao de ASEs, corroborando ao que
¢ relatado por Sillero & Rubiales (2002), onde gendtipos de V. fabae com diferentes
niveis de resisténcia a U. viciae-fabae apresentaram diferengas mais expressivas
somente apos a penetracdo do fungo na camara sub-estomatal.

Na fase de penetracdo, Toropi apresentou uma redugdo na propor¢do de VSEs
diferenciadas e de todos os eventos infectivos subsequentes a formagdo desta estrutura,
quando comparado com BRS 194 (Figuras 8, 10 e 12). Jacobs (1990), ao estudar o
desenvolvimento de P. triticina em gendtipos suscetiveis e com resisténcia parcial,
relatou que nos gendtipos com resisténcia parcial, grande parte das VSEs nao
diferenciou HFs. Estas VSEs foram consideradas abortadas. Quando ocorreu a
formac¢ao de HFs, apenas uma ou duas CMHs foram formadas. Na mesma interagao, em
genotipos com resisténcia parcial, Qamar et al. (2009) verificaram alta proporgdo de
VSEs abortadas, sem o envolvimento de morte celular.

A redugdo dos eventos infectivos nas fases iniciais da interagdo de P. triticina x
Toropi indica o envolvimento de mecanismos pré-haustoriais de resisténcia, comuns em
genotipos possuidores de resisténcia parcial (Niks, 1989; Niks & Dekens, 1991;
Rubiales & Moral, 2004). Estes, possivelmente, sdo induzidos apos a percep¢dao do
patogeno na superficie foliar ou entdo, no momento da formagao dos apressorios.

A diferenciacdo verificada na fase inicial do processo infecioso entre Toropi € o
genotipo suscetivel BRS 194 corrobora ao que € relatado por Silva (2006). De acordo
com o autor, a sinalizagdo para a resisténcia de Toropi parece ocorrer tdo logo o esporo
se fixe na epiderme. Uma hora apés a inoculagdo foram identificadas sequéncias
candidatas a sinalizadoras primarias e secundarias da presen¢a do patogeno, além de

mensageiros secundarios envolvidos na ativacdo de proteinas PR. A partir dai, hd uma
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alteragdo no metabolismo basal e produgcdo de precursores para o metabolismo
secundario, além da rapida indugdo de rotas envolvidas na sintese de substancias
antimicrobianas.

Na intera¢dao incompativel entre P. striiformis € o gendtipo de trigo Suwon 11
(resisténcia total) os genes de resisténcia reconhecem rapidamente os efetores do
patogeno, induzindo genes relacionados a transdugdo de sinais antes de 12 hai,
coincidindo com a formagado de HFs e CMHs deste fungo. As 18 hai ha um aumento nos
genes envolvidos em respostas de defesa, resultando no actimulo de ROS e
transportadores ABC, periodo no qual se inicia a formacao de haustorios. A maioria dos
genes relacionados a defesa tem sua expressdo maxima 24 hai, coincidindo com a
presenga de haustérios em quase todas as tentativas de infec¢do e com o inicio da RH
(Yuetal., 2010).

Se no caso de resisténcia pds-haustorial (RH) a sinalizacdo para a defesa ocorre
em um periodo anterior as 12 hai, a sinalizagdo para defesa em genotipos com
resisténcia parcial, como Toropi, deve ocorrer nas fases iniciais de contato entre
patogeno e hospedeiro. Esta rapida sinalizagdo estaria refletindo-se na menor propor¢ao
de estruturas fungicas formadas e na reduzida eficiéncia de infec¢gdo em Toropi, quando
comparado com BRS 194.

Estudos da diferenciagdo na expressdo gé€nica em interagdes compativeis e
incompativeis entre patogenos ¢ hospedeiros tém revelado que a expressdo de genes de
defesa nas plantas resistentes ocorre de forma mais rapida e intensa do que em plantas
suscetiveis. Esta diferenciagdo pode estar relacionada aos primeiros genes ativados apds
o contato do patégeno com o hospedeiro, induzindo diferencas nas respostas e no tempo
das mesmas (Li et al., 2006; Rampitsch et al., 2006; Manickavelu ef al., 2010; Wang et

al., 2010; Bischof et al.; 2011). Bozkurt et al. (2010) compararam os transcritos
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envolvidos nas respostas de resisténcia a P. striiformis f. sp. tritici mediados pelos
genes Yrl e Yr5 (especificos a ragas) e Y739 (de planta adulta, ndo especifico a ragas),
verificando que ha baixa frequéncia de transcritos comuns entre estes genes. Os
transcritos comuns restringiram-se aos genes de proteinas PR e genes cléssicos
relacionados a defesa, evidenciando que as plantas possuem uma variedade de rotas
para se defender de patdégenos. Nas plantas com resisténcia parcial, conferida pelos
genes Lr34 e Yr39, parece haver a indug¢ao de respostas mais amplas do que nos casos
de resisténcia raga-especifica. Esta maior amplitude de respostas de defesa pode ser a
causa da durabilidade da resisténcia quantitativa (Bolton et al., 2008; Coram et al.,
2008).

Além dos eventos infectivos iniciais (6, 12 e 18 hai), foram avaliados os eventos
infectivos intermediarios e finais (48, 120 e 240 hai) da infecgdo por P. triticina em
diferentes gendtipos, hospedeiros ou nio.

A taxa de germinagdo de esporos na fase de plantula foi similar entre os
genotipos BRS 194 (trigo), BRS 195 (cevada) e URS 22 (aveia). No entanto, nos
genotipos de arroz Irga 417 e Nippon Bare, esta foi reduzida (Tabela 2). O mesmo foi
observado em plantas adultas, onde os genotipos de arroz apresentaram as menores
taxas de germinacdo de esporos (Tabela 8). A menor germinagdo em arroz contrasta
com afirmagdes de que esporos de ferrugens germinam igualmente bem em hospedeiros
e ndo-hospedeiros (Heath, 1981; Niks & Rubiales, 2002).

Acredita-se que a reducdo na germinagdo de esporos nos gendtipos de arroz
deve-se a morfologia das folhas. Sob microscopia, percebe-se que a estrutura foliar, a
disposi¢do e a forma dos estomatos diferem do padrio apresentado pelos outros
gendtipos. Além disto, as folhas de arroz sdo mais coridceas e podem apresentar

diferengas no espacamento entre células da epiderme. Estas caracteristicas podem
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resultar em menor germinacdo de esporos ou, reducdo na aderéncia dos esporos
germinados na epiderme. Esporos ndo germinados ou ndo fortemente aderidos a
superficie podem ter sido removidos pela solugdo fixadora, corante ou clarificante
utilizadas, superestimando assim, a propor¢do de esporos germinados. Em arroz a taxa
de esporos germinados reduziu no decorrer do tempo, a estrutura foliar aliada a perda de
viabilidade dos esporos/ e ou auséncia de estimulos para germinagdo, podem ser
responsaveis por esta menor germinagao.

A germinagdo irregular ou reduzida pode ser resultado de inibi¢do quimica,
pobre umidade na folha ou abundancia de pélos. Outros mecanismos de resisténcia
podem ocorrer ap6és a germinagdo de esporos ¢ antes da penetragdo no estdmato,
resultando em menor adesao a superficie das folhas (Vaz Patto & Rubiales, 2009).

A proporgdo de esporos germinados que deram origem a ASEs em plantulas foi
similar entre BRS 194 ¢ BRS 195, intermediaria em URS 22 e reduzida nos genotipos
de arroz (Tabela 3). Em planta adulta, a taxa de formagdo de ASEs foi maior em BRS
194 (suscetivel) e Lr9 (resisténcia especifica a racgas). Toropi (resisténcia parcial)
apresentou taxa de formacdo de ASEs semelhante ao que foi observado nas espécies
nao-hospedeiras (Tabela 9).

Além da menor germinagdo observada nos genotipos de arroz, houve uma baixa
formag¢ao de ASEs, principalmente na fase de planta adulta, onde as diferencas na
morfologia da folha sdo mais expressivas. De acordo com Heath (1997), no caso de
espécies nao-hospedeiras com topografias da folha muito distintas da espécie
hospedeira, ¢ mais comum a ocorréncia de falhas na localizagdo dos estomatos.

Em ndo-hospedeiros, a menor formacao de ASEs pode ser em razdo de dois
mecanismos de evitagdo: crescimento desorientado dos tubos germinativos, em razdo da

topografia da folha, impossibilitando a localizagao dos estomatos ou; os tubos
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germinativos localizam os estdmatos, mas ndo sao induzidos a formar apressorios e
penetrar, por isso, muitas vezes crescem sobre o estomato (Rubiales & Niks, 1992;
Broers & Lopez-Atilano, 1996).

Com relacao a propor¢ao de ASEs que diferenciaram VSEs em plantulas, BRS
194 ¢ BRS 195 apresentaram taxas similares, seguidos de URS 22. Os genoétipos de
arroz, especialmente a variedade japdnica Nippon Bare, apresentaram as menores taxas
(Tabela 4). Nestes genotipos, algumas células abaixo dos locais com tentativa de
penetragdo apresentaram um amarelecimento e muitas VSEs apresentaram aspecto
deteriorado (Figura 17). O amarelecimento ou browning das células do mesofilo esta
relacionado com a ativagao da resisténcia (Mares & Cousen, 1977; Wit, 1977), podendo
ocorrer devido ao acimulo de compostos fendlicos (Taylor & Mims, 1991).

Na fase de planta adulta, as maiores taxas de formac¢do de VSEs foram
observadas em Lr9 ¢ BRS 194. Nesta fase, ndo foram observadas VSEs em arroz
(Tabela 10). Em BRS 195 foram observadas VSEs somente em 48 hai. A auséncia de
VSEs no genoétipo de cevada, 120 hai, pode ser um indicativo de desintegra¢do das
mesmas, em razao da ativagdo de defesas da planta, como producgdo de fitoalexinas ou
proteinas PR (glucanases) nos locais de infec¢do. Estas proteinas podem digerir a
parede celular da VSE, que contém B-glucanos. Este colapso também ¢é observado em
genotipos de trigo com resisténcia duravel a P. striiformis (Broers & Lopez-Atilano,
1996). Estes autores relatam a redu¢ao no nimero de VSEs entre 48 ¢ 144 hai. As VSEs
observadas em BRS 195 apresentaram aspecto deteriorado em 48 hai, corroborando
com esta possibilidade.

Em 48 hai, o gendtipo de trigo Toropi apresentou cerca da metade do numero de
VSEs formadas em BRS 194. Em 120 hai, ambos os gendtipos apresentaram taxas

similares de formag¢do de VSEs. O desenvolvimento de VSEs pode ser atrasado em
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plantas com o gene de resisténcia de planta adulta Y718, quando comparados com
genotipo suscetivel (Elahinia, 2008). Este atraso pode estar ocorrendo em Toropi,
reduzindo o nimero de HFs formadas posteriormente.

Algumas vezes houve a formag¢ao de VSEs nas células da epiderme ou sobre os
estdmatos, tanto em plantulas como em planta adulta (dados ndo apresentados). Este
fenomeno também foi relatado por Sillero & Rubiales (2002) em inoculagdes de U.
viciae-fabae em fava.

Em plantulas, as maiores taxas de formacdo de HFs foram observadas em BRS
194, URS 22 ¢ BRS 195. Em arroz, ndo foram obsevadas estas estruturas, indicando que
a infec¢do ¢ paralisada apds a form¢do de VSEs (Tabela 5). Em planta adulta, as
maiores taxas de formagdo de HFs ocorreram em BRS 194 e Lr9. Em Toropi houve
uma baixa propor¢do de HFs formadas em 48 hai, sendo que em 120 hai nenhuma HF
foi observada. Nos gendtipos ndo-hospedeiros (cevada e arroz) ndo foram observadas
HFs (Tabela 11).

O gendtipo de cevada BRS 195 parece ser mais suscetivel a infeccdo por P.
triticina na fase de plantula do que na fase de planta adulta. Em plantulas houve uma
taxa de formagdo de HFs similar a observada no genoétipo suscetivel BRS 194. Em
planta adulta a infecgao foi paralisada ap6s a formagao de VSEs.

Grande parte das HFs diferenciou CMHs em BRS 194, URS 22 ¢ BRS 195, na
fase de plantula. Em arroz ndo se observou a presenca de CMHs. Da mesma forma, esta
estrutura ndo foi observada na fase de planta adulta em Toropi (120 hai) e nos gendtipos
ndo-hospedeiros. Em BRS 194 e Lr9 houve alta taxa de formagao de CMHs nesta fase.

Em Toropi a infecgdo foi paralisada apoés a formagdo de HFs. Estas
possivelmente também foram desintegradas por algum mecanismo de resisténcia, visto

que foram observadas em 48, mas nao em 120 hai.
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A taxa de formacao de CMHs em plantulas foi similar nos gendtipos BRS 194,
URS 22 ¢ BRS 195. Em aveia, observou-se que em alguns pontos de contato da CMH
com a célula do mesofilo da planta, ocorreu um amarelecimento. Este pode ser
resultante do acimulo de compostos de defesa nestes locais. Nos gendtipos de arroz nao
foram observadas CMHs (Tabela 6). Em planta adulta, a maior taxa de formagao de
CMHs ocorreu em Lr9, seguido de BRS 194. Em Toropi e nos gendtipos nao-
hospedeiros esta estrutura ndo foi observada (Tabela 12).

Uma alta propor¢do de CMHs diferenciou haustérios em BRS 194, na fase de
plantula. Em BRS 195 alguns haustorios foram formados, porém, em frequéncia inferior
a 10%. Nos demais gendtipos ndo houve formacdo de haustorios. De acordo com este
resultado, pode-se inferir que a infecgdo em URS 22 e nos genétipos de arroz, ¢
paralisada antes da formagao de haustdrios, ou seja, por mecanismos pré-haustoriais de
resisténcia (Tabela 7). Em BRS 195, a infec¢do ¢ paralisada entre a formagdo de CMHs
e haustorios, visto que alguns haustorios sdo formados (Figura 23). Neste caso, as
CMHs podem nao ser funcionais ou, devido a produc¢do de compostos de defesa, terem
as chances de infeccdo e diferenciagdo de haustdrios reduzidas (Sillero & Rubiales,
2002).

A propor¢do de CMHs que diferenciaram haustérios em planta adulta foi
elevada em BRS 194 ¢ Lr9. Em Toropi e nos geno6tipos nao-hospedeiros estas estruturas
nao foram observadas (Tabela 13 e Figura 36).

Em plantulas, 120 hai, no gen6tipo BRS 194, 90% dos haustérios formados
estiveram associados a presenca de colonias estabelecidas, caracterizadas pelo intenso
crescimento de hifas intercelulares. Al¢ disto houve a formagao de tecido esporogénico
em 18% destas colonias (Figura 22). Em planta adulta a formagdo de tecido

esporogénico sO foi observada em 240 hai, nos genotipos BRS 194 e Toropi (Figura
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34). Ao estudar a interacao de fava x U. viciae-fabae, Sillero & Rubiales (2002) relatam
que a formagdao de tecido esporogénico ocorre antes em plantulas (6 dias apos a
inoculagdo) do que em plantas adultas. Provavelmente, a formag¢ao de tecido
esporogénico ¢ atrasada em plantas adultas, ocorrendo em um momento entre 120 hai (5
dias apds a inoculagdo) e 240 hai (10 dias apods a inoculacdo). Este atraso pode ocorrer
em razdo da estrutura da folha em planta adulta, bem mais rigida e menos permissiva do
que em plantulas.

O genotipo de trigo Lr9 ndo apresentou formagdo de colonias, tampouco de
tecido esporogénico. Da mesma forma, nenhum dos genotipos nao-hospedeiros
diferenciou estas estruturas no interior de seus tecidos. Lr9 possui resisténcia especifica
a raca. Este tipo de resisténcia ¢ associado a RH e ativado apds a formacdo de
haustérios (Heath, 1997; Montesanto et al., 2003). Até o momento de formacdo de
haustérios, Lr9 comportou-se como um gendtipo suscetivel. As respostas de defesa
atuantes neste gendtipo manifestam-se através de mecanismos pds-haustoriais de
resisténcia. Orczyka ef al. (2010) verificaram que a presenca de genes Lr ndo afeta os
processos iniciais do desenvolvimento fungico, especialmente a germinacao e formacao
de apressorios.

De acordo com os resultados observados no gendtipo com resisténcia parcial
Toropi, ha uma redu¢do sequéncial na formacgao das estruturas infectivas, no decorrer
do tempo (Figura 37). Esta redugdo ja é percebida na propor¢ao de ASEs, especialmente
nos horarios intermediarios e finais do processo infecioso. Broers & Lopez-Atilano
(1996) estudaram o mecanismo quantitativo de resisténcia a P. striiformis em trigo e
relatam que a resisténcia atua sobre varias fases do desenvolvimento do fungo. O maior

efeito da resisténcia foi na redugdo da formagao de ASEs, resultando em cerca de 50%
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menos ASEs formados, em comparagdo com o gendtipo suscetivel. Foram reduzidos
ainda, o numero de VSEs, HFs e CMHs.

Geralmente, a quantidade de esporos de ferrugem da folha presentes no inicio do
ciclo da cultura do trigo ¢ alta. A grande quantidade de indculo inicial faz com que os
niveis de doenca, mesmo no inicio da epidemia, sejam elevados. O principal efeito da
restricdo sequencial na formagdo de estruturas infectivas em Toropi € observado na
eficiéncia de infec¢do. Em Toropi, esta é cerca de 40 vezes menor do que no genotipo
suscetivel BRS 194. A menor eficiéncia de infec¢do resulta em uma menor quantidade
de pustulas por planta (Figura 59). A consequéncia epidemioldgica desta reducdo é a
menor quantidade de esporos produzidos, resultando em menor taxa de infecc¢ao, atraso
no inicio de epidemias e/ou, epidemias mais fracas.

Os niveis de indculo inicial em epidemias causadas por ferrugens afetam a
severidade, a taxa de progresso da doenca e forma da curva de progresso (Roelfs et al.,
1992; Gilles & Kennedy, 2003). Epidemias que se iniciam com altas quantidades de
inéculo apresentam os efeitos mais deletérios sobre o rendimento de graos de trigo (Rao
etal., 1989).

A redugdo sequencial na formagao de estruturas fingicas em Toropi assemelha-
se ao que foi observado nos gendtipos nao-hospedeiros (Figuras 24, 25 e 26). No
entanto, a resisténcia parece atuar em momentos distintos em cada espécie de Poaceae
estudada (Figura 23). O arroz € o cereal menos permissivo a P. triticina, tanto na fase de
plantulas como de planta adulta. De acordo com Vlot et al. (2009), esta espécie possui
altos niveis de acido salicilico (AS) constitutivo. Como o AS estd envolvido na
sinalizacdo para defesa a patogenos biotréficos e também no acumulo de H,O,, a menor
permissividade a ferrugem pode ser resultado dos altos niveis de AS constitutivo

presentes na planta. Esta concentragdo ja elevada no momento de contato entre planta e
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patogeno pode fazer com que as respostas de defesa ocorram de forma mais rapida do
que nos outros cereais, interrompendo a infec¢do precocemente.

Para que as estruturas fungicas diferenciem-se normalmente, ¢ necessario que o
fungo perceba sinais da planta. O controle sobre a percep¢ao destes sinais se inicia com
a indug¢do da germinagdo do esporo e persiste até a formacao de haustérios. Em nao-
hospedeiros ou em hospedeiros resistentes, a planta percebe a atividade ou os produtos
fungicos produzidos e ativa respostas de defesa. Em hospedeiros suscetiveis estas
respostas de defesa sdo suprimidas e o desenvolvimento fingico ocorre normalmente
(Heath, 1997).

A investigagdo das respostas de resisténcia a ferrugem da folha do trigo em
hospedeiros e nao-hospedeiros revelou que os gendtipos possuem diferentes
mecanismos de defesa, expressos em intensidades e fases distintas do processo
infecioso.

Em plantulas, a morte celular esteve associada a 80% das tentativas de infec¢ao
em BRS 195, 120 hai. Nos demais gendtipos ndo houve ocorréncia expressiva de morte
celular. URS 22 apresentou uma coloragdo mais intensa com Trypan Blue em 7,7% das
células do mesofilo em contato com CMHs (Figura 39). Porém, esta reagdo ndo foi
considerada uma morte celular, visto que apenas a parede celular da célula apresentou
uma coloragdo diferenciada, podendo ser relacionada ao acimulo de compostos de
defesa e a morte da propria CMH do fungo (Figura 38).

Em gendtipos de trigo com resisténcia parcial a P. striiformis ¢ relatada a
ocorréncia de coloracdo mais intensa na parede celular de células em contato com
CMHs, esta coloragdo escura estd associada ao acumulo de material granular e ao

enrijecimento das paredes celulares (Ma & Shang, 2009). Além de corar a parede
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celular do fungo, Trypan Blue cora c€lulas da planta onde a membrana plasmatica foi
comprometida (Melichar et al., 2008).

Em 120 e 240 hai, o genotipo suscetivel BRS 194 apresentou algumas células
necréticas associadas a intensa coloniza¢ao dos tecidos. Estas células provavelmente
morreram pela exaustdo de nutrientes devido ao progresso da infec¢do, ndo estando
relacionadas com a defesa. Jagger ef al. (2011) também relatam a ocorréncia de morte
celular em plantas suscetiveis, 264 hai com P. striiformis.

De acordo com estes resultados, pode-se inferir que a morte celular ¢ o principal
mecanismo de resisténcia a P. triticina apresentado pelo genotipo de cevada BRS 195,
na fase de plantula. O mesmo ndo ¢ observado na fase de planta adulta, ja que a
infecgdo parece ser paralisada apos a formagdo de VSEs. A cevada é considerada um
hospedeiro ocasional para P. triticina, ja que alguns genétipos, na fase de plantula,
podem apresentar pequenas pustulas de resisténcia (Niks et al. 1996). A resisténcia
neste caso pode envolver mecanismos pré ¢ pds-haustoriais (Neu et al., 2003). A baixa
taxa de formagao de haustérios em cevada (inferior a 10%) associada a ocorréncia de
morte celular confirma isto.

A RH geralmente ocorre quando plantas hospedeiras, possuidoras de genes de
resisténcia especificos, reconhecem efetores especificos produzidos pelo patogeno. No
entanto, esta reagdo pode ocorrer em espécies ndo-hospedeiras, onde genes de
resisténcia especificos estdo ausentes. Uma possivel explicagdo é a de que patdogenos
biotroficos mantiveram caracteristicas que induzem a morte celular ao longo da
evolucdo. Sendo assim, a RH ¢ a principal defesa a ser evitada por fungos biotréficos
em espécies hospedeiras (Niks & Dekens, 1991; Heath, 1997; Montesanto et al., 2003).

Em nao-hospedeiros a morte celular pode ser induzida pela producdo de ROS

em razao do reconhecimento de elicitores ndo especificos do patdogeno, como proteinas,
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peptideos e lipidios (Montesanto et al., 2003). Esta morte celular ¢ induzida de forma
nao-especifica pela atividade flingica, durante a penetragdo, tanto em hospedeiros
suscetiveis, como resistentes. Assumindo que a rota de transdugdo de sinais que leva a
RH em diferentes patossistemas compartilha de algumas caracteristicas comuns, ¢
possivel que diferentes elicitores, produzidos em diferentes estruturas fungicas,
influenciem a intensidade e a qualidade da resposta de RH em diferentes hospedeiros.
Por isso, o processo de morte celular ndo € necessariamente 0 mesmo que ocorre
durante a RH em hospedeiros € nao envolve, necessariamente, a interacao de genes R e
genes Avr (Heath, 1997; Niks & Marcel, 2009).

Moerschbacher et al. (1990) relatam a ocorréncia de lignificagdo associada com
RH na interacdo de ndo-hospedeiro envolvendo trigo ¢ P. coronata f. sp. avenae.
Andlises em microscopia demonstraram que a maioria das coldonias desenvolveu
estruturas infectivas intercelulares, incluindo CMHs e haustorios nas células do
mesofilo de trigo. Porém, as células penetradas tornaram-se necroticas. Estes resultados
sugerem que a resisténcia de trigo a P. coronata se assemelha ao mecanismo de
resisténcia raga especifico de variedades de trigo altamente resistentes a ferrugem do
colmo ¢ da folha. A ocorréncia de RH também ¢ relatada nas interacdes de ndo-
hospedeiro entre centeio e P. hordei, trigo ¢ P. hordei e arabidopsis ¢ Blumeria
graminis f. sp. hordei (Niks & Dekens, 1991; Lipka et al., 2005).

Nao se descarta, porém, o envolvimento de genes R na resisténcia de BRS 195 a
P. triticina. O possivel envolvimento de genes R ¢ especulado na resisténcia de nao-
hospedeiro de cevada a diversas espécies de Puccinia. Um gene R, baseado em RH a P.
hordei-secalini foi identificado neste ceral. Em alguns acessos de cevada ocorre a
formag¢dao de colonias visiveis em razdo da inoculagdo com fungos heterdlogos,

sugerindo que alguns haustorios se formam com sucesso. Porém, estas pequenas
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pustulas sdo associadas a RH (Atienza et al., 2004; Jafary et al., 2006). O gendtipo
BRS 195 também apresentou pequenas pustulas de resisténcia e em analises
microscopicas, estas se mostraram associadas a morte celular (Figura 40).

Em planta adulta, a morte celular esteve associada a todas as tentativas de
infec¢do em Lr9. Em Toropi, 120 hai (5 dias apos a inoculagdo), 37% das tentativas de
infecgdo estiveram associadas a morte celular (Figura 42). Contrastando com o
resultado observado em Toropi, os genes de resisténcia parcial Lr34 e Lr46, apesar de
restringirem o desenvolvimento do fungo nas fases iniciais do processo infeccioso, nao
estdo associados com a indug@o de morte celular (Martinez et al., 2001).

O mecanismo de morte celular é responsavel pela resisténcia especifica a ragas
do gendtipo Lr9. A morte celular associada a RH geralmente é mediada pela interagdo
genética entre o produto do gene de resisténcia (R) e o produto do gene de aviruléncia
do patégeno, ¢ pos-haustorial e regulada por inimeros genes de defesa, que produzem
um ambiente desfavoravel ao patégeno, proximo ao local de penetragdo (Montesanto et
al., 2003; Rojas-Molina et al. 2007).

O gene Lr9 ndo tem origem em trigo, ¢ derivado de Aegilops umbellulata Zuch.
e foi introduzido em trigo no ano de 1956. Orczyka et al. (2010) especulam que este
gene pode ser parte da resisténcia de ndo-hospedeiro de Aegilops e por isso,
potencialmente duravel, mesmo que confira uma resisténcia pos-haustorial. No entanto,
a frequéncia de viruléncia para este gene esta aumentando gradativamente em paises da
América do Norte. No Canada, no ano de 2000, ndo era relatada viruléncia para este
gene, porém, em 2009, a frequéncia de viruléncia aumentou para 20%. Na América do
Sul a viruléncia para este gene ainda é baixa (Huerta-Espino et al., 2011).

A ocorréncia de morte celular em 37% das tentativas de infec¢do no genotipo

com resisténcia parcial Toropi ¢ um indicativo de que diferentes mecanismos de



122

resisténcia estdo combinados neste genotipo (Figura 36). Acredita-se que esta morte
celular ocorra apds a formacdo de haustorios, embora estes ndo tenham sido
visualizados. Ha ainda, a possibilidade de a morte celular ter ocorrido sem a formacao
de haustorios. Sillero & Rubiales (2002) relatam a ocorréncia de necrose, 4 dias apds a
inoculagdo de U. viciae-fabae, em genoétipos de fava com resisténcia de planta adulta. A
necrose foi observada pelo escurecimento do conteudo celular (coloragdo com Trypan
blue). No entanto, nem sempre foi possivel visualizar se havia formac¢ao de haustérios
no interior das células. Vaz Patto & Rubiales (2009) descrevem que nem todas as
células necroticas contém haustorios € que a necrose pode ser induzida, aparentemente,
pelo contato da HF ou CMH, sem penetragao.

A morte celular em Toropi pode ser considerada tardia, visto que,
diferentemente do que é observado em Lr9, ocorre em fases mais avancadas do
processo infeccioso.

Muitos autores relataram a ocorréncia de morte celular em patossistemas
envolvendo ferrugens e genotipos com resisténcia parcial. Especula-se que a resisténcia
parcial pode ser derivada de um mecanismo de resisténcia similar ao da resisténcia raca-
especifica, ao menos em nivel ultra-estrutural. As principais diferencas seriam a
frequéncia e intensidade da morte celular. Em gendtipos com resisténcia parcial a morte
celular seria imperceptivel a olho nu, manifestando-se somente microscopicamente (Ma
& Shang, 2009).

Kowalsa & Niks (1999) observaram este fendmeno em linho e referem-se a este
tipo de morte celular como sendo uma hipersensibilidade incompleta, que ocorre apenas
em algumas células e é expressa em fases mais adiantadas do processo infeccioso. Jiang
& Kang (2010) relatam ateragdes ultra-estruturais nas células do gendtipo de trigo com

resisténcia parcial Libellula, quando inoculado com P. striiformis. As alteragdes
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ocorrem trés dias apos a inoculagdo, e diferenciam o mesmo do gendtipo suscetivel.
Estas incluem a plasmolise de células em contato com HFs ou que formaram haustoérios.
De quatro a seis dias apds a inoculagdo inicia-se a degeneragdo das membranas dos
tilacoides, rompimento da membrana dos cloroplastos € a morte celular.

Na resisténcia parcial de Lathyrus sativus a U. pisi, ha uma reducdo nas taxas de
germinagdo ¢ formag¢do de ASEs, em relagdo ao genotipo suscetivel. Porém, estas
diferengas ndo sdo suficientes para explicar os niveis de resisténcia. O abortamento
precoce de coldnias apos a formagdo de VSEs, associado a restricdo do crescimento de
hifas intercelulares, s3o os eventos mais importantes na resisténcia pré-haustorial.
Ainda, ha menor formacao de haustorios e ocorréncia de morte celular em alguns locais
de tentativa de infec¢do. Neste caso, a morte celular ocorreu antes da formagdo de
haustérios (Vaz Patto & Rubiales, 2009).

A cultivar de aveia URS 21 apresenta a morte celular tardia como mecanismo de
resisténcia parcial & P. coronata (Graichen, 2009). A morte celular tardia (120 hai)
também ¢ relatada na resisténcia parcial de trigo a P. striiformis, durante o processo de
extensdo de hifas. Em estaddios avangados da infec¢do, algumas células do meséfilo
apresentam respostas hipersensitivas similares a de cultivares com resisténcia total (Ma
& Shang; 2009). Dois QTLs (QPst.jic-4B e QPst.jic-2D) sdo responsaveis pela
resisténcia de planta adulta da cultivar de trigo Alcedo. Quando estudados de forma
isolada, verificou-se que ambos condicionam morte celular nos locais de infeccdo.
Porém, este fendmeno variou quantitativa e temporalmente. Na presenca dos dois QTLs
a morte celular foi restrita a 1-3 células. Nas linhas contendo apenas um dos QTLs a
morte celular foi extensa. Ainda, linhas com QPst.jic-2D apresentaram morte celular
cerca de 72 hai, enquanto que nas linhas contendo QPst.jic-4B a morte celular foi mais

expressiva 120 hai. Especula-se que estes QTLs reconhecam genes de aviruléncia vitais
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para o patdégeno, mutagdes nestes genes poderiam resultar em perda de viabilidade do
mesmo. Isto explicaria a durabilidade da resisténcia em Alcedo, cultivada desde 1975
em paises europeus (Jagger et al., 2011). A morte celular também ¢ relatada em outros
patossistemas onde a resisténcia ¢ considerada de planta adulta, como do gene CF9b
para resisténcia a Cladosporium fulvum e Xa2l para Magnaporthe grisea (Century et
al., 1999; Panter ef al., 2002).

Nem sempre mecanismos pré ou pos-haustoriais ocorrem de forma isolada, em
alguns genotipos estes mecanismos podem ocorrer simultaneamente. Este ¢ o caso da
resisténcia de Triticum monoccum L. & P. triticina. Neste cereal, a primeira linha de
defesa ¢ pré-haustorial e envolve a formagdo de papilas. Quando ha falha na formagao
de papilas e algumas unidades infectivas conseguem formar haustdrios, entra em agdo
uma segunda linha de defesa, pos-haustorial e baseada na RH, ocasionando a morte da
célula. Quando ambos os mecanismos falham, algumas pustulas sdo formadas. A
cultivar de trigo Kariega, possuidora de resisténcia de planta adulta, apresenta uma
combinagdo de mecanismos pré (lignificagdo) e pods-haustoriais (morte celular ndo
hipersensitiva) (Moldenhauer et al., 2008). Na interacdo de ndo-hospedeiro envolvendo
arabidopsis e Blumeria graminis f. sp. hordei a combina¢do de mecanismos pré e pos-
haustoriais de defesa também ¢ relatada (Anker & Niks, 2001; Lipka et al., 2005).

Da mesma forma, a resisténcia de Toropi parece envolver mecanismos pré e
pos-haustoriais. A combinagdo destes mecanismos resulta na reducdo sequencial da
formag¢do de estruturas fungicas e na ocorréncia de morte celular tardia, sendo
responsavel pela menor eficiéncia de infec¢do observada em Toropi, quando comparada
com um genoétipo suscetivel. Ainda, em alguns locais onde as respostas de defesa nao
sdo expressas na intensidade ou tempo exatos, algumas pustulas de suscetibilidade sdo

formadas. O envolvimento de diferentes mecanismos de resisténcia, atuantes desde a
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deposicao de esporos até a formagao de haustorios ¢ relatada por Vaz Patto & Rubiales
(2009).

A penetragdo na parede celular geralmente nao ¢ barreira para patdgenos
adaptados. No entanto, em casos onde a planta ndo ¢ um hospedeiro, os patdogenos
geralmente falham na penetragdo da célula. A formagao de haustérios pode ser
prevenida pela formacdo de papilas nas células do mesofilo. Estas atuam como barreira
fisica e quimica a penetracdo e possuem uma matriz de calose, contendo varios
constituintes organicos € inorganicos, incluindo proteinas antimicrobianas e compostos
fenolicos autofluorescentes (Lipka et al., 2005; O’connel & Panstruga, 2006; Rojas-
Molina et al., 2007).

No gendtipo de aveia (URS 22), o principal mecanismo de resisténcia a P.
triticina ¢ a formagao de papilas (Figura 44). Estas foram observadas em 75% dos locais
de contato de CMHs com células do meso6filo da planta. Este tipo de resisténcia ¢
comum em interagcdes envolvendo ndo-hospedeiros (Rubiales & Niks, 1992). O
acimulo de calose (componente mais abundante da papila) e formacdo de papilas
também ¢ relatado em hospedeiros, como é o caso de trigo com resisténcia a P.
graminis f.sp tritici, P. triticina e P. striiformis (Jacobs, 1989b; Tiburzy & Reisener,
1990; Kang et al. 2002) e em cevada com resisténcia a P. hordei (Niks, 1986).

O actimulo de compostos autofluorescentes em resposta a penetragdo por fungos
fitopatogénicos ¢ comum em diversas interagdes. A natureza desta fluorescéncia ¢é
atribuida a presenga de compostos de natureza fendlica. Estes compostos fenolicos
associados a defesa podem levar a lignificacdo das paredes celulares e até a morte
celular por hipersensibilidade (Mauch-Mani & Slusarenko, 1996; von Ropenack et al.,

1998; Rojas-Molina et al., 2007).
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Tanto em plantulas como em plantas adultas, houve um aumento na produgao de
compostos autofluorescentes entre 48 e 120 hai. Esta producdao variou temporal e
quantitativamente entre os genotipos e esteve correlacionada negativamente com a
formacdo de colonias e tecido esporogénico (Figuras 46 e 48). A producao de
compostos autofluorescentes foi relacionada com a resisténcia dos genotipos nao-
hospedeiros testados na fase de plantula, especialmente em cevada e arroz, onde se
verificou a ocorréncia de varias células fluorescentes associadas a tentativas de infeccao
por P. triticina. Em aveia a fluorescéncia foi mais fraca, embora sempre associada aos
estomatos e algumas vezes, as VSE formadas (Figura 47). O genotipo suscetivel BRS
194 apresentou baixo acimulo de compostos autofluorescentes em 48 hai. Em 120 hai,
cerca de 80% dos estdmatos penetrados apresentaram uma fluorescéncia fraca (Figura
46).

No entanto, em planta adulta, o genotipo suscetivel apresentou propor¢ao de
células autofluorescentes inferior a 10%. Além disso, a resposta do gendtipo de cevada
(BRS 195) diferiu da observada em plantulas. Em planta adulta, apenas em 120 hai
houve a producdo de compostos fluorescentes, porém, em baixa intensidade, onde
somente o estdmato foi fluorescente. Nos gendtipos hospedeiros com resisténcia parcial
(Toropi) e com resisténcia especifica a ragas houve uma alta propor¢ao de tentativas de
infecgdo associadas ao acumulo de compostos autofluorescentes. Este acumulo ja foi
observado em 36 hai e aumentou no decorrer do tempo, sendo mais expressivo em Lr9
do que em Toropi (Figuras 48 ¢ 49).

A autofluorescéncia em células do mesoéfilo pode estar associada com a morte
celular, com a lignificagdo e com a formacdo de papilas (Moerschbacher et al., 1990;
Rojas-Molina et al., 2007; Bozkurt et al., 2010). Podem ser distinguidos dois padrdes de

produgdo de compostos autofluorescentes relacionados com o acimulo de compostos
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fendlicos: somente nas paredes das células ou, em toda a célula. Este ultimo estaria
relacionado com a morte celular (Southerton & Deverall, 1990; Tiburzy & Reisener,
1990; Stadnik & Buchenauer, 1999). Neste trabalho houve alta correlacdo entre a
presenca de compostos autofluorescentes e o acimulo de ROS em plantulas (Tabela 25)
e entre a presenca de compostos autofluorescentes e morte celular em plantas adultas
(Tabela 24 ¢ 26).

Bozkurt et al. (2010) relatam diferencas temporais e quantitativas na propor¢ao
de células autofluorescentes associadas com tentativas de infec¢do por P. striiformis em
genotipo suscetivel e com resisténcia especifica a ragas. No genétipo resistente a
autofluorescéncia foi verificada em 24 hai. Em 48 hai, 40% das tentativas de infec¢ao
estiveram associadas a autofluorescéncia de células do mesoéfilo, enquanto que na
suscetivel a taxa foi inferior a 10%, além de envolver poucas células. Neste caso, a
autofluorescéncia foi relacionada com a morte celular hipersensivel. Os resultados
apresentados por esses autores assemelham-se aos obtidos neste trabalho, inclusive em
termos de porcentagens.

A formacgdo de papilas em URS 22 pode estar relacionada com a produgio de
compostos autofluorescentes pelas células. Kruger ef al. (2002) descrevem evidéncias
da importancia de compostos fenolicos e produtos da biossintese de ligninas ou da
sintese de intermediarios de fenilpropanodides na formagdo de papilas. Nas interacdes
envolvendo oidios dos cereais, a intensidade de autofluorescéncia pela presenga de
compostos fenolicos nas células da epiderme esteve correlacionada com a formacgao de
papilas nas mesmas (Jacobs, 1989b; Ma & Shang, 2004; Rojas-Molina et al. 2007).

Como observado em Toropi, Rojas-Molina et al. (2007) relatam a associacao de
células autofluorescentes em tentativas de infec¢do por U. viciae-fabae em gendtipos

com resisténcia parcial de V. faba. O mesmo foi evidenciado em gendtipos de aveia
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com resisténcia parcial a P. coronata e Erysiphe graminis f. sp. avenae (Parry &
Carver, 1986; Graichen, 2009).

Outra resposta de defesa importante ¢ a producdo de ROS. Esta produgdo pode
ser detectada dentro de minutos apds o ataque por um patdgeno, virulento ou avirulento.
As ROS mais importantes sdo o oxigénio singleto ('O,), o radical hidroperdxido (HO»"),
o anion superoxido (O7), o peroxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxila (OH") e o
oxido nitrico (NO). Essas ROS sdo altamente reativas e toxicas e quando se acumulam
em grande quantidade, induzem a RH. Além disso, participam da sinalizacdo e ativagdo
de genes de defesa e dos processos de enrijecimento da parede celular da planta,
promovendo sua lignificagdo. Podem atuar ainda, como compostos antimicrobianos,
inibindo diretamente o crescimento do patdégeno (Brisson et al., 1994; Heath, 2000;
Neill et al., 2002; De Gara et al., 2003; Laloi et al., 2004; Shetty et al., 2008). Porém,
patogenos biotroficos desenvolveram mecanismos para conviver com este estresse
oxidativo, incluindo a sintese e secrecdo de proteinas antioxidantes, como catalases e
peroxidases e a geragdo de metabdlitos que agem como detoxificadores de ROS (Zhang
et al., 2004; O’connel & Panstruga, 2006).

Uma das principais diferencas entre plantas suscetiveis e resistentes ¢ o tempo
em que estas levam para reconhecer o patégeno e ativar as respostas de defesa. No caso
de plantas resistentes o reconhecimento € rapido e pode ativar uma série de outros genes
de defesa, a fim de impedir a colonizacao dos tecidos. Nas plantas suscetiveis a resposta
¢ mais lenta e menos intensa, incapaz de restringir o crescimento do patdégeno. Duas
fases distintas de producdo de ROS podem ser identificadas durante as interagdes
patogeno-hospedeiro. A primeira ocorre logo apds o contato do fungo com a planta,

tanto em plantas resistentes quanto suscetiveis. A segunda fase, chamada de explosao
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oxidativa, ocorre somente em plantas resistentes, algumas horas apds o contato com o
patogeno (Manickavelu et al., 2010).

Neste trabalho, a producdo de H,O, esteve correlacionada negativamente com a
formagdo de colonias e tecido esporogénico em plantulas e plantas adultas (Tabelas 25 e
26). Na fase de plantula, o gendtipo de cevada (BRS 195) apresentou um pico na
produgdo de H,O, entre 48 e 72 hai (superior a 80%). Provavelmente esta maior
produgdo estd associada a ocorréncia de morte celular, verificada em grande parte das
tentativas de infec¢do neste gendtipo. Em aveia (URS 22) e trigo (BRS 194), as taxas de
produgdo de H,O, foram abaixo de 40%, com excecdo de BRS 194, em 96 hai, onde
55% das tentativas de infecg@o estiveram associadas a producdo de ROS nos estomatos
(Figura 50). Este acumulo tardio provavelmente ndo ocorre em tempo habil de impedir
a infecgdo. O acimulo de H,0, nas células da epiderme ou nos estomatos de plantas
suscetiveis também ¢ relatado por Orczyka et al. (2010), entre 4 ¢ 5 dias apos a
inoculagao.

Nos gendtipos de arroz (Irga 417 e Nippon Bare), além da alta propor¢do de
células com autofluorescéncia, a producdo de H,O, foi superior a 60% em todos os
horarios testados. Ayllife et al. (2011) relatam que as respostas de defesa deste cereal a
ferrugens incluem a producgdo de compostos autofluorescentes, de H,O,, a deposicio de
calose e em alguns casos, a morte celular. Os autores avaliaram 9.000 linhagens e
cultivares de arroz. Destas, 3% s3o oriundas da América do Sul e a grande maioria,
variedades asiaticas (66%). Em 34 linhagens (nenhuma proveniente da América do Sul)
houve a manifestacdo de algum sinal macroscépico de infecgdo (flecks de clorose),
demonstrando que ha variabilidade genética para a resisténcia de ndo-hospedeiro a

ferrugens. A variacdo também ocorreu dentro da mesma folha, onde diferentes pontos
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permitiram maior ou menor desenvolvimento fingico. No presente trabalho, nenhum
dos genotipos de arroz testados apresentou sinais visiveis da infec¢dao do patogeno.

Na fase de planta adulta, assim como em plantulas, BRS 195 apresentou alta
taxa de producao de H,O,, a partir de 48 hai. Esta produgcdo aumentou gradativamente
no decorrer do tempo. O genotipo Lr9 apresentou um pico de produgdo de H,O, em 48
hai, coincidindo com o periodo de formagdo de haustorios (Figura 52). Estes resultados
estdo de acordo com o que ¢ relatado por Manickavelu et al. (2010), onde a produgdo de
ROS foi determinante nas respostas de incompatibilidade da linhagem isogénica Lr10
com o fungo P. triticina. A formagao de H,O, em Lr9 também foi estudada por Orczyka
et al. (2010). Os autores relatam que neste genotipo a queima oxidativa é pequena e
transiente, atingindo seu pico (60-70%) dois dias ap6s a inoculagdo.

Em BRS 194 a produ¢do de H,O; foi baixa e restrita ao estdmato penetrado. A
reacdo com DAB pode ocorrer ocasionalmente em plantas suscetiveis, porém, em niveis
ndo significativos (Melichar et al., 2008). A geracdo fraca e transiente de ROS ocorre
devido a uma reacdo bioldgica ndo-especifica. Depois de algumas horas do contato
entre planta e patdogeno, uma segunda e prolongada produ¢do de ROS ¢ detectada
(queima oxidativa) e ocorre nas células atacadas por patogenos avirulentos. Esta
produ¢do em duas fases ¢ tipica de interagdes incompativeis, caracterizadas pela
presenga de RH (Lamb & Dixon, 1997). O acumulo de H,O; nas células guarda dos
estomatos, como verificado em BRS 194 e URS 22, também ¢ relatado por Wang et al.
(2010) (Figuras 51 e 53).

Em Toropi praticamente nao houve a formagao de H,O, nos locais de tentativa
de infecgdo. Silva (2006), ao estudar genes envolvidos na defesa, logo ap6s o contato
com o patdgeno, relata que aparentemente, nao ha explosido oxidativa neste genotipo. A

auséncia de produgdo de H,O, também ¢ relatada na cultivar Guardian, com resisténcia
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parcial a P. striiformis f. sp. tritici € na reagdo do gene Lr34 a P. triticina (Melichar et
al., 2008; Orczyka et al., 2010).

Estes resultados demonstram que distintos mecanismos de resisténcia estdo
envolvidos em diferentes fases do desenvolvimento dos diferentes genotipos (Tabela
20). Apesar de haver alguma reducao na formagao de ASEs nos genotipos de arroz, que
pode ser indicativo de um mecanismo de defesa passivo que reduz o reconhecimento de
estomatos, em todos os genétipos ndo-hospedeiros testados, houve o envolvimento de
respostas ativas de defesa. Estas incluem a morte celular, a formagdo de papilas,
produgdo de compostos autofluorescentes e ROS. De acordo com Ayllife et al. (2011), a
resisténcia de ndo-hospedeiros ¢ multifacetada e envolve mecanismos de resisténcia
fisicos, quimicos, pré-formados e ativos.

Estudos recentes demonstram que a resisténcia de ndo-hospedeiros ¢ herdada
poligenicamente e envolve respostas ativas, incluindo a sinalizacdo por 4cido salicilico
e producao de ROS. Estes eventos bioquimicos também sdo comuns na resisténcia de
hospedeiros (Aghnoum & Niks, 2010; Ayliffe et al., 2011).

De acordo com Zhang et al. (1994), genes que conferem resisténcia parcial a P.
hordei em cevada também conferem resisténcia a fungos ndo apropriados, como P.
triticina. Esta similaridade permite que se possa especular a transferéncia de genes de
resisténcia de nao-hospedeiros para espécies hospedeiras. O primeiro exemplo de
transferéncia de um gene de nao-hospedeiro entre espécies ocorreu entre milho e arroz.
O gene Rxol que confere resisténcia baseada em RH a Burkholderia andropogonis
Smith. foi transferido para arroz, onde conferiu resisténcia a Xanthomonas oryzae pv.
oryzicola Ishiyama., um ndo-patégeno de milho. Neste caso, a diferenga entre a forte
RH e a aparente imunidade ao ndo-patéogeno parece ser um unico gene NBS-LRR

(Rxo1) (Zhao et al. 2005).
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As respostas de defesa a P. triticina apresentadas pelo gendtipo de cevada BRS
195, assemelham-se ao que ¢ observado em genoétipos de trigo com resisténcia
especifica a racas. Em termos evolutivos, estes cereais sao mais aproximados do que
trigo e aveia ou trigo e arroz. Consequentemente, os patogenos P. triticina € P. hordei
sd0 mais proximos do que P. triticina € P. coronata (Zambino & Szabo, 1993; Kellogg,
2000; Van Der Merwe et al., 2007).

Niks & Dekens (1991) relatam que a resisténcia de trigo a P. hordei envolve
primeiramente mecanismos pré-haustoriais de defesa. Além destes, sdo atuantes
mecanismos pos-haustoriais, que induzem a morte celular. Esse resultado, somado ao
deste trabalho, para o genotipo ndo-hospedeiro BRS 195, assemelha-se ao que foi
observado no genotipo com resisténcia parcial, Toropi.

Desta forma, as resisténcias de ndo-hospedeiro, quantitativa e qualitativa seriam
apenas extremos distintos de um mesmo continuo de resisténcia (Niks & Marcel, 2009).

Embora os mecanismos que determinam a resisténcia de nao-hospedeiros nao
estejam completamente elucidados, para que um patéogeno em potencial consiga
colonizar com sucesso a planta, faz-se necessario transpor algumas barreiras de defesa.
Primeiramente, ¢ necessario que haja compatibilidade basica entre planta e patdogeno, ou
seja, a presenga de sinais fisicos e quimicos apropriados para que o patdégeno reconheca
a planta como um possivel hospedeiro. Nesta fase, barreiras fisicas e quimicas
(fitoanticipinas) devem ser transpostas, a fim de diferenciar as estruturas infectivas de
forma adequada. Os patégenos produzem uma gama de moléculas conservadas
(PAMPs) que sdo responsaveis pela inducdo das respostas de defesa. Para que a
infec¢do tenha sucesso, o patogeno deve inativar estas defesas, através da liberagdo de
proteinas efetoras que interagem com os processos de defesa. Quando o patdgeno

consegue inativar a resisténcia basal, mediada por PAMPs, a infec¢do ¢ estabelecida.
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Em algumas espécies o patogeno ¢ incapaz de suprimir esta resisténcia, assim, estas
plantas sdo consideradas nao-hospedeiras (Jafary et al., 2006; Niks & Marcel, 2009;
Avyllife et al., 2011).

Mesmo havendo conservacao entre PAMPs e os receptores PRRs, a ferrugem do
centeio (P. recondita), por exemplo, € capaz de suprimir as respostas de defesa neste
cereal, porém, ¢ incapaz de infectar o trigo (Niks & Dekens, 1991). Claramente, existem
varios fatores especificos envolvidos, tanto na planta como no patdégeno, determinando
até que ponto a defesa basal serd suprimida em diferentes espécies. Uma das questdes
chave para o entendimento das relagdes patdogeno-hospedeiro ¢ desvendar de que forma
os patdgenos suprimem a resisténcia basal em hospedeiros e porque este fenomeno nao
ocorre em espécies nao-hospedeiras relacionadas, como ¢ o caso das espécies de
Poaceae testadas neste trabalho.

Mesmo dentro da mesma espécie de planta, existe variagdo genética na
proporc¢ao de defesa basal suprimida por patdégenos. Este € o caso da resisténcia parcial,
denominada por Parlevliet (1975). Em gendtipos com este tipo de resisténcia o patdgeno
parece ter dificuldade de suprimir completamente a resisténcia basal. Além disso,
parece haver associagdo entre niveis de resisténcia parcial a P. hordei em genétipos de
cevada e a resisténcia a fungos heterdlogos (Hoogkamp et al., 1998). Com estes
resultados, sugere-se que hé associagdo genética entre a resisténcia de hospedeiro e nao-
hospedeiro em cevada, onde ambas atuam sobre os niveis de compatibilidade basica
(capacidade do patéogeno de “suportar” as defesas empregadas pela planta, efetivas
contra patdégenos nao adaptados) e seu fendmeno complementar, a resisténcia basal
(Jafary et al., 2006; Niks & Marcel, 2009).

Embora as resisténcias qualitativa e quantitativa sejam fendmenos diferentes,

existem evidéncias de que podem ser condicionadas pelos mesmos mecanismos



134

genéticos. Alguns mecanismos da resisténcia quantitativa se sobrepdem aos da
resisténcia qualitativa (reconhecimento especifico de efetores do patogeno) e da
resisténcia basal (reconhecimento nao-especifico de PAMPs). Além destes mecanismos,
a resisténcia quantitativa pode envolver rotas e mecanismos alternativos como a
deteccao de danos causados pelo patogeno e a modulagdo e transdugdo de sinais para
reforco de paredes celulares, producdo de metabdlitos secundarios relacionados a defesa
e detoxificagdo de toxinas derivadas do patdégeno. Estes mecanismos possuem
implicagdo sobre o espectro da resisténcia e sua durabilidade. Mecanismos de
reconhecimento especificos podem eventualmente ser superados como resultado da
evolucdo do patdgeno, enquanto que mecanismos de defesa ndo-especificos podem
oferecer uma resisténcia de amplo espectro ¢ mais robusta em face a evolucdo do
patogeno (Poland et al., 2008).

A resisténcia quantitativa ainda é pouco explorada (Kliebenstein & Rowe,
2009). Estudos histolégicos das interagdes Puccinia x Poaceae podem auxiliar no
conhecimento sobre os varios mecanismos de resisténcia e na obtencdo de formas de
controle mais duraveis. Acredita-se que muitos mecanismos ainda ndo tenham sido
explorados, incluindo os envolvidos na menor deposicdo de esporos, na reducao da
germinagdo e no desenvolvimento de ASEs e VSEs. Através do conhecimento de quais
mecanismos operam € quais possuem maior durabilidade, pode-se especular a
combinagdo de diferentes mecanismos de resisténcia em um Unico gendtipo de interesse
agronomico (Rubiales & Niks, 2000; Vaz Patto & Rubiales, 2009).

Mecanismos atuantes em diferentes fases do processo infeccioso podem fornecer
multiplas barreiras, ndo facilmente transpassadas por uma simples muta¢do no patégeno

(Rubiales & Niks, 2000; Kliebenstein & Rowe, 2009). Esta combinagdao de mecanismos
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resulta em uma robustez da resposta de defesa (Lipka et al., 2005). Os resultados
encontrados neste trabalho corroboram com isto.

A cultivar de trigo Toropi foi langada em 1965 e cultivada extensivamente por
cerca de 15 anos (Rosa et al., 2009). No entanto, ainda ¢ utilizada como testemunha
para resisténcia parcial em ensaios experimentais da Embrapa Trigo para avaliagao de
resisténcia a ferrugem da folha. Estes ensaios sdo conduzidos em diferentes regides,
com diferentes condigdes ambientais. A despeito da grande variabilidade de ragas do
patogeno existentes, Toropi tem mostrado o mesmo padrio de reagdo a ferrugem da
folha ao longo de todos os anos em que foi testada, com baixa taxa de progresso da
doenga, tipo de infeccdo suscetivel e severidade em torno de 5% (Chaves, 2011,
comunicagdo pessoal). De acordo com Singh et al. (2011), o atraso no progresso da
doenga, com severidade variando de tragos até 5%, ¢ indicio do efeito cumulativo de 4-
5 genes menores de resisténcia, resultando em uma “quase imunidade”.

A estabilidade da resisténcia de Toropi a diferentes ragas de P. triticina ao longo
do tempo, a baixa severidade observada no campo e a presenca de distintos mecanismos
de resisténcia a nivel celular, sdo indicativos de que este genotipo realmente possui
resisténcia parcial. Frente a este cenario, a avaliacdo de mecanismos de resisténcia em
gendtipos com resisténcia duravel, como ¢ o caso de Toropi, deve ser priorizada.
Genotipos que combinem diferentes mecanismos de resisténcia, preferencialmente pré-
haustoriais (a exemplo do que é observado em espécies ndo-hospedeiras e em Toropi),
apresentardo, potencialmente, resisténcia mais durdvel a P. triticina do que gendtipos

com resisténcia baseada somente em hipersensibilidade.



7 CONCLUSOES

Nas condigdes em que foram conduzidos os experimentos realizados neste

trabalho, conclui-se:

1. A expressdo da resisténcia a Puccinia triticina difere temporal e
espacialmente entre os gendtipos hospedeiros e nao-hospedeiros;

2. Gendtipos hospedeiros com distintas rea¢des de resisténcia (especifica a raga
e ndo-especifica a raga) apresentam diferentes mecanismos de resisténcia a P. triticina.
Da mesma forma, as diferentes espécies ndo-hospedeiras possuem distintas respostas de
resisténcia ao fungo;

3. O principal mecanismo envolvido na resisténcia apresentada pelo genotipo de
trigo Toropi € pré-haustorial, reduzindo efetivamente e sequencialmente as estruturas
fingicas diferenciadas, em comparacdo ao genotipo suscetivel. Este mecanismo ¢ ativo
e envolve a producdo de compostos autofluorescentes, mas nao de espécies reativas de
oxigénio. Concomitante ao acimulo de compostos autofluorescentes ha a ocorréncia de
morte celular tardia em alguns locais onde a infec¢do teve sucesso (mecanismo pos-
haustorial). A combinacdo de diferentes mecanismos de resisténcia ¢ responsavel pela
durabilidade da resisténcia de Toropi;

4. Em alguns locais da folha de Toropi, onde ha falha na manifestacdo dos

mecanismos pré e pos-haustoriais de resisténcia, poucas pustulas sdo formadas. Isto se
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reflete na reagdo fenotipica do gendtipo, de poucas pustulas de suscetibilidade;

5. A resisténcia observada nos genoétipos nao-hospedeiros ¢ ativa;

6. Os genotipos de arroz podem ser os unicos a apresentar algum tipo de
resisténcia estrutural, visto que sua estrutura foliar difere dos demais genotipos e a
infeccdo ¢ restringida de forma mais drastica. Nestes, a resisténcia a P. triticina € pré-
haustorial e envolve a producao de compostos autofluorescentes e de espécies reativas
de oxigénio;

7. O genotipo de aveia URS 22 apresenta resisténcia do tipo pré-haustorial
associada a produgdo de compostos autofluorescentes e a formacgdo de papilas. O
genotipo de cevada BRS 195 possui a combinagao de mecanismos pré e pos-haustoriais,
visto que além da produgdo de compostos autofluorescentes e de espécies reativas de
oxigénio, apresenta morte celular.

8. A combinacdo de distintos mecanismos de resisténcia a P. triticina, atuantes
em diferentes fases do processo infecioso, pode ser responsavel pela durabilidade da
resisténcia em gendtipos hospedeiros, como Toropi. O mesmo ocorre em genotipos nao-

hospedeiros.
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9 APENDICES

TABELA 23. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os componentes histologicos

da resisténcia a Puccinia triticina na fase de plantula, 48 horas apos a
inoculacdo. Porto Alegre, RS. 2011.

Componentes histolégicos da Produggio de compostos Produgdo de Morte celular
resistancia autofluorescentes associados a espécies reativas de )
formacéo de VSE (48 hai®) oxigénio (48 hai) (48 hai)

Producao de compostos

autofluorescentes associados a 0,53 0,48 0,66
formacéo de ASE (48 hai) (0,354)° (0,418) (0,227)
Producéo de compostos
autofluorescentes associados a -0,27 0,13
formagcéo de VSE (48 hai) (0,657) (0.829)
Producao de espécies reativas de 032
oxigénio (48 hai) ’
(0,250)

? hai= horas ap0s a inoculagdo
®Valores entre parénteses correspondem & probabilidade de p=0.

TABELA 24. Coeficientes de correlacio de Pearson entre os componentes

histologicos da resisténcia a Puccinia triticina na fase de planta adulta,
48 horas apds a inoculagdo. Porto Alegre, RS. 2011.

Componentes histolégicos da Produgdo de compostos Produgdo de Morte celular
resisténcia autofluorescentes associados &  espécies reativas de )
formagcao de VSE (48 hai®) oxigénio (48 hai) (48 hai)

Producéo de compostos

autofluorescentes associados a 0,99 -0,57 0,57
formagcéo de ASE (48 hai) (0,0002)" (0,425) (0,240)
Producdo de compostos
autofluorescentes associados a -0,58 0,69
formacéo de VSE (48 hai) (0,424) (0.132)
Producao de espécies reativas de 0.17
oxigénio (48 hai) ’
(0,605)

* Hai= horas ap0s a inoculagdo
®Valores entre parénteses correspondem & probabilidade de p=0.
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TABELA 25. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os componentes histoldgicos
da resisténcia a Puccinia triticina na fase de plantula, 120 horas apds a

inoculagdo. Porto Alegre, RS. 2011.

Producéo de Producéo de .
Producéo de
Presenga compostos compostos o .
Componentes N espécies Morte Formacéo
; . de colénias autofluorescente  autofluorescente . d
histol6gicos da - N - N reativas de celular de papila
R de P. s associados a s associados a LA . .
resisténcia o ~ ~ oxigénio (120 (120 hai) (120 hai)
triticina formacao de formacao de hai)
ASE (120 hai % VSE (120 hai)
Presenca de
tecido 0,94 -0,62 -1 -0,35 -0,23 -0,24
ESPOrogenIco 4 no1y (0,267) (<0,001) (0,200) 0402)  (0,397)
Presenca de
colénias de P. -0,62 -1 -0,41 -0,24 -0,24
triticina (0,267) (<0,001) (0,131) 0385)  (0,380)
Producéo de
compostos
autofluorescentes 0,15 0,61 0,25
associados a (0,814) (0,276) (0,691)
formacéo de ASE
(120 hai®)
Producéo de 0,72 0,25 0,25
compostos
autofluorescentes 0.173) (0.685) (0,685)
associados a
formacao de VSE
(120 hai)
Producéo de -0,08 -0,14
espécies reativas
de oxigénio (120 (0,790) (0.614)
hai)
-0,24
Morte celular
(0,392)

(120 hai)

* Hai= horas ap6s a inoculagéo

®Valores entre parénteses correspondem a probabilidade de p=0.
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TABELA 26. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os componentes histologicos
da resisténcia a Puccinia triticina na fase de planta adulta, 120 horas
apos a inoculagdo. Porto Alegre, RS. 2011.

Producéo de Producéo de
compostos compostos Producéo de
rﬁ;mgo?c%r;tgz czlrggfgsggedg autofluorescente  autofluorescentes  espécies reativas c!\éllcl:g?'
resis?éncia triticina ' s associados a associados a de oxigénio (120 (120 hai)
formacao de formacao de VSE hai)
ASE (120 hai®) (120 hai)
Presenga de tecido 0,85 0,12 0,04 0,29 0,16
esporogénico
(<0,001)° (0,822) (0,928) (0,354) (0,526)
Presenca de
col6nias de P. -0,21 -0,32 -0,16 -0,25
triticina (0,690) (0,538) (0,617) (0,319)
Producéo de
compostos
autofluorescentes 0,69 -0.93 0,96
associados & (0,127) (0,07) (0,002)
formacéo de ASE
(120 hai ®)
Producéo de
compostos
autofluorescentes -0.33 0,61
associados a (0,66) (0,196)
formacao de VSE
(120 hai)
-0,55

Producéo de
espécies reativas de (0,06)
oxigénio (120 hai)

* Hai= horas ap0s a inoculagio
®Valores entre parénteses correspondem & probabilidade de p=0.



