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MANCHA DE Pyrenophora EM GRAOS DE AVEIA: PERIODO DE
SUSCETIBILIDADE, CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DOS GRAOS E
INFLUENCIA DA EPOCA DE COLHEITA’

Autora: Carla Azambuja Centeno Bocchese
Orientador: José Anténio Martinelli

RESUMO

A mancha negra dos grdos de aveia branca, cujo principal agente é
Pyrenophora chaetomioides, é caracterizada pelo escurecimento de seus tecidos
superficiais e pode ocasionar reducéo na qualidade e valor dos mesmos para a
industria alimenticia. E possivel que caracteristicas bioquimicas presentes nestes
tecidos possam influenciar na resisténcia ao patégeno. Evidéncias do papel de
componentes bioquimicos constitutivos e induzidos na resisténcia dependem da
demonstragdo de que estdo presentes ou s@o produzidos em quantidade
suficiente, no local e tempo exatos, para inibir a penetracéo e desenvolvimento do
patégeno nos tecidos da semente. Os objetivos deste trabalho foram: i) Conhecer
o processo de formagdo da mancha nos gréos e identificar a época de maior
incidéncia de P. chaetomioides nos componentes florais apdés a emissdo da
panicula até a maturagao fisioldgica;ii) Avaliar os indices de suscetibilidade de 15
gendtipos de cultivares de aveia branca a mancha negra e sua correlacdo com a
infec¢ao;iii) Correlacionar a presenga de lipase e peroxidase em grdos maduros
com a suscetibilidade a P. chaetomioides e formagdo da mancha. Nado houve
correlagdo entre o percentual de graos ndo manchados e o nivel de infecgéo (r=-
0,18). O periodo de suscetibilidade a formagéo da mancha compreende a fase de
grao aquoso até o momento da colheita dos mesmos. Os gendtipos selecionados
agruparam-se em diferentes niveis de incidéncia com relagdo a mancha-negra e
infeccao, mas nao houve correlagcdo entre estas duas variaveis. A andlise de
graos maduros dos genoétipos selecionados apresentou diferengas significativas
nos niveis de peroxidase e lipase, entretanto, ndo houve correlagdo significativa
com relacdo a resisténcia para formagao de mancha e infecgdo. As curvas de
atividade da peroxidase durante o desenvolvimento dos graos também nao foram
suficientes para separar cultivares com maior e menor nivel de resisténcia.

Tese de Doutorado em Fitotecnia. Faculdade de Agronomia. Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (79p.) Agosto, 2003.
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Pyrenophora SPOTS ON OAT KERNELS : PERIOD OF SUSCETIBILITY,
BIOCHEMICAL CHARACHTERISTICS OF KERNELS
AND EFFECT OF THE HARVEST.!

Author: Carla Azambuja Centeno Bocchese
Adviser: José Antdnio Martinelli

ABSTRACT

Darkening of oat kernels, whose main agent is Pyrenophora chaetomioides
is characterized by superficial darkening of their tissues and can cause quality and
value reduction for the food industry. It is possible that biochemical characteristics
present in these tissues can influence on the resistance to the patogen. Evidence
of the constitutive biochemical components on resistance depends of the
demonstration of their presence or production in enough quantity in the exact
place and time for inhibition of the patogen’s penetration and development in seed
tissue. The objectives of this work were: i) To determinate the period for formation
of grain spot and to identify the time of major incidence of P. chaetomioides in
flower components after the emission of panicle, untill phisiological maturation.ii)
Evaluation of the susceptibility of fifteen oat genotipes to black spot and its
corelation with infection. lii) To Corelate of the presence of lipase and peroxidase
in mature grains with susceptibility of P. chaetomioides and spot formation. The
corelation between percentual of grains without spots and the level of infection
wasn't significant (r= 0,18). The susceptibility of grains to patogen for spot
formation is during the stages of milky grain untill harvest. The analysis of mature
grains of selected genotipes showed significant differences in peroxidase and
lipase levels but there was not significant corelation in relation to resistance for
spot formation and infection although, few genotipes susceptible to infection and
spot formation had peroxidase levels similar of resistent ones. Also, the
peroxidase growth curves during grains development weren’t suficient to separate
suscetible cultivars of resistent ones.

Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre; RS, Brazil. (79p.) August, 2003. .
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A aveia encontra-se entre os cereais de maior importancia e, sua produgao,
ocupa o sexto lugar na classificagcéo da produgéo mundial de cereais (GUTKOSKI
& PEDO, 2000).

O Brasil, desde 1989, tem se destacado como grande produtor de aveia na
América Latina. Os principais estados produtores sdo Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana (CARVALHO & FEDERIZZI, 1988).

A area cultivada com aveia cresceu muito nos (ltimos anos, especialmente
no sul do Brasil. A produgdo brasileira, que se situava em torno de 176 mil
toneladas em 1987, passou, em 1999, para cerca de 290 mil toneladas, o que
significa aumentos substanciais em area cultivada e produtividade. O aumento da
area plantada tornou-se possivel devido ao langamento de mais de quarenta
novos cultivares pelas instituicbes que integram o programa de melhoramento
genético de aveia. A produtividade e o rendimento industrial se elevaram, a partir
de plantas mais precoces, de menor porte e resistentes a algumas moléstias

fungicas (GUTKOSKI & PEDO, 2000).



A versatilidade de sua utilizagéo, aliada as qualidades nutritivas, contribuiu
para o estabelecimento desta espécie como uma das melhores alternativas para
cultivo de estagéo fria, como salientavam CARVALHO et al. ainda em 1980.

Atualmente a presenca de grdos manchados apresenta-se como grave
problema na produgéo de gréos, ja que deprecia o produto e impede sua
comercializagéo, com perdas totais nos lotes que apresentam incidéncia superior
a 3% de gréos manchados apds descascados, o que pde em risco toda a cadeia
produtiva.

Provavelmente, caso n&o houver solugdes viaveis nos proximos anos para
minimizar o problema da mancha nos gréos de aveia (Figura 1), o Brasil voltara
para a condicao de importador de aveia, para atingir os padrdes de qualidade

aceitaveis pela industria alimenticia.

Figura 1. Amostra de graos de aveia branca UFRGS-15 com as
caracteristicas desejadas pela industria alimenticia (A) e
evidenciando a presenca de manchas (B).

Neste contexto encontra-se Pyrenophora chaetomioides, o agente causal
da mancha negra nos graos de aveia branca. Esta doenga vem se destacando
dentre as manchas foliares em termos de incidéncia e severidade no sul do Brasil.
BLUM (1997), constatou a presen¢a em alta frequéncia de P. chaetomioides em

graos manchados de aveia, 0 que ja indicava que este patégeno poderia ter um

importante papel na formagdo de manchas. Apesar de P.chaetomioides causar



manchas tanto nas folhas como nas sementes de aveia, ndo existe correlacao na
incidéncia entre elas.

P. chaetomioides sobrevive em restos de cultura de aveia e nas sementes
infectadas, os quais constituem a principal fonte de inéculo deste patdgeno para
as lavouras que utilizam a rotagéo de culturas (BLUM et al., 1995).

O indculo, presente na semente (BOCCHESE, 2000), é responsavel pela
introducéo do patégeno em &reas novas, ja que o controle quimico das sementes
ndo tem sido eficiente (LANGARO, 1998), fato que tem contribuido para o
agravamento deste problema.

Até o momento, ndo existem informacdes na literatura sobre possiveis
solugdes para a mancha nos gréos de aveia. No Brasil, o problema tornou-se
relevante pelas condigées de ambiente favoraveis e pela utilizagéo da técnica de
plantio direto pelos produtores, onde o fungo dispde de condi¢cbes 6timas para
seu desenvolvimento e sobrevivéncia.

Pyrenophora chaetomioides esta presente nos grdos de aveia, somente
nos tecidos do pericarpo, provavelmente devido a sua grande atividade
proteolitica e lipolitica, e a falta de enzimas que possam degradar o amido
(BOCCHESE et al, 2001). A habilidade enzimatica deste fungo poderia ser
influenciada pelas caracteristicas bioquimicas presentes nos tecidos superficiais
da semente e ocasionar a reagdo diferencial & formagdo de mancha observada
nas cuitivares de aveia.

Assim, o objetivo deste trabalho foi entender o processo de formacéo de
manchas na superficie de gréos de aveia pelo fungo P. chaetomioides, a partir da
correlagéo da atividade da lipase e peroxidase presente nos gréos de aveia com a
incidéncia e formagéo de manchas, na busca de resisténcia genética & moléstia

da mancha-negra.



1.1. O Hospedeiro Avena sativa L.

A aveia € uma graminea pertencente a familia Poaceae, tribo Aveneae, e
género Avena. O género Avena compreende varias espécies silvestres, nativas e
cultivadas, distribuidas em seis continentes. A area de maior diversidade em
espécies esta situada entre 25 e 45 ° latitude norte, 90 ° longitude leste e 20 °
longitude oeste, estendendo-se das llhas Canérias, bacia do Mediterraneo e
Oriente Médio até o Himalaia (MURPHY & HOFFMAN, 1992). O centro de origem
da aveia encontra-se na Asia e no Oriente Médio, semelhante a cevada e ao trigo.

A aveia foi domesticada depois das culturas de cevada e de trigo, sendo,
inicialmente, considerada uma planta invasora das mesmas. A introdugdo destas
culturas em regides mais frias possibilitou que a aveia ganhasse em
competividade e, finalmente, fosse domesticada como uma cultura alternativa
(THOMAS, 1995).

A aveia é uma espécie autdbgama e anual. Apresenta ciclo de crescimento
variavel entre 120 a mais de 200 dias, dependendo da cultivar e das condigbes
edafoclimaticas. O habito de crescimento é cespitoso, podendo atingir a estatura
entre 0,7 a 2,0 m. Em relag@o as caracteristicas botanicas, apresenta um sistema
radicular fibroso e fasciculado, colmo ereto e cilindrico, folhas com ligula bem
desenvolvida e com auséncia de auricula. A inflorescéncia € uma panicula
piramidal, terminal e aberta, apresentando espiguetas contendo entre um e trés
graos (FLOSS, 1998).

As espécies do género Avena possuem trés niveis de ploidia: diploides
(2n=2x=14), tetrapldides (2n=4x=28) e hexaploides (2n=6x=42), sendo que neste
nivel € composto por formas extremamente variaveis, interférteis e de facil

dispersao, porém todas as espécies deste género possuem meiose regular dentro



de seu nivel de ploidia e dentro de cada grupo existem formas cultivadas, as
quais somente sobrevivem sob cultivo (SERENO TAVARES, 1991).

As espécies hexaploides compreendem tipos cultivados, como A. sativa e A.
byzantina, e espécies silvestres, como A. sterilis e A. fatua (THOMAS, 1995).

As espécies A. sativa e A. byzantina foram amplamente recombinadas em
programas de melhoramento genético, de forma que a aveia cultivada é
denominada A. sativa (FEDERIZZI et al, 1999). A. sativa é destinada a producéo
de gréos de alta qualidade industrial, mas pode também ter duplo propdsito para
producgéo de forragem e produgdo de graos do rebrote (FLOSS, 1991).

As espécies selvagens do género Avena tém sido avaliadas como possiveis
fontes de resisténcia a moléstias para transferéncia as espécies cultivadas. A.
sterilis ja foi utilizada na busca de resisténcia & ferrugem da folha e do colmo
(FREY, 1994), no entanto, ainda nao para resisténcia a mancha negra nos graos.

1.2. Histérico e ocorréncia da moléstia /

O primeiro relato da forma imperfeita, Drechslera avenae, foi em 1889, na
regiao de Pavia, na ltalia, por BRIOSI & CAVARA, sendo inicialmente
denominado Helminthosporium teres Sacc. forma avenae-sativae. Coube a ITO,
no Japao, em 1930, o primeiro relato da forma perfeita, P. chaetomioides Speg.,
identificada em restos culturais (TEMPE, 1964).

Ja em 1974 havia relatos de epidemias da helmintosporiose da aveia, na
Alemanha e sul dos Estados Unidos, em que a mesma destacava-se como a
doenga mais severa depois da ferrugem da folha, com perdas estimadas de 30-
40% na producdo de grédos (GOUGH & McDANIEL, 1974). No Brasll, a/
helmintosporiose da aveia foi relatada por Costa Neto, na década de 60, no Rio

Grande do Sul.



Os sintomas mais comumente observados na helmintosporiose da aveia
podem surgir logo apés a emergéncia da planta (IVANOFF, 1963) e foram
descritos por ELLIS em 1971, como manchas inicialmente pequenas (1-3 x 1-
2mm), com o centro branco circundado por um halo marrom-avermelhado que
posteriormente coalescem e alongam-se, formando pequenas listras longitudinais.

As manchas em colmos podem ser alongadas e estreitas ou expandirem-se
irregularmente (HARDER & HABER, 1992).

As lesbes tipicas de P. chaetomioides se desenvolvem nas folhas porém, em
condi¢bes propicias, a doenga pode atingir as bainhas das plantas. Onde ha
contato direto com as bainhas, os nés ficam escuros e a regido préxima aos nos
sofre um processo de infecgdo mais acentuado. No caso de infeccdo mais grave,
a massa micelial do fungo pode ser observada na cavidade interna do colmo, com
consequente quebra dos mesmos na terceira ou quarta regido internodal. Estes
autores ressaltam que este sintoma de “colmo negro” cujo agente causal é o
fungo P. chaetomioides, assemelha-se bastante aquele descrito para Septoria
avenae Frank (LUKE et al., 1957).

Esta doenga por interferir no desenvolvimento pleno das plantas, pode
também causar dano as sementes (DRECHSLER, 1923). REIS (1987) considerou
que a colonizagdo ou infecgdo das sementes, & causada por parasitas
necrotroficos, ndo somente P.chaetomioides, sob condicdes naturais. BLUM
(1995) relatou P. chaetomioides como o principal patégeno associado as
sementes de aveia da regido sul do Brasil.

'BOEWE (1960) associou a destruigéo do tecido foliar das plantas infectadas a
consequente produgdo de graos leves, enrugados, escurecidos na base e com
qualidade inadequada para produgédo de alimentos. Entretanto, ndo havia

sintomatologia tipica sobre a semente infectada que fosse util para a diagnose e



que tivesse sido descrita até o trabalho de BLUM (1997). Trabalhos mais recentes
(BOCCHESE et al, 2001) determinaram a localizagdo do micélio de P.
chaetomioides nos tecidos da cariopse de aveia como muito superficial e limitada
aos trés tecidos do pericarpo, referindo a testa da semente como a barreira para
sua penetragdo. Também correlacionaram a intensidade das manchas com a
densidade de micélio nos tecidos, sugerindo que o gradiente de severidade da
mancha pode ser devido a interagdo entre fatores do ambiente favoraveis &
infec¢do e a composigéo lipidica dos gréos.

Atualmente, no Brasil, a ocorréncia de grios manchados aumentou em niveis
preocupantes em vista das condi¢gbes de ambiente favoraveis ao desenvolvimento
do patégeno e pela utilizagdo da técnica de plantio direto pelos produtores, que
disponibiliza ao patégeno a resteva de aveia, meio ideal para sua sobrevivéncia
na area.

O gréo de aveia destinado ao consumo humano deve atender a uma exigéncia
de qualidade minima. Com este intuito, as industrias objetivando a manutencao
de altos padrées de qualidade tém maior exigéncia qualitativa para aquisicao de
graos, e néo estéo aceitando o produto com percentuais de grdos manchados
superiores a 3%. Consequentemente, ha necessidade iminente de solucdes para
minimizar este problema, o qual esta colocando em risco toda a cadeia produtiva
desta cultura.

1.3. O Patégeno Pyrenophora chaetomioides

O agente causal da helmintosporiose da aveia ¢ o fungo P. chaetomioides
(forma perfeita de Drechslera chaetomioides), pertencente & subdivisdo
Ascomycotina, classe Loculoascomycetes, ordem Pleosporales, familia

Pleosporaceae, Pyrenophora chaetomioides. (MENEZES & OLIVEIRA, 1993).



Os conidiéforos de D. chaetomioides emergem solitarios ou em grupos de 2-4,
s&o mais ou menos cilindricos, retos ou sinuosos, frequentemente geniculados,
algumas vezes dilatados na base, pardos, lisos, com comprimento acima de 350
um e espessura de 8-11um (ELLIS, 1971).

Os conidios de D. chaetomioides s&o solitarios, ocasionalmente em cadeia,
retos, cilindricos, algumas vezes afilados levemente, raramente obclavados,
palidos a amarelados, ou marron-olivaceos, planos, 30-170 x 11-22 um e com 1-9
pseudoseptos. No hospedeiro, os conidios medem normalmente 50-110 x 15-19
um, com 2-6 pseudoseptos, e, em cultura, normalmente 30-60 x 12-15 pm, com 2-
S pseudoseptos, e hilum com 4-6 pm de largura (ELLIS, 1971).

O micélio de P. chaetomioides dentro dos tecidos da semente é escuro,
espesso, muito septado, irregular, intracelular e viavel por longo periodo
(TURNER & MILLARD, 1931).

A forma perfeita de D. chaetomioides, P. chaetomioides, possui estruturas
denominadas pseudotécios que se desenvolvem sobre os restos culturais do
tecido hospedeiro infectado. Estes sdo imersos a erupentes, semiglobosos a
globosos negros, com setas longas, medindo de 450-800 x 300-600 pm, com um
ostiolo curto e cilindrico. As setas sdo marrom-escuras, normalmente retas,
septadas, medindo 250-430 x 9-12 um. Sobre os pseudotécios, misturando-se as
setas, podem ser encontrados conididforos (SIVANESEN, 1987).

As ascas sao cilindricas a cilindrico-clavadas, bitunicadas, contendo de 2-8
ascosporos, retas ou levemente curvadas, medindo 180-360 x 32-45 um. Os
ascosporos sao hialinos a amarelo-claros, elipsoidais, arredondados em ambas
as extremidades, constritos nos septos, com septos transversais, envoltos por

uma fina mucilagem (SIVANESEN, 1987). O nimero de septos transversais é



uma caracteristica fundamental que diferencia P. chaetomioides de todas as
outras espécies (KENNETH, 1962).

Os pseudotécios de P. chaetomioides tém sido, frequentemente,
encontrados sobre restos culturais de aveia em lavouras na regiZo sul do Brasil
(BLUM, 1997). Porém, essas estruturas oriundas da fase perfeita deste fungo, séo
consideradas de pequena relevancia como fonte de indculo. As principais fontes
de indculo primario sdo sementes e restos culturais de aveia contaminados onde
o fungo sobrevive. Os sintomas podem ser detectados logo apés a emergéncia,
através das manchas ovais de cor pardo-escura, produzidas sobre o coleoptilo e
na primeira folha. A medida que as folhas basais sdo colonizadas pelo fungo e
morrem, uma grande quantidade de esporos é produzida e disseminada para as
folhas superiores e para os graos em formagéo, completando o seu ciclo. O grao
atacado apresenta manchas escuras, que podem consistir em pequenas
pontuagdes ou cobrir toda a superficie. A mancha no grio representa o maior
prejuizo dessa moléstia a cultura.

1.4. Ciclo da doenga

QO ciclo primério dessa doenga & iniciado com o micélio, os ascosporos e
conidios presentes nas sementes (SCHILDER & BERGSTROM, 1995) ou nos
residuos infectados do cultivo anterior (ADEE & PFENDER, 1989). A infecgéo
primaria pode reduzir significativamente o potencial de rendimento da cultura
devido aos danos que provoca nas plantulas (WRIGHT & SUTTON, 1990). O
ciclo secundario da epidemia engloba a produgdo de conidios nas lesbes
primarias, a liberacdo, a dispersdo e a infecgdo de novos tecidos. A infecgdo
das folhas superiores, a qual esta associada com os conidios, é a que provoca
os maiores danos devido a interferéncia no rendimento e acumulagéo de

fotossintatos (REES & PLATZ, 1980). Os autores observaram ainda que folhas



10

mais velhas produzem mais conidios que as mais novas, indicando que o0s

fungos possuem maior habilidade em colonizar as folhas mais proximas da

senescéncia natural. Uma representagdo esquematica do ciclo dessas

doengas pode ser vista na Figura 2.
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Figura 2. Ciclo de Pyrenophora chaetomioides na cultura de aveia branca.
(Fonte: Autora, 2003)
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1.5. Infecgéo

Segundo ARORA et al. (1980) a germinagdo dos conidios de
Helminthosporium avenae em folhas, ocorre normalmente a partir da célula
terminal, inicia 45 minutos apés a inoculagdo e se completa dentro de quatro
horas. Nesse momento o tubo germinativo cessa o seu crescimento e ocorre a
formagéo do apressoério. Apenas 30 % dos tubos germinativos formam apressorio,
enquanto que o restante continua o crescimento. Os apressoérios sdo formados
geralmente sobre a jungéo de duas células da epiderme e muito raramente sobre
os estomatos. Uma fina hifa de infecgdo, com aproximadamente 4 um, se forma
na superficie inferior do apressoério e penetra diretamente a cuticula e a parede
celular externa. Aparentemente o mecanismo de penetracdo ndo é inteiramente
mecanico, uma vez que a parede celular da epiderme sob o apressorio apresenta
um amolecimento que facilita a entrada da hifa de infecgdo. Alguns autores
relatam a participagdo de enzimas cutinoliticas, celuloliticas e pectoliticas
secretadas pelo fungo durante a penetragdo da hifa infectiva (STROBEL &
MATHRE, 1970; WHEELER, 1975 citados por AURORA et al, 1980).
Normalmente entre 12 e 16 horas ap6s a formagéo, se desenvolve uma vesicula
na extremidade da hifa de infecgéo, de onde partem novas hifas que, em 8 h, irdo
penetrar nas células adjacentes. A granulagéo do citoplasma do hospedeiro
ocorre apods 36 h e a clorose nas folhas é visivel 48 h apds a entrada das hifas
infectivas no interior das células (ARORA et al., 1980).

Segundo HARGREAVES (1982), os conidios de Pyrenophora teres
germinam 24 horas apds sua inoculagdo na superficie de folhas de cevada,
produzindo tubos germinativos longos e bifurcados onde se formam um ou mais
apressorios. Na superficie interna das células epidérmicas, em posigéo adjacente

ao apressorio é formada a papila, que impede a penetragdo da hifa de infecgéo.
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Em alguns sitios de infeccdo o fungo é capaz de penetrar na célula epidérmica e
formar uma vesicula, sem desencadear a formacdo da papila. Em estudo de
fluorescéncia com luz ultravioleta esse autor verificou que as paredes da célula
infectada e da hifa do fungo estavam impregnadas pela mesma substancia
presente na papila e na capsula que envolvia a vesicula, indicando que esse
material pode estar associado com a resisténcia a P. teres. Também observou
que o material depositado nos sitios de infecgdo se acumula na periferia das
lesOes produzidas a partir da inoculagdo com P. teres, formando uma barreira
impermeavel que impede o movimento de nutrientes da planta para o patdgeno e
de enzimas e toxinas do fungo para as células sadias do hospedeiro. Segundo o
autor, esse material pode ser fungitoxico ou inibir e desativar enzimas ou toxinas
produzidas pelo fungo. Ainda neste estudo preliminar foi observado que um
composto antifungico pré-formado, provavelmente avenacina, estava presente em
concentragbes similares tanto em folhas inoculadas quanto em folhas nao
inoculadas.

Em aveia, o processo de infecgdo € rapido. A penetragédo na folha ocorre
entre 12 e 16 horas apods a inoculagdo. O fungo cresce no interior da célula do
hospedeiro e ocorre um colapso nas células do mesofilo, sendo estas invadidas
pelo micelio do fungo. Ocorre também a invasdo do tecido vascular e um
crescimento mais acentuado do micelio nas células epidérmicas, com
conseqliente aparecimento dos sintomas (MULLER, 1964 citado por HARDER &
HABER, 1992). A infec¢do da semente ocorre durante o florescimento da
espigueta, os conidios de Pyrenophora spp. germinam e penetram no pericarpo
do grdo em maturagao. Alguns trabalhos demonstraram que o estadio de gréao
leitoso € 0 mais suscetivel a infecgdo e que a suscetibilidade foliar nem sempre é

correlacionada com a da semente, permanecendo em dorméncia até a
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germinagdo da mesma ocorrer (TURNER & MILLARD, 1931; SCHILDER &
BERGSTROM, 1994). Segundo ROSA (2002), a suscetibilidade das sementes de
aveia € maior durante os estagios de gréo leitoso e grdo em massa mole. Quando
a infeccdo ocorre nesse periodo, a incidéncia de P. chaetomioides nos graos é

maior.
1.6. Controle quimico

O controle de P. chaetomioides pode ser feito com o tratamento foliar e das
sementes com fungicidas e apresenta melhor eficiéncia quando é utilizado de
forma integrada com outros métodos de controle, tais como, bom manejo de
praticas culturais, rotagdo de culturas, e uso de agentes quimicos. As praticas que
visam reduzir o indculo primario podem retardar o aparecimento deste fungo, de
modo que, em muitos casos, o limiar de agéo ndo é atingido. Na aplicagéo de
fungicidas torna-se necessario a avaliagdo dos aspectos técnicos, econdmicos e
do impacto ambiental, além da necessidade de quantificar as perdas especificas,

antes de se decidir pelo uso, puro e simples, do tratamento (RIBEIRO, 1996).

O tratamento quimico da semente tem sido a principal forma de controle
para P. chaetomioides (BOEWE, 1960; TEMPE, 1964; JONES & CLIFFORD,
1983; HARDER & HABER, 1992). Porém, atualmente, os tratamentos com
fungicidas modernos nao tém sido erradicativos (BLUM, 1997), em vista dos niveis
elevados do patdgeno na semente, trazendo como conseqiiéncia a presenga da
doenga na paﬁe aérea da cultura. REIS & SOARES (1995) testaram fungicidas e
doses a serem recomendadas para os tratamentos de sementes que fossem mais
eficientes e obtiveram um controle méximo de 30 % para P. chaetomioides, com a
mistura tiram+carboxim, demonstrando assim a dificuldade da erradicagdo deste

fungo. Entre os fungicidas testados no Brasil para controle desse patogeno, os
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mais eficientes foram difenoconazole, guazatina, iminoctadina, iprodione + tiram e
o triadimenol (REIS & CASA, 1998).

1.7. O Grao de Aveia

O grédo de aveia é um fruto-semente denominado cariopse (BETCHEL,
1989), que se desenvolve dentro de coberturas florais que, na realidade, sdo
folhas modificadas, denominadas glumas e formam parte da palha. As coberturas
florais envolvem as cariopses tdo firmemente que permanecem aderidas a elas
apos a colheita e se constituem na casca dos graos de aveia (HOSENEY, 1994).

A cariopse do grdo de aveia apresenta tamanho e cor varidvel, formato
fusiforme e com as extremidades pontiagudas. Em uma das extremidades,
encontra-se 0 embrido e no lado oposto estd a crease, que se estende por todo
comprimento da cariopse (FULCHER, 1986). Apresenta também similaridades na
aparéncia com os grdos de trigo e arroz, excegdo aos numerosos tricomas
presentes em sua superficie (HOSENEY, 1994).

A cariopse representa em torno de 65-75% do gréo, enquanto as cascas,
25-35% (LEONARD & MARTIN, 1968). A proporcdo de cariopses e cascas, um
dos pardmetros de avaliagdo de rendimento industrial, é influénciada pelas
condi¢cdes ambientais e genéticas das cultivares.

Morfologicamente o grao de aveia pode ser dividido em duas partes
principais que s&o o pericarpo e a semente (HOSENEY, 1994). O pericarpo é
composto pelas camadas da epiderme, hipoderme e testa. J& a semente é
formada pelo endosperma ,composto pela camada de aleurona e endosperma

amilaceo, e pelo embrido (BETCHEL & POMERANZ, 1981).
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Figura 3. Cortes transversais e longitudinais do grao de aveia e observacdes
microscépicas dos diferentes tecidos. Fonte: FULCHER, 1986.

1.8. Alguns componentes do grao que apresentam variacdo entre as

cultivares

1.8.1. Lipidios

O conteudo lipidico das cultivares de aveia € geralmente maior do que o de
outros cereais, porém varia bastante. Valores tdo baixos quanto 3% e téo altos
quanto 12 % ja foram relatados. A maioria das linhas contém de 5-9% de lipidios
(HOSENEY, 1994).

A casca apresenta baixa percentagem de lipidios em relagdo ao total do
gréo de aveia. A maior quantidade de lipidios encontra-se no embrido, com

33,2%, mas sua relagdo com a quantidade total corresponde a 7,7%, pois
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compreende apenas 3% do peso do grédo. YOUNGS (1986) relatou os percentuais
das diferentes partes do gréo encontrando 12,5% no embrido, 22-25% no farelo, e
60% no endosperma, em relagéo ao total de lipidios do grio de aveia.

A influéncia da variacdo genética e do ambiente na quantidade total de
lipidios bem como na composi¢cdo dos &acidos graxos, foi estudada por
SAASTAMOINEN et al (1989). O contetido de lipidios e a composicdo em acidos
graxos foram determinados em nove cultivares de aveia, cultivadas em seis
diferentes locais e por dois anos. Em baixas temperaturas houve aumento da
sintese dos acidos graxos oléico e linoléico e diminui¢cdo dos acidos palmitico e
estearico. Os resultados deste trabalho mostram diferengas significativas,
especialmente em relagdo a concentragdo dos acidos oléico e linoléico entre
cultivares estudados. Contudo, fatores ambientais, especialmente o cultivo de
aveia em temperaturas baixas, aumentou a sintese dos acidos oléico e linoléico.
Fatores genéticos influenciaram no aumento da concentragao do acido linoléico e
diminuicdo simultdnea de acido oléico. Entretanto, fatores genéticos e do
ambiente diferiram em alguns efeitos como o da atividade de sintese dos
diferentes acidos graxos.

Estudando a composigédo de acidos graxos de oleos das cultivares de
aveia: UPF15, UPF16, CTC3 e UFRGS14, PEDO & SGARBIERI (1997)
encontraram valores meédios para os acidos graxos totais, insaturados e
saturados, de 81 e 19%, respectivamente. Os acidos linoléico, oléico e palmitico
sdo o0s maiores representantes, com 39; 38 e 18% respectivamente,
correspondendo a 96% do total de acidos graxos. Os acidos miristico, estearico,
araquidémico e linolénico contribuem com apenas 3,4%, em média. A aveia
contém mais acido oléico e menos linoleico que arroz, trigo e cevada. Sua

composicdo de lipidios apresenta-se similar aos demais cereais, porém, com
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maiores quantidades de lipidios totais. Um fator que diferencia a aveia dos demais
cereais, € a presenca de maior quantidade de acidos graxos livres. BROWNN et
al. (1970) notaram a dominéancia de acidos graxos livres em grdos imaturos de
aveia, possivelmente ocasionados pela hidrélise enzimatica.

BAKER & MCcKENZIE (1972) relataram que a herdabilidade da
concentragcdo de 6leo nas sementes é alta e que trocas genéticas podem ser
esperadas de selegbes fenotipicas para concentragéo de éleo.

Resultados de estudos com gendtipos de aveia e analises de correlagéo
evidenciavam que podem ser selecionados trés tipos de gendtipos quanto a
presenca de oOleos: Oleos com altas quantidades de acidos graxos saturados,
Oleos com altas quantidades de acidos graxos insaturados e Oleos com
quantidades relativamente altas dos acidos palmitico e linoléico (THRO et al.,
1983).

BOCCHESE (2000) demonstrou a localizagao de P. chaefomioides nos
tecidos superficiais da semente. Esta informacéo ofereceu condigbes para avaliar
melhor as exigéncias nutricionais do patogeno, considerando que o0s
componentes do grédo ndo estdo uniformemente distribuidos nas diferentes
estruturas do grdo. Nos tecidos superficiais das cultivares modernas encontra-se
grande concentragdo de lipidios e baixa concentragdo de amido (PETERSON,
1992).

Fungos, tais como P. chaetomioides s&o caracterizados pela presenga de
altas concentragdes dos acidos palmitico, oléico e linoleico (RATTRAY, 1988) os
quais também sdo encontrados em altas concentragbes nos grdos de aveia
(PEDO & SGARBIERI, 1997). O contetdo de lipidios na célula fungica pode

fornecer melhores condigdes para a sobrevivéncia, impedindo sua desidratacéo, e
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proteger o fungo contra os mecanismos de defesa da planta (CHOPRA &

KHULLER, 1983).

1.8.2. Proteinas e enzimas

Muitas proteinas tem sido descritas por atuarem como inibidoras das
enzimas hidroliticas dos patdgenos envolvidas na degradagdo da parede da
célula do hospedeiro. As células das plantas também contém enzimas hidroliticas,
algumas tais como as glutanases e quitinases, as quais podem causar ruptura
dos componentes da parede da célula do patégeno e consequentemente
contribuir para a resisténcia a infeccdo (AGRIOS, 1997). GONNER &
SCHLOSSER (1993) n&o encontraram atuagéo efetiva da quitinase na interagéo
P. chaetomioides e Avena sativa L.

Por outro lado, a aveia é o cereal com os maiores niveis de trigliceridios e
de atividade lipolitica. Assim o potencial para a rancidez oxidativa existe e pode
resultar em produtos com baixa qualidade comercial (GUTKOSKI & PEDO, 2000).

A atividade da lipase é fortemente afetada pela quantidade de &agua
disponivel. A maior atividade ocorre em aveia com 25-50% de umidade, porém,
ao aumentar para 75-100% a atividade é inibida (FREY & HAMMOND, 1975).

A enzima lipase € um potente biotransformador de gorduras (LEE &
HAMMOND, 1990), a qual cataliza a hidrélise de trigliceridios para produzir
digliceridios e acidos graxos livres. Os acidos graxos insaturados podem ser
convertidos a hidroperdxidos os quais, por sua vez, sao transformados em hidroxi
acidos pela acdo da lipoxigenase, peroxidase e outras enzimas, como também
por processos nao enzimaticos (YOUNGS, 1986). Esta enzima enddgena fica
disponibilizada para hidrolizar os lipidios ap6és a ocorréncia de lesdo no grao

(EVERS et al., 1999).
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A lipase n&o esta uniformemente distribuida no grdo de aveia.
URQUHART. et al. (1983) afirmaram que a maior atividade de lipase esta
associada com a camada de aleurona. EKSTRAND et al. (1992) verificaram em
estudos posteriores que o embrido apresenta maior atividade lipolitica quando
comparado com a camada de aleurona e o endosperma.

A atividade da lipase varia durante o desenvolvimento, maturacao,
armazenamento e germinagcdo do grédo de aveia. URQUHART et al (1984)
verificaram a atividade maxima entre 23 e 30 dias apds a antese, ocorrendo o
declinio com a aproximagao da maturacéo.

A atividade lipolitica também varia entre cultivares e esta parece ser uma
caracteristica controlada geneticamente. FREY & HAMMOND (1975), em estudo
de 352 cultivares de aveia, encontraram uma variagdo de vinte vezes. Variagdes
consideraveis também foram observadas por PAMAR et al. (1994).

Em trabalho realizado por TRIONE & ROSS (1988) foi demonstrado o
efeito inibitdrio da lipase na germinagéo de teliosporos e formagéo do esporidio de
Tilletia sp, sugerindo que os lipidios podem atuar como bioreguladores para este
fungo.

O micélio de P. chaetomioides cresce apenas nos tecidos superficiais da
cariopse do gréo de aveia, os quais sao caracterizados pelo alta concentragdo de
lipidios e de lipase. Este substrato pode estar interferindo positivamente no
desenvolvimento de P. chaetomioides, devido a atuagéo da lipase, nos lipidios da
superficie do grdo, e por disponibilizar acidos graxos livres para seu
desenvolvimento.

A atividade da peroxidase e a sintese de lignina sao fatores estreitamente
relacionados entre si e com possibilidade de interferéncia na resisténcia a

doengas (PASCHOLATI & LEITE, 1995). HAMMERSCHMIDT & KUC (1982) e
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HAMMERSCHMIDT et al. (1982) demonstraram em seus trabalhos a veracidade
desta afirmacdo, uma vez que as cultivares de pepino resistentes a antracnose
apresentaram correlagédo os niveis de deposi¢ido de lignina e de atividade de
peroxidase.

A peroxidagéo dos lipidios em aveia, segundo trabalho desenvolvido por
GONNER & SCHLOSSER (1993), ocorre nos estagios iniciais do
desenvolvimento da mancha foliar, a qual precede o aumento significativo do
micélio nas folhas inoculadas com estirpes virulentas de P. chaetomioides e ao
aparecimento de sintomas visiveis. Estes autores concluiram que a presenca dos
compostos resultantes da peroxidagédo dos lipidios parece estar mais relacionada
com suscetibilidade do que resisténcia. WILLIANSON (1997) relatou a relacédo
existente entre a suscetibilidade a ponta preta em cultivares de trigo e a presenca

de isoenzimas de peroxidase.

A peroxidagdo dos lipidios pode conduzir a ruptura da integridade da
membrana (proteina-lipidio) e esta desorganizagdo resultar em necrose (ADAM et
al., 1989). Apesar das reagbes de oxidacdo serem bem documentadas em
reagOes de hipersensibilidade, seu papel no desenvolvimento da mancha do grao

de aveia ainda nao foi investigado.



CAPITULO Il

Processo de infecgdo e formagdo de mancha em grios de cultivares de
aveia branca com niveis diferenciados de resisténcia para Pyrenophora

chaetomioides, influenciados pela época de colheita e controle quimico

2.1. INTRODUGAO

A mancha-negra nos gréos de aveia branca, cujo principal agente causal é
Pyrenophora chaetomioides, aumentou sua freqiiéncia e intensidade nos ultimos
anos devido a mudangas nas praticas culturais. Dentre elas, destacam-se a
utilizagéo de aveia como cultura de cobertura do solo para semeadura direta sem
rotacdo adequada e o emprego de cultivares suscetiveis. O agravamento do
problema é devido a permanéncia dos restos de cultura de aveia infectados por P.
chaetomioides os quais constituem uma das principais fontes de inéculo para esta
moléstia.

O maior dano associado a este patogeno € a redugdo da qualidade dos
gréos e das sementes, 0 que ocorre mesmo com baixa severidade sobre as
folhas no campo. A qualidade da aveia é especificada em fungdo do destino que
sera dado aos seus graos. A industria alimenticia fixa limites sobre diversos

parametros, entre eles estad o percentual de gréos descascados manchados que
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néo pode ultrapassar 3% do volume de graos para ser aceito (COMISSAO...,
2003). O aumento da severidade da mancha nos gréos tem ocasionado a rejeigdo
de inumeros lotes de grdos de aveia, com prejuizos para os produtores.

Apesar do aumento da importancia econémica do cultivo da aveia branca
para producao de gréos de alta qualidade e a ampla distribuicdo desta moléstia
nas principais areas de cultivo no sul do Brasil, relativamente poucos trabalhos
sobre P. chaetomioides tém sido desenvolvidos na busca de novos
conhecimentos que possam ser inseridos nas atuais praticas de manejo.

O processo de infecgéo e colonizagdo por P. chaetomioides pode ocorrer
logo apds a emissdo das paniculas, onde este patégeno ocasiona manchas em
todos os componentes florais de aveia branca. A determinacéo da época de maior
suscetibilidade a infecgdo e formagdo da mancha nos grdos durante seu
desenvolvimento podera oferecer subsidios importantes ao controle quimico de P.
chaetomioides para produgdo de grdos com qualidade industrial e sementes
sadias.

O manejo da mancha-negra através do controle quimico tem se mostrado
pouco eficaz na redugao do indculo em sementes e folhas, visto que o tratamento
das sementes é prejudicado pela presenga da casca aderida ao grao que dificulta
a translocagdo do ingrediente ativo do fungicida, necessaria para otimizar a
eficacia do produto. Por outro lado, o tratamento foliar com fungicida ainda é
efetuado pelos produtores quando ha necessidade de controle de ferrugem e/ou
quando a mancha-negra encontra-se com altos niveis de severidade nas folhas.
Esse fato dificulta o controle efetivo desta moléstia, ja que ndo ha correlagéo entre
a area de progresso da doenga quanto a severidade nas folhas e incidéncia de P.

chaetomioides nos graos (ROSA et al., 2003).
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SABESTA et al. ainda em 1995 relataram a ocorréncia de niveis variaveis
de resisténcia a mancha foliar por P. chaetomioides em cultivares de aveia. No
Brasil, o estudo do comportamento das cultivares de aveia a mancha foliar,
restringe-se aos trabalhos de LANGARO (2000) e BOCCHESE et al. (2003), onde
também observaram a presenga de variagdo nos graus de resisténcia, desde
media até muito baixa resisténcia, nas cultivares de aveia testadas. N3o existe até
0 momento classificacdo de cultivares de aveia quanto a suscetibilidade 2
mancha-negra dos grédos ocasionada por P. chaetomioides. A selecdo de
cultivares quanto & esta caracteristica & necessaria para enriquecer os estudos de
melhoramento genético e ampliar o germoplasma de aveia com esta
caracteristica.

Os objetivos deste trabalho foram: i) Determinar a duragdo do periodo de
suscetibilidade dos gréos a formagdo de manchas e identificar a época de maior
incidéncia de P. chaetomioides nos componentes florais apos a emissdo da
panicula até a maturagéo fisioldgica. iiy Determinar os indices de suscetibilidade
de 15 cultivares de aveia a mancha-negra e sua correlagdo quanto a infecgao dos
graos. iii) Avaliar o efeito do fungicida na expressdo da doenga em diferentes

épocas de aplicagao.

2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Local e Periodo
Esta pesquisa foi realizada no Departamento de Fitossanidade, Faculdade

de Agronomia e na Estagcdo Experimental Agrondémica (EEA) da UFRGS,
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localizada no municipio de El Dourado do Sul, no periodo de janeiro de 2001 a

abril de 2003.

2.2.2. Origem das Sementes e anélise do percentual de mancha e infecgcao

As 15 cultivares/linhagens de aveia utilizadas nesta pesquisa foram
escolhidas apds uma avaliagdo visual preliminar de seus graos dentre um grande
nimero de gendtipos disponiveis no programa de melhoramento da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Os gendtipos utilizados neste trabalho foram: OR2,
ER20877-2, UFRGS995004-2, UPF95204-2, UFRGS16, UFRGS9912002-2,
UFRGS999007-5, UFRGS998013-3, UPF 16, UFRGS999022-1, UFRGS995058-3,
UFRGS15, UFRGS17, UFRGS19, UFRGS997005-2. A analise do percentual de
mancha foi feita com 4 repeticdes de 100 graos para cada gendtipo e baseada na
observacgéo visual segundo gradiente pré-estabelecido (Figura 1). As categorias
do gradiente representam niveis diferentes de severidade da mancha-negra
(intensidade do escurecimento) nos gréos: C-I: 0-10%; C-lI: 11-50%: C-llI: mais

de 50%.

>50%

Figura 4. Gradiente pré-estabelecido para avaliagédo visual dos genoétipos de aveia
branca. Foto: BOCCHESE, 2003.

O percentual de infec¢éo foi avaliado através da incidéncia de Pyrenophora

chaetomioides em 400 gréos da categoria C-! de todos os gendtipos testados,
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quando incubados sobre meio de cultura BDA em placas de Pétri, sob
temperatura controlada a 23 + 3°C e com fotoperiodo de 12h. Este experimento
avaliou a incidéncia de Pyrenophora chaetomioides em 600 placas de Pétri, que
continham 10 sementes por placa, sendo 40 placas para cada genétipo testado.

2.3.3. Infecgdo e formagédo da mancha durante o desenvolvimento dos

graos

Neste trabalho foram selecionados seis genétipos de aveia branca:
UFRGS-19, UFRGS-16, UFRGS9990004-2, ER20877-2, UFRGS998013-3,
UFRGS995058-3, os quais sdo representativos dos demais gendétipos testados,
uma vez que apresentaram niveis diferenciados de suscetibilidade a infecgéo e a
formagao de manchas. O percentual de infecgdo foi avaliado através da incidéncia
de P. chaetomioides nos componentes florais (glumas, péleas, lemas e carpelos),
isoladamente, de 160 flores de cada genétipo, quando incubados sobre meio de
cultura BDA modificado (batata: 100 g/L; dextrose: 5 g/L; agar: 12 g/L) em placas
de Pétri e incubadas durante 7 dias em camara climatizada a 23+ 3°C. O nimero
de componentes florais infectados pelo patégeno foi contado e os dados
expressos em termos do percentual de incidéncia. As coletas das inflorescéncias
iniciaram logo apds a emissdo das paniculas e continuaram até a época de
colheita, perfazendo um total de seis coletas. Este experimento avaliou a
incidéncia de Pyrenophora chaetomioides em 2.304 placas de Pétri, que
continham 10 sementes por placa, sendo 16 placas/coleta para cada gendtipo
testado. Os dados foram submetidos a analise de variancia e a discriminagéo da
variagao entre tratamentos foi feita pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de

probabilidade.
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2.2.4 Infecgéo e formagdo da mancha nos grios apos o amadurecimento
fisiolégico

Foram utilizados 10 gendtipos de aveia branca na estacdo de cultivo de
2001: UFRGS 995058-3, UFRGS 998013-3, UFRGS 17, OR 2, UFRGS 18,
UFRGS 9912002-2, UPF95204-2, UFRGS999007-5, UFRGS 19, UFRGS999022-
1 e 14 gendtipos de aveia branca para estacdo de cultivo de 2002 ‘UFRGS
995058-3, UFRGS 9990004-2, UFRGS 998013-3, UFRGS 17, URS 20, UFRGS
18, UPF 18, UFRGS 14, UFRGS 16, URS 21, UFRGS 15, URS 22, UFRGS 19,
ER 20877-2 com resisténcia diferenciada a infecgéo e a formagcdo de mancha,
colhidos em 3 épocas (1 = ideal; 2 = atraso de 7 dias : 3 = atraso de quatorze
dias; 4 = atraso de vinte um dias; 5 = atraso de 30 dias). Com o objetivo de
ampliar a amostragem dos grdos neste estudo, trabalhou-se com populagdes
diferentes nas duas estagdes de cultivo. O delineamento experimental utilizado foi
o de blocos casualizados (fatorial 14 x 7), com 4 repeticdes de parcelas de 3m?2.
As amostras dos tratamentos foram constituidas das sementes colhidas em cada
parcela, das quais foram retiradas subamostras contendo 100 sementes,
totalizando 400 sementes por tratamento. Para a avaliagdo da severidade da
mancha, os gréos foram descascados e classificados em dois grupos: manchados
e nao-manchados. Os valores obtidos foram expressos em porcentagem de gréos
manchados. O percentual de infecgéo foi avaliado através da incidéncia de P.
chaetomioides em 400 graos nao manchados de cada tratamento quando
incubados sobre meio de cultura BDA modificado (batata: 100 g/L; dextrose: 5
g/L; agar. 12 g/L) em placas de Pétri e incubadas durante 7 dias em camara
climatizada a 23+ 3°C. Este experimento avaliou a incidéncia de Pyrenophora
chaetomioides em 2.880 placas de Pétri, sendo 40 placas para cada tratamento.

Também foram realizadas avaliagdes de rendimento (Kg/ha) e peso do hectolitro



27

(Kg/hl) dos tratamentos. Os dados metereoldgicos obtidos junto ao Departamento
de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia/UFRGS referentes aos dois periodos
de colheita foram: i) Ano 2001: ATemperatura:15,5-25,2 °C : Precipitagéo
acumulada: 84,2mm; ii) Ano 2002: ATemperatura:1 5,2 - 25,2 °C; Precipitagéo
acumulada: 286,7mm. A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o
programa SAS® Systems, versdo 8.2 e a discriminacdo da variacdo entre

tratamentos foi feita pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

2.2.5 Preparagéo das Sementes para Analise em Microscopia Eletronica

Os gréos infectados por Pyrenophora chaetomioides foram hidratados por
S minutos e apos foi feita a remogéo parcial ou total do pericarpo para analise da
superficie. Procedimento basico utilizado na preparagdo das amostras se
constituiu dos seguintes passos: 1) Os grdos selecionados foram reduzidos a
pecas menores e planas (amostras) para melhorar sua visualizagdo no MEV
(Microscépio Eletrénico de Varredura); 2) As amostras foram pré-fixadas em
aldeido por 2h seguida por 3 lavagens (15min/cada) e pés-fixadas em OsOs 1%
por 2h; 3) Apos, foram desidratadas de uma maneira lenta e gradual
(acetona:30,50, 70, 90 e 100%) . Na etapa em que o desidratante estava puro
(100%) foram levadas para o aperelho de Ponto Critico; 4) Cada amostra foi
colocada em um suporte com auxilio de um microscopio estereoscdpico, para
facilitar a visualizagdo do ponto ou area de interesse; 5) Esta etapa foi feita na
metalizadora, onde as amostras tornaram-se condutivas através da deposicdo de
metal na sua superficie; 6) Finalmente, as amostras foram observadas no
Microscopio Eletrénico de Varredura.

2.2.6 Agéo do fungicida em diferentes épocas de aplicagéo

O fungicida sistémico Tebuconazole foi aplicado em 6 épocas durante a

formacgéo dos gréos (1 = floragéo; 2 = grédo aquoso; 3 = gréo leitoso; 4 = grdo em
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massa mole; 5 = grdo em massa; 6 = grdo em massa dura) de 14 gendtipos de
aveia branca: UFRGS 995058-3, UFRGS 9990004-2, UFRGS 998013-3, UFRGS
17, URS 20, UFRGS 18, UPF 18, UFRGS 14, UFRGS 16, URS 21, UFRGS 15,
URS 22, UFRGS 19, ER 20877-2 e a testemunha sem aplicagéo. Utilizou-se um
pulverizador portatil pressurizado com CO,, equipado com uma barra com trés
bicos espagados em 0,5 m, que foi conduzida a 0,45 m acima do apice das
plantas O volume de calda foi de 200 L/ha e a dose de fungicida, 0,75 L/ha,
correspondendo a 150 g de ia./ha (COMISSAO..., 2000). O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados (fatorial 14 x 7), com 4
repeticdes de parcelas de 3m°. As amostras dos tratamentos foram constituidas
das sementes colhidas em cada parcela, das quais foram retiradas subamostras
contendo 100 sementes, totalizando 400 sementes por tratamento. O percentual
de infecgdo foi avaliado através da incidéncia de P. chaetomioides em 400
sementes de cada tratamento quando incubados sobre meio de cultura BDA
modificado (batata: 100 g/L; dextrose: 5 g/L; agar. 12 g/L) em placas de Pétri e
incubadas durante 7 dias em camara climatizada a 23+ 3°C. Este experimento
avaliou a incidéncia de Pyrenophora chaetomioides em 3.920 placas de Pétri,
sendo 40 placas para cada tratamento. Também foram realizadas avaliagdes de
rendimento (Kg/ha), peso do hectolitro (Kg/hl) e percentual de grdos manchados.
A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa SAS®
Systems, versdo 8.2, e a discriminagdo da variagcao entre tratamentos foi feita

pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de grdos ndo manchados e incidéncia de P. chaetomioides
permitiram o agrupamento dos 15 genétipos selecionados em diferentes niveis de
incidéncia com relagdo a mancha negra (Tabela 1). A resisténcia observada nos
gendtipos quanto @ mancha negra apresentou-se variavel, com a presenca de
gendtipos mediamente resistentes num extremo e completamente suscetiveis no
outro. O gendtipo UFRGS19 foi o que apresentou maior indice de resisténcia,
diferenciando-se significativamente dos demais gendtipos através das menores
porcentagens de incidéncia de P. chaetomioides e de grios manchados. Este
gendtipo também foi referido nos trabalhos de ROSA et al. (2001) como o mais
resistente a infecgéo sob condigdes de campo em diferentes épocas de plantio. A
natureza da resisténcia nos genétipos para esta moléstia parece englobar dois
mecanismos: o de resisténcia a penetragdo do patégeno, barreira passiva que
geralmente ndo envolve resposta do hospedeiro, e resisténcia ao
desenvolvimento, geralmente ligada a caracteres fisiologicos da planta
(BERGAMIN FILHO & KIMATI al., 1978). Alguns genotipos foram semelhantes
tanto no percentual de gr&dos manchados como na incidéncia de P. chaetomioides
tais como: ER20877-2, UFRGS 16 e UFRGS997005-2. J& outros gendtipos foram
semelhantes no percentual de graos manchados mas diferiam na incidéncia tais
como: UPF95204-2 e UFRGS999007-5. Conseqglientemente, a correlagdo obtida
entre o percentual de grdos ndo manchados e o nivel de infec¢ao (Tabela 1) ndo
foi significativa (r=-0,18). Por outro lado, a resisténcia ao desenvolvimento fungico

para a moléstia mancha-negra, observada através do percentual de gréos
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manchados, parece ser mais importante que a resisténcia a infecgdo, pois

genotipos com altos niveis de incidéncia P. chaetomioides apresentaram

percentuais de grdos manchados semelhantes aos de baixa incidéncia de P.

chaetomioides.

Tabela 1. Percentual de grdos manchados, obtidos a partir de avaliag@o visual, e
da incidéncia de Pyrenophora chaetomioides nos mesmos, quando
plaqueados em meio de cultura (BDA), avaliados em 15 genétipos de

aveia branca.

Gendtipos

%Graos manchados

% Incidéncia

UFRGS995058-3
UFRGS999004-2
UFRGS998013-3
UFRGS17
UFRGS9912002-2
UFRGS15
UPF16
UFRGS999007-5
OR2
UFRGS999022-1
UPF95204-2
UFRGS997005-2
UFRGS16
ER20877-2

UFRGS19

83,3
78,8
73,5

72,5

66,8
64,8
59,8
48,0
45,5
44,3
42,0
35,0
33,5
30,8

13,8

a1

ab

bc

cde

ef

gh
gh
h

a

24,6 abc
12,4 bc
21,0 abc
29,2 abc
38,9 ab
14,1 bc
8,4 bc
75,8 a

26,7 abc
19,6 abc
11,4 bc
5.7 cd
18,2 abc
26,8 abc

1,2 d

' Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey a 5%.
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As medias dos percentuais de incidéncia de P. chaetomioides nos
componentes florais, glumas, lemas, paleas e carpelos (Tabela 2) e apenas dos
carpelos (Figura 5) desde a exposigéo da panicula até o estadio de maturagéo
fisiolégica mostram evidéncias de que o periodo de maior suscetibilidade para o
estabelecimento deste patégeno no grdo ocorre no estadio de grao leitoso e
massa mole. ROSA et al. (2001) também referiram os estadios de grao leitoso e
massa mole como os mais suscetiveis a P. chaetomioides, através da utilizagéo
de tratamentos com paniculas expostas e protegidas a campo SHILDER &
BERGSTROM (1994) relataram que o estadio de grdo leitoso é o periodo de
maior suscetibilidade das sementes de trigo a P. tritici-repentis e TEVIOTDALE &
HALL (1976) observaram maior suscetibilidade nas sementes de cevada a P.
graminea no periodo que vai desde a emissdo da espiga até o estadio de massa
mole. Deste modo, o periodo de suscetibilidade a infecgdo por Pyrenophora spp
durante o desenvolvimento das sementes de gramineas demonstra ser variavel.

No gréafico apresentado pela Figura 5 pode-se observar o aumento
significativo da incidéncia de P. chaetomioides nos carpelos a partir do estadio de
grao leitoso atingindo valor maximo no estadio de massa e, apds, decrescendo
nos estadios seguintes, até o de massa dura. Essa redugdo da presenca do
patdgeno no estadio de massa dura pode ser explicada pela inibicdo por outros
microrganismos, tal como Fusarium graminearum, também observado com alta

freqléncia nos ultimos estadios de desenvolvimento das sementes.
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Tabela 2. Incidéncia de Pyrenophora chaetomioides em diferentes épocas durante
a formagao dos gréos, nos componentes florais (glumas, lemas, paleas
e carpelos) de 6 gendtipos de aveia branca, na EEA/UFRGS, 2002.

Epocas das coletas Incidéncia de P. chaetomioides (%)
Florescimento 8T B

Gréo aquoso 1,1 ba

Gréo leitoso 35 a

Grao em massa mole 3,8 a

Grao massa 3,1 ba

Grao massa dura 26 ba

' Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem pelo teste Tukey a 5%.
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Figura 5. Incidéncia de Pyrenophora chaetomioides em carpelos de 6 genétipos
de aveia branca durante os estadios de desenvolvimento dos gréos, na
EEA/UFRGS, 2002.

Os esporos de P. chaetomioides dificilmente ficam em contato direto com o
gréo de aveia em vista das caracteristicas morfolégicas da semente,

consequentemente estes precisam penetrar e colonizar sucessivamente, via

proliferacdo micelial , gluma, lema e pélea. A gluma parece contribuir menos na
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infeccéo que a lema e a pélea, ja que a mesma nio esta aderida ao grao. A maior
suscetibilidade dos gréos, observada a partir de 21 dias apos a emissdo das
paniculas, que coincide com o estadio de massa mole (Tabela 2 e Figura 5),
também sugere que o fungo coloniza inicialmente os componentes florais
externos para atingir os graos, sendo estas as barreiras iniciais para a formagéo
da mancha.

Na Figura 6 pode-se observar que nos estadios iniciais de desenvolvimento
dos gréos néo existe formagéo de mancha como a observada nos estadios de

grao leitoso e massa mole.

Figura 6. Andlise da ocorréncia de mancha nos grdos em sua fase inicial de
desenvolvimento (A) e no periodo de maior predisposigéo a infecgdo

por Pyrenophora chaetomioides (B).
O aumento da umidade, volume e maior disponibilidade de nutrientes dos
graos a partir da terceira semana, nos estadios de grdo leitoso e massa mole,
propicia maior contato dos mesmos com os demais componentes florais

infectados, que podem estar contribuindo para o acesso deste fungo e

predispondo o grao a infeccdo neste periodo.
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A maioria dos eventos de infecgdo de sementes ocorre entre 5 e 14 dias
ap6s a inoculagéo, entretanto, em condigdes Gtimas podem ocorrer a partir de 3
dias ou ir além de 21 dias em condiges de campo. O tempo necessario para
infeccdo das sementes pode ser influenciado pela umidade, temperatura,
densidade de inéculo e estadio de desenvolvimento das sementes (SHILDER &
BERGSTROM, 1994). ROSA (2002) quantificou os conidios de P. chaetomioides
produzidas em folhas basais senescentes de aveia em condigdes de campo e
constatou que a maior produgéo de conidios é influenciada pela precipitagdo e

coincide com os estadios de grio leitoso e massa mole.

5 ~
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N

Incidéncia de P. chaetomioides (%)

Estadios de desenvolvimento dos graos

—o— CGlumas —&— Lemas —@— Paleas —e— Carpelos

Figura 7. Incidéncia de Pyrenophora chaetomioides nos componentes florais de
cultivares aveia branca, quando plaqueados em meio de cultura (BDA),
na EEA/UFRGS,2002. Legenda: os numeros: 1, 2, 3, 4, 5 e 6 no eixo
(X) correspondem aos estadios:florescimento, grdo aquoso, grao
leitoso, grao em massa mole, grao em massa, e grao em massa dura,
respectivamente.

O grafico da Figura 7 utiliza as médias gerais de todos os gendtipos

testados nos estadios de desenvolvimento dos grdos e demonstra a maior
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incidéncia de P. chaetomioides nos componentes florais mais externos, glumas,
paleas e lemas, do que nos carpelos nos estadios iniciais (florescimento e gréao
aquoso), o que também pode sugerir que a infecgdo dos carpelos esteja na
dependéncia da infecgéo dos componentes florais externos

A localizagéo do micélio de P. chaetomioides é superficial e limitada aos
trés tecidos do pericarpo. Este fungo consegue penetra-los facilmente, porém,
n&o tem habilidade para transpé-los, pois na testa da cariopse de aveia, encontra
a barreira para sua penetragédo (BOCCHESE, 2000). TURNER & MILLARD ainda
em 1931 descreveram o micélio de Pyrenophora spp. dentro dos tecidos da
semente como escuro, espesso, muito septado, irregular, intracelular e com
viabilidade por longo tempo. BOCCHESE et al.(2001) em trabalho sobre a
especificidade de P. chaetomioides nos tecidos da semente de aveia relataram a
associagao entre a intensidade das manchas e a densidade de micélio. Na Figura
8 pode-se observar o micélio espesso e ramificado na superficie da testa
apresentando forte aderéncia com os demais tecidos do pericarpo.

As infecgbes oriundas do periodo de maior suscetibilidade a P.
chaetomioides possivelmente sejam a principal causa do aumento de formagao
de manchas nos grdos em estadios posteriores, ja que o micélio presente no
pericarpo sob condigdes ambientais favoraveis, temperaturas amenas e alta

umidade relativa, pode vir a colonizar mais tecidos da superficie do graos.
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Figura 8. Micélio na superficie da testa e aderéncia do mesmo com os demais

tecidos do pericarpo do gréo de aveia infectado através da Microscopia
Eletrénica de Varredura (190X).

Apés a determinacdo do periodo de maior suscetibilidade a P.
chaetomioides, ainda restou questionamento quanto ao efeito da permanéncia
dos graos a campo depois de sua maturagéo fisiologica para infecgdo e formagéo
das manchas, ja que poderia fornecer informagdes importantes sobre o manejo
desta moléstia. Com este objetivo foi feito o experimento com atraso de colheita
apds a maturagao fisioldégica, com intervalos de sete dias.

Os resultados mostraram que os gendtipos testados apresentaram
diferengas significativas entre si pelo teste de Tukey a 5%, quanto ao percentual
de grdos manchados e percentual de incidéncia, conforme apresentado nas
Tabelas 3, 4, 5 e Figura 9, correspondentes aos dois anos do experimento. Neste
experimento, a cultivar UFRGS19 continuou apresentando baixos niveis de
incidéncia e percentual de graos manchados juntamente com alguns outros

genodtipos avaliados neste experimento com duragéo de dois anos (Tabela 5).



37

Houve diferenca significativa entre épocas de colheita com relacédo ao
percentual de graos manchados nas duas estages de cultivo estudadas, como
pode ser observado nas Tabelas 3 e 4. Entretanto, o percentual de incidéncia de
P. chaetomioides nao apresentou comportamento semelhante nas duas estacoes
de cultivo estudadas. A incidéncia de P. chaetomioides na estagéo de cultivo de
2001 nao apresentou diferenga significativa entre as épocas de colheita, ja em
2002, apresentou diferengas significativas. Deve ser ressaltado que nas duas
estagcbes de colheita do experimento foram observadas grandes diferencas na
precipitagdo pluviométrica, sendo que em 2001, houve uma precipitacao
acumulada de 84,2 mm enquanto que em 2002 para 0 mesmo periodo foi de
286,7 mm. Ja com relagdo as temperaturas médias foram observadas variagbes
semelhantes nos dois periodos de colheita.

Os fatores de ambiente podem determinar o grau de predisposi¢do do
hospedeiro, além de ter efeito direto ou indireto sobre o patégeno, influenciando
sua sobrevivéncia e desenvolvimento, tanto no hospedeiro como no meio
ambiente (BEDENDO,1995).

A umidade abundante, prolongada ou frequente, na forma de chuva ou
orvalho € um fator de grande relevancia no desenvolvimento da maioria das
epidemias ocasionadas por fungos (AGRIOS, 1997). ROSA (2002) relatou que o
aumento da producao de conidios de P. chaetomioides é fortemente influenciado
pela precipitacdo. Aléem disso, a umidade elevada favorece a disseminagdo e
preenche um dos requerimentos essenciais para germinagdo dos conidios logo
apds a sua deposicdo na superficie do hospedeiro (AGRIOS, 1997). Logo, a
significativa precipitagéo ocorrida nas épocas de colheita do ano de 2002 pode ter
permitido que todos estes eventos tenham sido constantemente repetidos, o que

provavelmente ocasionou 0 aumento de incidéncia de P. chaetomioides.
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O aumento da formagdo de manchas nas duas estacdes de colheita, sob
condicbes de umidade distintas, também ressalta a hipétese sugerida
anteriormente, de que a infecgdo dos grios ocorre principalmente nos estadios de
gréo leitoso e grao em massa mole, e que o progresso da formac@o de mancha é
decorrente mais do crescimento micelial presente nos tecidos superficiais da
semente do que por novas infecgdes, as quais sdo muito mais dependentes de
umidades elevadas.

O rendimento de gréos apresentou variagdes entre as cultivares testadas e
foi afetado negativamente pelo atraso na época de colheita, provavelmente por
debulha ou acamamento. Ja o peso do hectolitro também apresentou variagées
entre as cultivares mas n&o sofreu efeito com o atraso na colheita (Tabelas 4 e 6).

Em vista dos resultados obtidos, pode-se concluir que o periodo de
suscetibilidade a formag&o da mancha compreende a fase de grdo leitoso até o
momento da colheita dos mesmos. Logo, a permanéncia prolongada dos grios
apo6s sua maturagéo fisiolégica pode comprometer a qualidade dos mesmos com

0 aumento de 20-30% da intensidade das manchas.
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Figura 9. Percentuais de grdos manchados e incidéncia de P.chaetomioides,
quando plaqueados em meio de cultura (BDA), nas cinco épocas de
colheita, na EEA/JUFRGS, 2001.

Tabela 3. Incidéncia de Pyrenophora chaetomioides em graos manchados quando
plaqueados em meio de cultura (BDA) e percentual de gréos de aveia
branca manchados em cinco épocas de colheita na EEA/UFRGS, 2001.
Os valores apresentados nesta tabela representam as médias de 10
gendtipos avaliados em cada época de colheita.

Incidéncia (%) de

ioi % Gra ch
P. chaetomioides 7o Graos manchados

Epocas de colheita

Epoca correta 66,6 a* 58,7 ¢
Atraso de 7 dias 72,0 a 68,7 b
Atraso de 14 dias 67,6 a 70,5 b
Atraso de 21 dias 68,2 a 71,0 b
Atraso de 30 dias 68,7 a 746 a
Médias 68,9 70,0

CV % 6,4 5,8

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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Incidéncia de Pyrenophora chaetomioides, percentual de grios
manchados de aveia branca; rendimento (Kg/ha) e peso do hectolitro
(PH) em trés épocas de colheita na EEA/UFRGS, 2002. Os valores
apresentados nesta tabela representam as médias de 14 gendtipos
avaliados em cada época de colheita.

Epocas de colheita

Incidéncia (%) de % Gréos Rendimento PH
P. chaetomioides = manchados (Kg/ha) (Kg/hl)

Epoca correta 16,3 b* 40,7 ¢ 27733 a 489 a
Atraso de 7 dias 16,5 b 477 b 24354 b 482 a
Atraso de 14 dias 27,0 a 489 a 1673,8 ¢ 46,5 a
Médias 19,9 45,8 2294,2 478
CV % 279 13,9 9,4 38,7

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

Tabela 5.

Percentuais de grédos manchados e incidéncia de P. chaetomioides,

quando plaqueados em meio de cultura (BDA), obtidos dos genotipos
de aveia branca utilizados para o ensaio de atraso de colheita na
EEA/UFRGS, 2002. Os dados apresentados representam as médias
gerais das trés épocas de colheita.

Gendtipos (%) Graos manchados (%) Incidéncia
UFRGS 995058-3 69,7' a** 14,9" cd*
UFRGS 9990004-2 66,4 a 22,5 abc
UFRGS 998013-3 58,5 ab 17,2 cd
UFRGS 17 56,6 abc 19,2 bed
URS 20 47,2 bcd 10,2 d
UFRGS 18 451 cde 19,2 bcd
UPF 18 44 8 cde 28,6 ab
UFRGS 14 43,7 cde 21,1 abc
UFRGS 16 42 .3 def 20,0 abc
URS 21 41,8 def 22,3 abc
UFRGS 15 38,2 def 17,9 cd
URS 22 37,6 def 16,7 cd
UFRGS 19 34,5 ef 19,4 abc
ER 20877-2 30,6 f 299 a
Média 47,0 19,9

CV % 13,9 27,2

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. .
'Médias originais.’Os dados foram transformados pela transformagao exponencial.
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Tabela 6. Rendimento e Peso do hectolitro de graos dos gendtipos de aveia
branca no ensaio de épocas de colheita na EEA/UFRGS, 2002. Os
dados apresentados representam as médias gerais das trés épocas de

colheita.

Gendtipos Rendimento (Kg/ha) PH (Kg/hl)
ER 20877-2 2790" a* 50,5' abc*
URS 20 2749 a 52,9 a
UPF 18 2795 a 47,8 cd
UFRGS 998013-3 2710 ab 48,9 abc
UFRGS 9990004-2 2578 abc 52,3 ab
URS 21 2326 abcd 50,2 abc
UFRGS 16 2232 abcd 48,0 bcd
UFRGS 995058-3 2164 abcd 476 cd
UFRGS 17 2112 abcd 47,9 bed
URS 22 2067 bcd 48,4 abc
UFRGS 15 1926 cd 422 e
UFRGS 18 1897 d 43,6 de
UFRGS 19 1900 d 47,5 cd
UFRGS 14 1866 d 423 e
Média 2294 47 9

CV % 9,4 6,7

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre sj pelo teste Tukey a 5%.
'Médias originais.

A aplicacéo do fungicida sistémico Tebuconazole (Folicur 200CE, 0,75L/ha)
em seis épocas apods a exposicdo da panicula foi baseada na hipétese de que a
utilizagdo do produto bloquearia a infeccdo no periodo suscetivel dos grios
através da protecdo do fungicida nos componentes florais superficiais, tais como
gluma, lemas e paleas, o que conseqiientemente evitaria a entrada de micélio e
formacéo de manchas.

O fungicida tebuconazole pertence ao grupo dos triazoles, os quais inibem
a biossintese do ergosterol, um componente necessério para as membranas
celulares dos fungos e podem atuar como protetores ou como curativos
(WEPPLER & HOLLAWAY, 2002). No primeiro caso, a agdo téxica é exercida
sobre a germinagdo dos esporos, na formagdo do tubo germinativo e no
apressorio. Contudo, a inibicdo é apenas parcial, de modo que pode ocorrer

penetragéo do patégeno nos tecidos tratados. No segundo, o desenvolvimento do
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haustério e/ou crescimento micelial no interior dos tecidos sdo inibidos pela
presenca do fungicida (FORCELLINI, 1994).

BLUM et al. (1998) ndo observaram efeito do tratamento de semente ou
mesmo do tratamento de semente associado com o fungicida na parte aérea
sobre a incidéncia do fungo na semente colhida, mas apenas diferencas
significativas entre as cultivares testadas. ROSA (2002) utilizou apenas
tratamentos foliares com Tebuconazole aplicados a cada sete dias durante o
desenvolvimento das sementes em uma estagdo de cultivo de aveia e observou a
maior redugdo de incidéncia em relagdo a testemunha quando o produto foi
aplicado durante o estadio de grao em massa mole.

Os resultados obtidos neste trabalho em relag@o ao niveis de incidéncia de
P. chaetomioides e formagdo de mancha nos grdos com seis aplicagbes de
Tebuconazole, durante o desenvolvimento das sementes demonstraram que o
periodo da aplicagdo de fungicida que ocasionou redugdo significativa na
incidéncia de P. chaetomioides em relagdo a parcela testemunha foi o
florescimento. O fungicida ndo apreseniou redugao significativa para o percentual
de manchas nos graos e rendimento. Ja com relagdo ao peso do hectolitro foi
significativo somente quando aplicado nos estadios de floragdo e grdo aquoso
(Tabela 7).

A introdugdo de aplicagao adicional de fungicida no manejo da mancha-
negra para utilizagdo pelos produtores depende da sua relagéo custo / beneficio.
O valor de uma aplicacéo de fungicida € US$ 30,00 /ha, que corresponde a 300
Kg de grdos de aveia branca (MARTINELLI, 2003). Logo, para que seja viavel
economicamente & necessario que o aumento no rendimento seja maior que
300Kg e que reduza em mais de 50% a expressao da doenga para justificar sua

utilizagao.
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Deste modo, aplicagéo adicional de Tebuconazole para o controle da
moléstia mancha-negra parece néo ser viavel economicamente, uma vez que a
aplicagdo de fungicida na floragédo, em relacdo a testemunha, reduziu apenas
21% da incidéncia do fungo nas sementes (Tabela 7). Além disso, ndo foi
suficiente para reduzir a formacdo de manchas e nem produzir aumento
significativo no rendimento que compensasse o aumento de custo do tratamento
quimico (Tabela 7).

As cultivares apresentaram diferencas significativas para todas as
caracteristicas analisadas (Tabelas 8 e 9). O genédtipo UFRGS998013-3
apresentou percentuais baixos para incidéncia de P. chaetomioides e altos para
graos manchados, mas ainda assim obteve o melhor rendimento e peso do
hectolitro em relagéo aos demais gendtipos. O genétipo ER20877-2 apresentou
percentual alto para incidéncia de P.chaetomioides e baixo para grios
manchados, com rendimento e peso hectolitro semelhantes ao genétipo anterior.
Ja o gendtipo UFRGS 19 obteve baixos percentuais tanto para incidéncia como
para graos manchados, mas baixo rendimento e peso hectolitro em relagdo aos
demais gendtipos. Alguns dos genétipos foram semelhantes para as 4 variaveis
analisadas, tais como UFRGS 19 e URS 22, UFRGS 14 e UFRGS 18. Entretanto,
néo houve interacdo entre épocas de aplicagdo e genétipos para todas as
variaveis analisadas (Tabela 10), o que revela auséncia de comportamento

diferenciado dos genétipos frente a diferentes épocas de aplicagdo de fungicida.
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Tabela 7. Incidéncia de Pyrenophora chaetomioides em graos de aveia branca,
rendimento (Kg/ha) e peso do hectolitro (Kg/hl) em seis épocas de
aplicagdo de fungicida, na EEA/UFRGS, 2002. Os valores
apresentados nesta tabela representam as médias de 14 gendtipos
para cada tratamento com fungicida.

Incidéncia (%)

Epocas da Aplicacgo de Rendimento PH Gréos
do Fungicida P. (Kgfha) (Kg/hl) Manchados (%)
chaetomioides

Testemunha 22,0 2577 ns 47,2 455 ns
Floragéo 173 = 2749 ns 48,7 43,7 ns
Gréo aquoso 18,4 2782 ns 496 ** 421 ns
Gréo leitoso 21,8 2585 ns 47,7 443 ns
Grao em massa 212 2617 ns 473 452 ns
Grao em massa mole 20,6 2568 ns 46,6 441 ns
Gr&o em massa dura 19,0 2513 ns 461 43,7 ns
Média 20,0 2627 476 44 1

CV % 34,8 9.8 26,4 11,6

*Médias comparadas com a testemunha pelo teste Dunnet a 5%.

Tabela 8. Incidéncia de Pyrenophora chaetomioides e percentual de graos
manchados em 14 gendtipos de aveia branca no experimento de
épocas de aplicacdo de fungicida, na EEA/UFRGS, 2002. Os valores
apresentados nesta tabela representam as médias dos genétipos em
todos os tratamentos com fungicidas.

Gendtipos Incidéncia (%) de P. Graos manchados (%)
chaetomioides
ER 20877-2 29,2 a* 301 ™
UFRGS 14 27,1 ab 39,0 ef
UPF 18 24,9 abc 31,9 hi
UFRGS 9990004-2 24,2 abc 59,1 b
UFRGS 18 21,4 bed 42,3 de
URS 21 21,0 bed 40,3 def
UFRGS 16 19,9 cde 41,7 de
UFRGS 15 19,8 cde 37,2 eqgf
UFRGS 17 18,9 cde 517 ¢
UFRGS 998013-3 17,4 def 60,5 b
UFRGS 19 15,7 def 33,5 ghi
URS 22 15,4 def 34,9 gth
UFRGS 995058-3 13,4 ef 67,2 a
URS 20 11,3 f 47,8 d
Média 20,0 441
CV % 34,8 11,6

*Médias seguidas de mesma letra no diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
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Tabela 9. Rendimento (Kg/ha)e peso hectolitro(Kg/hl) de graos de 14 gendtipos
de aveia branca no experimento de épocas de aplicagdo de fungicida,
na EEA/UFRGS, 2002. Os valores apresentados nesta tabela
representam as médias dos gendtipos em todos os tratamentos com

fungicidas.
Gendtipos Rendimento (Kg/ha) PH (Kg/hl)
UFRGS 998013-3 3373,1" a** 49,4" abc™
UPF 18 3240,6 a 45,7 cde
ER 20877-2 3094,4 ab 51,2 ab
UFRGS 9990004-2 2985,4 ab 51,5 a
URS 20 2860,4 abc 50,1 abc
UFRGS 17 2859,6 abc 47,9 abcd
UFRGS 995058-3 2618,0 bcd 48,1 abcd
URS 21 2583,3 bcd 50,5 ab
URS 22 2398,2 cde 48,8 abc
UFRGS 16 2281,7 de 46,9 abcd
UFRGS 15 2218,7 de 41,7 e
UFRGS 19 2137,5 e 46,7 bcd
UFRGS 14 2152,2 e 43,5 de
UFRGS 18 1985,0 e 43,9 de
Média 2627,7 47,6
CV % 9,8 11,0

*Médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
'Médias originais, 2Dados transformados exponencialmente.

Tabela 10. Analise da variancia das variaveis incidéncia de Pyrenophora
chaetomioides, rendimento (Kg/ha) e peso do hectolitro (PH).
EEA/UFRGS, 2002.

Incidéncia de Rendimento PH
" : joid Kg/h Kg/hl
Causas de variagao & chae(z:;:.jmo; = (Kg/ha) (Kg/hi)
Gl Q.M. Q.M. Q.M.
Epoca 6 189,2* 34,6 ns 1,1*
Gendtipo 13 734,8* 401,2* 5,0*
Epoca x Gendtipo 78 432 ns 17,6 ns 9,9 ns

*significativo (P<0,05)
ns — néo significativo



CAPITULO 1li

Estudos bioquimicos e histoquimicos em grios de aveia branca com
resisténcia e suscetibilidade a formacdo de manchas por
Pyrenophora chaetomioides

3.1. INTRODUGAO

A mancha-negra da aveia, cujo principal agente & P. chaetomioides,
também promove o escurecimento dos tecidos superficiais dos grdos, o que
ocasiona redugéo na qualidade e valor dos mesmos para a indUstria alimenticia. E
possivel que caracteristicas histolégicas ou bioquimicas presentes nestes tecidos
possam influenciar na resisténcia ao patégeno.

As plantas dispdem de mecanismos variados de defesa, os quais tém sido
agrupados em constitutivos e induziveis, havendo fatores estruturais e
bioquimicos em ambos os grupos (PASCHOLATI & LEITE, 1994). A localizagdo
superficial do fungo P. chaetomioides nos grédos poderia estar relacionada com a
composi¢ao quimica daqueles tecidos em determinado momento da formacéo dos
graos.

Ainda néo foi elaborado um estudo avaliando os tecidos de genoétipos de
aveia branca com maior resisténcia ou suscetibilidade a formagdo de mancha,

quanto a caracteristicas histoquimicas e bioquimicas que possam diferencia-los.
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BOCCHESE et al. (2001) em trabalho preliminar relacionaram a localizacéo
restrita de P. chaetomioides nos tecidos do pericarpo a sua atividade enzimatica.
A grande atividade proteolilica e lipolitica justificaria a preferéncia por estes
tecidos superficiais, os quais possuem lipidios e proteinas em valores mais
elevados. Ja sua baixa atividade amilolitica leva a crer que a falta desta
habilidade o restringe ao pericarpo.

Os tecidos superficiais dos grédos de genétipos de aveia branca tém altas
concentragbes de lipidios (PETERSON, 1992), sendo esta caracteristica variavel
entre os gendtipos de aveia. Além disso a atividade da lipase é alta nas partes
dos graos onde os tecidos estdo metabolizando gorduras. A atividade da lipase no
aleurona ¢é relativamente alta e, considerando a quantidade total, apresenta a
maior contribuicéo para a atividade total desta enzima (EKSTRAND et al., 1992).
HOI et al. (1990) encontraram grandes diferencas no percentual de hidrélise da
enzima lipase entre 30 gendétipos testados.

A enzima lipase € endogena e fica disponivel para hidrolizar lipidios apés a
ocorréncia de lesédo no gréo (EVERS et al.,, 1999), cujos compostos resultantes
sofrem a acdo de outras enzimas, dentre elas, a peroxidase. A peroxidase
desempenha importante fungdo em fendmenos relacionados ao stress (BOTELLA
et al., 1994) e é responsavel pelo escurecimento na maioria dos tecidos
injuriados. Deste modo, os niveis da lipase e peroxidase podem estar
influenciando na suscetibilidade a infecgdo e manchamento dos tecidos
superficiais de graos de aveia.

As peroxidases sdo hemoproteinas monomeéricas que catalizam a oxidagéao
de uma gama de substratos pela agdo do peroxido de hidrogénio. Inimeras
implicagdes em processos fisioldégicos tem sido a elas referidas, tais como:

deposicao de polifendis e lignina (LAGRIMINI, 1991), suberizagdo (BERNARDS &
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LEWIS, 1998), resisténcia a patégenos (BESTWICK et al., 1998), dentre outros. A
peroxidase ndo encontra-se distribuida uniformemente nos graos de cereais,
sendo referido altas atividades desta enzima & camada de células do aleurona,
além do endosperma, e embrido. COCHRANE ainda em 1994 sugeriu que a
atividade de peroxidase no aleurona do grdo de cevada poderia estar atuando na
formacdo de barreira antimicrobiana quando o tecido rompe-se durante a
germinagao. Ja KERBY & SOMERVILLE (1992) notaram o aumento significativo
em duas peroxidases extracelulares apds a inoculacdo de folhas de cevada com
oidio.

A atividade da lipase, por sua vez, varia ao longo do desenvolvimento dos
graos de aveia. URQUHART et al. (1984) verificaram a atividade maxima entre 23
e 30 dias apds a antese, ocorrendo declinio com a aproximag&o da maturagao.
ROSA et al. (2001) relataram que o periodo de maior suscetibilidade dos graos a
infeccd@o por P. chaetomioides seria no estadio de gréo leitoso e massa mole, o
que também coincide com o periodo de maior atividade desta enzima.

Ainda ndo ha um padréo universal de resposta das enzimas no processo
de resisténcia das plantas contra fitopatégenos: a atividade de enzimas
especificas podem estar relacionadas tanto positivamente como negativamente
com a infecgéo.

Apesar das reagdes de oxidagdo serem bem documentadas em reacdes de
hipersensibilidade, seu papel na infecgdo do gréo de aveia por P. chaetomioides
ainda nao foi identificado. Informagdes sobre os niveis de peroxidase e lipase em
gendtipos com resisténcia diferenciada a mancha e infeccdo no grio bem como
seu comportamento durante a formag&o dos gréos, no periodo critico da infecgéo,

poderiam auxiliar na selegdo de genétipos para o melhoramento.
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Os objetivos deste trabalho foram: i) Correlacionar os diferentes niveis de
atividade destas duas enzimas, encontrados em genétipos de aveia, com a
infeccdo e formagdo de mancha; ii) Estudar a composicdo bioquimica das
vesiculas presentes nos tecidos superficiais de grdos de gendtipos de aveia
através da histoquimica em microscopia éptica a fim de elucidar seu envolvimento

com a resisténcia a P.chaetomioides.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local e Periodo

Esta pesquisa foi realizada no Departamento de Fitossanidade, Faculdade
de Agronomia e na Estagdo Experimental Agrondémica (EEA) da UFRGS,
localizada no municipio de El Dourado do Sul, no periodo de janeiro de 2001 a
abril de 2003.

3.2.2. Origem das Sementes e analise do percentual de mancha e infecgdo

As 15 cultivares/linhagens de aveia utilizadas nesta pesquisa foram
escolhidas ap6s uma avaliagdo visual preliminar de seus gréos dentre um grande
numero de gendtipos disponiveis no programa de melhoramento da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Os gendtipos utilizados neste trabalho foram: OR2,
ER20877-2, UFRGS995004-2, UPF95204-2, UFRGS16, UFRGS9912002-2,
UFRGS999007-5, UFRGS998013-3, UPF16, UFRGS999022-1, UFRGS995058-3,
UFRGS15, UFRGS17, UFRGS19, UFRGS997005-2. A andlise do percentual de
mancha foi feita com 4 repeticbes de 100 graos para cada genétipo e baseada na
observagdo visual segundo gradiente pré-estabelecido (Figura 1). As categorias

do gradiente representam niveis diferentes de severidade (intensidade do
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escurecimento) da mancha-negra nos grdos: C-I: 0-10%; C-II: 11-50%: C-llI: mais

de 50%.

Flgura 1OGrad!ente .p”ré.—éstébelécidlo .para avaliégéo visual. dos g.ériétipos de
aveia branca. Foto: BOCCHESE, 2003.

O percentual de infeccdo foi avaliado através da incidéncia de P.
chaetomioides em 400 gréos da categoria C-1 de todos os gendtipos testados,
quando incubados sobre meio de cultura BDA em placas de Pétri, sob
temperatura controlada a 23 + 3°C e com fotoperiodo de 12h. Este experimento
avaliou a incidéncia de P. chaetomioides em 600 placas de Pétri, sendo 40 placas
para cada gendtipo testado.

Classificacdo dos gendtipos, segundo gradiente apresentado: Categoria (C-I):
UFRGS19, ER20877-2, UFRGS16, UFRGS997005-2; Categoria (C-lI):
UPF95204-2, UFRGS999022-1, OR2, UFRGS999007-5, UPF16, UFRGS15,
UFRGS9912002-2; Categoria (C-Ill): UFRGS998013-3, UFRGS995004-2,
UFRGS995058-3, UFRGS17.

3.2.3. Preparacdo das Sementes para histoquimica em Microscopia Optica
A identidade dos fendis que se acumulam como uma resposta incial a

infecgédo ndo € frequentemente especifica, comumente estimada através de
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técnicas de histoquimica. As sementes apds coletadas tiveram a casca removida,
pois este trabalho foi desenvolvido apenas com a cariopse da aveia. O material foi
fixado em solugéo de glutaraldeido 2% (GABRIEL, 1982), durante duas horas, a
temperatura ambiente. Apds este procedimento o material foi lavado em tampéo
fosfato pH 6,8, por 1h; desidratado em série de alcool etilico em concentragbes
crescentes, com duracao de 15 min para cada etapa. Como meio para inclusdo foi
utilizado a parafina. As cariopses foram orientadas nos blocos tanto para cortes
transversais como longitudinais em micrétono de rotagéo, com espessura de 10 a
15 um. Para a coloragdo das secgbes foi utilizado Azul de Toluidina O em
concentragé@o de 0,05% em tampao de benzoato, pH 4,4 (O'BRIEN & McCULLY,
1981). O tempo de coloragdo foi de 5 min. Apés a coloragdo, as laminas foram
lavadas sob fluxo de &gua corrente durante 1 min e secas sobre placa
aquecedora. Como meio de montagem entre l1dmina e laminula foi utilizado o
balsamo do Canada sintético. As observagdes e andlises das secdes foram
realizadas em microscopia de campo claro, utilizando microscépio 6ptico Leica
modelo CME (1349522X).

3.2.3. Preparagéo das Sementes para Anélise em Microscopia Eletrénica

Os gréos foram hidratados por 5 min e apés foi feita a remogéo parcial ou
total do pericarpo para analise da superficie. O Procedimento basico utilizado na
preparagao das amostras, segundo MACHADO (2001), se constituiu dos
seguintes passos: 1) Os graos selecionados foram reduzidos a pegcas menores e
planas (amostras) para melhorar sua visualizagdo no MEV (Microscopio
Eletrénico de Varredura); 2) As amostras foram pré-fixadas em aldeido por 2h
seguida por 3 lavagens (15min/cada) e pos-fixadas em OsO4 1% por 2h; 3) Apos,
foram desidratadas de uma maneira lenta e gradual (acetona:30,50, 70, 90 e

100%). Na etapa em que o desidratante estava puro (100%) foram levadas para o
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aparelho de Ponto Critico; 4) Cada amostra foi colocada em um suporte com
auxilio de um microscopio estereoscopico, para facilitar a visualizagdo do ponto
ou area de interesse; 5) Esta etapa foi feita na metalizadora, onde as amostras
tornaram-se condutivas através da deposicdo de metal na sua superficie; 6)
Finalmente, as amostras foram observadas no Microscopio Eletrénico de
Varredura.

3.24. Preparagdo das Sementes para Andlise em Microscopio

estereoscopico

Os gréos foram hidratados por 5 min para remocdo manual dos tecidos do
pericarpo. A observagéo das vesiculas na superficie da testa da semente foi feita
com o microscopio estereoscopio Leica modelo MZ12 com camara digital Leica
DC200 acoplada, no aumento de 100x, sem corante. A medicao das mesmas foi
feita através do reticulo Leica presente em uma das oculares do microscopio
estereoscopio. Os graos, apds a remogado do pericarpo, foram imersos no corante
Sudan Black por 5 min, que foi utilizado para visualizagido do micélio.

3.2.5. Lipase

Os gendtipos utilizados para andlise da lipase em grdos maduros foram:
OR2, ER20877-2, UFRGS995004-2, UPF95204-2, UFRGS16, UFRGS9912002-2,
UFRGS999007-5, UFRGS998013-3, UPF16, UFRGS999022-1, UFRGS995058-3,
UFRGS15, UFRGS17, UFRGS19, UFRGS997005-2.

A atividade da lipase foi estimada através da percentagem de acidos

graxos hidrolizados em uma amostra de 6leo de soja com graos de aveia de cada
gendtipo utilizado, como descrito por PARMAR & HAMMOND (1994). Para cada
teste foram utilizadas amostras de 10 g de cariopses de aveia as quais foram
umedecidas com agua. Apos 2 h foi adicionado 10 ml de 6leo de soja na amostra

e incubou-se por 24 h a temperatura de 37 °C. Quantidade similar de 6leo foi

adicionada em um frasco de erlenmeyer e incubada por 24 h a 37 °C, que serviu
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como controle negativo. Aproximadamente 0,2 ml de éleo de cada amostra foi
dissolvido em 15 ml de dietil eter-metanol (2:1,v/v). Uma aliquota de 5 ml foi
diluida a 50 ml com metanol e ajustada para pH 9,0 com hidroxido de sédio
0,01M. A hidrdlise foi calculada como a razéo dos &cidos graxos livres para o total
dos &cidos graxos na amostra de 6leo de soja ap6s a incubacdo com as cariopses
de aveia, obtida através da seguinte equacéo:
%hidrélise= 4,361 x (ml de NaOH consumido pela amostra — ml de NaOH
consumido pelo controle)

O valor da constante nesta equagéo esta relacionado ao volume de NaOH
consumido para propor¢éo de acidos graxos em 10 ml de dleo de soja, baseados
na meédia do peso molecular do 6leo de soja e na média do peso molecular dos

acidos graxos presentes no 6leo de soja.

3.2.6. Peroxidase

Os gendtipos utilizados para andlise da peroxidase em grdos maduros
foram: OR2, ER20877-2, UFRGS995004-2, UPF95204-2, UFRGS16,
UFRGS9912002-2, UFRGS999007-5, UFRGS998013-3, UPF16, UFRGS999022-
1, UFRGS995058-3, UFRGS15, UFRGS17, UFRGS19, UFRGS997005-2. A
atividade da peroxidase durante o desenvolvimento dos gréos foi testada em duas
estacdes de cultivo de aveia. Na primeira estacdo de cultivo foram utilizados dois
gendtipos: UFRGS 16 e UFRGS 19, os quais apresentavam niveis similares de
resisténcia a formagao de manchas, para avaliagdo da atividade enzima durante a
formagéo dos graos. Na segunda estacado de cultivo foram utilizados 6 genotipos:
UFRGS-19, UFRGS-16, UFRGS9990004-2, ER20877-2, UFRGS998013-3,
UFRGS995058-3, os quais apresentavam niveis variados de resisténcia a
formacao de manchas a fim de verificar se diferengas na atividade da peroxidase

durante a formacao dos gréos poderiam influenciar na resisténcia.
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A atividade de peroxidase foi determinada através da dispersio de 0,625 g
de amostra em 25 ml de tampéo TRIS-HCI 0,2M, pH 8,5, agitagao por 10 min e
centrifugagéo por 15 min a 2000 g. Uma aliquota de 0,5 ml do sobrenadante foi
misturada com 3 ml da solugdo do substrato, realizando-se a leitura de
absorbancia em espectofotémetro a 420 nm. O substrato foi preparado pela
homogeneizagéo de 50 mM de guaiacol, 20 mM de peréxido de oxigénio e 5% de
etanol em tampéao acetoto de sddio 0,1M, pH 5,0. Uma atividade de peroxidase

correspondeu ao aumento de 0,001 na absorbancia a 420 nm/min/g de amostra.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos tecidos superficiais dos grdos de 15 gendtipos de aveia
branca, com microscépio estereoscopico no aumento de 100x, permitiu observar
a presenga de vesiculas de cor marrom avermelhada presentes nos tecidos do
pericarpo e na testa da semente (Figuras 11 e 12A), com tamanho de
aproximadamente 10 um. Na Figura 12B a superficie do grdo corada com Sudan
Black mostra a presenga do micélio préxima das vesiculas, as quais parecem ndo
inibir o crescimento micelial. A aderéncia do micélio a vesicula observada na
Figura 13 também sugere que a substancia presente nas vesiculas ndo apresenta

acao téxica ao fungo.

A formagéo de vesiculas apresentou ocorréncia diferenciada entre os
gendtipos com média e muito baixa resisténcia a formagdo de manchas. Logo,
mesmo que a formagao de vesiculas esteja associada a penetragdes flingicas mal
sucedidas tanto por interagbes compativeis ou incompativeis, pode também

ocorrer em penetragbes bem sucedidas por interagdes compativeis.
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Consequentemente é possivel que estas estruturas nao sejam responsaveis pela
restricao do crescimento flingico, e que sejam necessarios outros fatores tais

como a acumulagao de metabolitos fungitéxicos no sitio de penetragao.

Nao existe na literatura informagdes a respeito das alteracdes dos tecidos
das sementes de aveia ocorridas no processo de infecgdo. SCHILDER &
BERGSTROM (1994) relataram que o espessamento das paredes das células da
epiderme das glumas, lemas e paleas foi suficiente para retardar o momento da
infeccdo nos gréos de trigo. AURORA et al. (1980) descreveram a formagéo de
vesiculas no final do processo de infeccdo das folhas de aveia por
Helminthosporium avenae. JA HARGREAVES (1981) em estudo sobre a natureza
da resisténcia das folhas de aveia a Pyrenophora teres também observou a
presencga de vesiculas e sugeriu que as mesmas podem estar associadas com a

resisténcia a P. teres.

Esporos

. Vesicula

Micélio fungico

i s / i /
/ s . ' o Tecidos do Pericarpo
-

Testa da semente
amada de aleurona
Endosperma

Figura 11. Desenho esquematico do micélio de Pyrenophora chaetomioides Speg.
nos tecidos do grao de aveia branca e a notada presenca de vesiculas
em resposta a infecgdo. Fonte: BOCCHESE, 2003.
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Figura 12. (A) Vesiculas em tecidos do pericarpo e testa de grdos infectados; (B)
Micélio do fungo, na testa da semente, corado com Sudan Black.

Figura 13. Microscopia Eletrénica de Varredura da superficie da testa do gréo de
aveia, apresentando vesicula e micélio. (A) 350x; (B) 1000x.
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\leurocna

Figura 14. Corte transversal do grdo de aveia branca, corado com Azul de
Toluidina O com aumento de 400x; (A) Vesicula apresentando
ligagbes protoplasméticas com células do aleurona; (B) Testa e
aleurona apresentando coloragao tipica da presenca de fendis.

Os tecidos superficiais dos 15 gendtipos selecionados, apresentaram
ocorréncia diferenciada das referidas vesiculas nos tecidos do grdo de aveia,
sendo observado que em gendtipos com maior resisténcia & mancha no grdo, a
quantidade das mesmas ¢é inferior aos genétipos com maior suscetibilidade. Na
Figura 14 pode-se observar a coloragdo histoquimica com Azul de Toluidina O,
onde a coloracéo rosada nas vesiculas é tipica da presenga de pectina (A) e a
coloragéo azulada nos tecidos do pericarpo tipico de fendis (B). A determinagao
da presenca de pectina nas vesiculas demonstrou que a presenca diferencial
destas vesiculas em gendtipos suscetiveis e resistentes nio constituiu em prova
definitiva da importancia das mesmas na patogénese desta interaco Avena
sativa x P. chaetomioides, ja que as mesmas no inibem o crescimento das hifas
na superficie do gréo de aveia e possivelmente sejam utilizadas como fonte de

energia para o fungo. Vale lembrar que P. chaetomioides secreta inimeras
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enzimas no momento da invaséo dos tecidos, além das ja relatadas neste texto,

estéo as pectoliticas (WHEELER, 1975 citado por AURORA et al., 1978).

Quanto a composigdo bioquimica, os tecidos colonizados por P.
chaetomioides encontram-se alta concentragdo de lipidios, lipase e peroxidase. O
dano na célula pode ocasionar liberagdo de lipase, que promove processos de
hidrolise, cujos compostos resultantes sofrem a acdo de outras enzimas, dentre
elas a peroxidase. A peroxidagdo dos lipidios pode conduzir a ruptura da
integridade da membrana (proteina-lipidio) e esta desorganizagdo resultar em
necrose. Em geral o aumento significativo da peroxidase precede o acumulo de
lignina, ja que a mesma depende da atividade oxidativa desta enzima para sua
formacao. A lignificagéo resultante, por sua vez, protege as paredes das células e
papilas da digestéo pelas enzimas do fungo. Logo, a atividade da peroxidase e a
sintese de lignina sdo fatores estreitamente relacionados entre si e com

possibilidade de interferéncia na resisténcia (PASCOLATI & LEITE, 1995).

Trocas nas isoenzimas de peroxidase ou a taxa de sua sintese podem ser
responsaveis pela determinagdo da resisténcia ou suscetibilidade a um
microorganismo fitopatogénico (FARKAS, 1966). Em alguns casos, o aumento da
atividade da peroxidase ou aparecimento de novas isoenzimas pode ser um
reflexo do sintoma de resposta, ou pode ser associado com processo
degenerativo causado pela infeccdo (FARKAS & LOVREKOVICH, 1965). A
problematica da interpretacdo das trocas na atividade da peroxidase em plantas
infectadas € mais complicada pela ambiglidade do papel e sitios de agédo desta
enzima.

A andlise de grdos maduros de 15 gendétipos apresentou diferenca

significativa nos niveis de peroxidase (Tabela 11). Na Tabela 11 também pode ser
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observado que varios gendtipos tais como UFRGS 16 e UFRGS997005-2,
UFRGS9912002 e UPF 16, UFRGS999007-5 e UFRGS999022-1, UFRGS 17 e
UFRGS998013-3 obtiveram niveis semelhantes de peroxidase e de percentual de
graos manchados. Entretanto, ndo houve correlagdo significativa com relacdo ao
percentual de grédos manchados (r=0,066) e infecgdo por P. chaetomioides (r=

0,132) (Figuras 15 e 16).

Tabela 11. Atividade da peroxidase, em grdos maduros de gendtipos de aveia
branca com resisténcia diferenciada & mancha nos gréos, safra 2001.

Genotipos Atividade da Peroxidase' (%) Graos manchados
UFRGS9912002-2 6,5 a° 66,8 cde”
UPF16 6,5 a 59,8 e
UFRGS16 5,8 ab 33,5 gh
UFRGS997005-2 5,6 abc 35,0 gh
UFRGS999007-5 5,6 abc 48,0 f
UFRGS999022-1 5,6 abc 443 f
UFRGS15 5,4 bcd 64,8 de
UFRGS19 5,1 bcde 13,8 i
UFRGS17 5,1 bcde 72,5 bcd
UFRGS998013-3 4,9 bcde 73,5 bc
UFRGS995058-3 4,8 cde 83,3 a
UPF95204-2 4,8 cde 42,0 fg
ER20877-2 47 cde 30,8 h
OR2 4.5 cde 455 f
UFRGS995004-2 43 e 78,8 ab

' Média da atividade da peroxidase (420 nm/min/g).
*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.

Por outro lado, os gendtipos UFRGS 19 e UFRGS 17, UPF95204-2 e
UFRGS995058-3 apresentaram caracteristicas de maior e menor resisténcia a

formacédo de manchas (% de grdos manchados), respectivamente, mas exibiram
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niveis similares de atividade de peroxidase. Isto sugere que existam niveis de
peroxidase suficientes nos grdos maduros de aveia de todos os genodtipos
testados para causar formagdo de manchas e que diferengcas no substrato ou

peréxido de hidrogénio possam ser os fatores que diferenciem entre

suscetibilidade e resisténcia.

HAMMERSCHMIDT & KUC (1982) (HAMMERSCHMIDT et al., 1982)
demonstraram que a resisténcia do pepino a antracnose foi correlacionada com
elevados niveis de deposicdo de lignina e de atividade de peroxidase.
WILLIANSON (1997) observou correlacdo entre a suscetibilidade a ponta preta
em gendtipos de trigo e a presenga de isoenzimas de peroxidase. Entretanto,
SULAMAN et al (2001) avaliaram a atividade da peroxidase em grdos maduros de
cevada em genoétipos com altos niveis de resisténcia e de suscetibilidade a ponta
preta, cujo principal agente é Aitermaria alternata, observaram a inexisténcia de

correlagéo entre a atividade de peroxidase e a suscetibilidade a ponta preta.

Incidéncia de P. chaetomioides (%)

Atividade da Peroxidase (420nm/min/g)

m=mmen Peroxidase
Gendtipos —e— Infeccdo

Figura 15. Andlise da atividade da peroxidase e infecgdo dos graos maduros sem
manchas por Pyrenophora chaetomioides nos genétipos de aveia
branca. Coeficiente de correlagéo (r= 0,132).
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Figura 16. Andlise da atividade da peroxidase em grdos maduros e % de graos
manchados nos gendtipos de aveia branca. Coeficiente de correlagdo
(= 0,066).

A enzima peroxidase teve presenca detectada desde a exposicdo das
paniculas até a maturagdo dos grdos de aveia. Na Figura 17, o grafico da
atividade de peroxidase dos gendtipos UFRGS 16 e UFRGS 19 durante seu
desenvolvimento na safra 2001, apresentou para cada genétipo uma curva de
atividade de peroxidase, cujos valores parecem estar relacionados a etapas de
desenvolvimento do grdo. Existem evidéncias convincentes para o papel de
certas substancias quimicas constitutivas ou induzidas na resisténcia, quando
estdo presentes ou sdo produzidas em quantidade suficiente, no local e tempo
exatos para inibir o patégeno (DMITRIEV et al., 1990). Além disso, as alteracbes

nas concentragdes dessas substancias devem estar relacionadas com mudangas

na expressao da doenca (PASCHOLATI & LEITE, 1994).
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Figura 17. Atividade de peroxidase dos genétipos UFRGS16 e UFRGS19 durante
seu desenvolvimento dos graos. As datas das coletas correspondem
aos seguintes estadios: florescimento, grdo aquoso, gréo leitoso, grao
em massa mole, grdo em massa, grdo em massa dura. Na
EEA/UFRGS, 2001

A média de atividade da peroxidase, obtida dos genétipos testados,
durante a fase inicial de desenvolvimento dos grdos, por ocasido das duas
primeiras coletas manteve-se em niveis baixos e aumentou nas coletas
posteriores, que corresponderam aos estadios de gr&o leitoso, grdo em massa
mole e grdo em massa, onde a infecgdo alcancou altos niveis (Figura 18). Vale

ressaltar que sdo nestes estadios o periodo de maior suscetibilidade a P.

chaetomioides.
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Figura 18. Curvas de atividade da peroxidase e incidéncia de Pyrenophora
chaetomioides durante os estddios de formagdo dos grdos de
gendtipos de aveia branca, na EEA/UFRGS, 2002. As datas das
coletas correspondem aos seguintes estadios de desenvolvimento
dos graos: florescimento, grao aquoso, gréo leitoso, grdo em massa
mole, gréo em massa, gréo em massa dura.

Na Figura 19 a atividade da peroxidase de seis gendtipos analisados
durante o desenvolvimento dos graos, na safra 2002, permitiu separar os
gendtipos de média e muito baixa resisténcia a formagdo da mancha. Os
gendtipos UFRGS 19, ER20877-2 e UFRGS 16, portadores média resisténcia a
formacdo da mancha, apresentaram os maiores valores de atividade da
peroxidase nas duas Ultimas coletas, que corresponderam aos estadios de gréo
em massa mole e grao em massa dura. Os gendtipos UFRGS995058-3,
UFRGS999004-2 e UFRGS998013-3, portadores de muito baixa resisténcia a
formagdo da mancha, apresentaram valores de atividade de peroxidase inferiores
as anteriores na fase final de desenvolvimento dos gréaos. Ainda que os valores da
atividade da peroxidase nas duas ultimas coletas tenham agrupado os genétipos

com caracteristicas de resisténcia a formagdo da mancha semelhantes nao foi
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possivel associar a maior atividade de peroxidase a resisténcia. As médias da
atividade da peroxidade nas dltimas duas coletas oriundas dos gendtipos com
maior resisténcia ndo foram estatisticamente distintas daqueles de menor
resisténcia a formagéo de manchas (Tabela 12). Por outro lado, a avaliagcao da
resisténcia a formagéo de manchas foi feita visualmente, sendo pertinente

desconsiderar as pequenas diferengas na peroxidase encontradas nas duas

ultimas coletas.

8000 -

7000 4 —e—ER20877-2
—m— UFRGS995058-3

1 —&— UFRGS999004-2

5000 4 —3— UFRGS998013-3
—%— UFRGS16

4000

—a— UFRGS19
3000

2000

1000 -

Atividade da peroxidase (420nnvmin/g)

Fases de desenvolvimento dos gréos (dias)

Figura 19. Atividade da peroxidase durante o desenvolvimento dos grdos dos
seis gendtipos testados. As datas das coletas correspondem aos
seguintes estadios: florescimento, grdo aquoso, grio leitoso, gréo
em massa mole, grdo em massa, grdo em massa dura. Na
EEA/UFRGS, 2002.
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Tabela 12. Atividade da peroxidase em sementes de gendtipos de aveia branca
com resisténcia diferenciada & mancha no gréo, safra 2002. Os dados
apresentados representam obtidos nas duas Cltimas coletas durante
o desenvolvimento dos grios.

Atividade da peroxidase

Gendtipos
Coleta 30/10/2002 Coleta 06/11/2002
ER20877-2 7136 Aa 6.680 Aa
UFRGS995058-2 5008 Aa 5584 Aa
UFRGS999004-2 5432 Aa 5552 Aa
UFRGS998013-3 5504 Aa 5512 Aa
UFRGS 16 5848 Aa 7.336 Aa
UFRGS 19 6.112 Aa 6.128 Aa

*Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha nao diferem entre si
pelo teste Tukey a 5%.

Os 6 gendtipos utilizados a fim de verificar se diferengas na atividade da
peroxidase durante a formagéo dos grdos poderiam influenciar na resisténcia
apresentaram diferenca significativa nos niveis médios de peroxidase (Tabela 13).
Na Tabela 13 pode ser observado que 3 gendtipos apresentaram médias de
atividade de peroxidase e percentuais de grios manchados similares:
UFRGS995058-2, UFRGS995004-2, UFRGS998013-3. Ja os gendtipos UFRGS
16, UFRGS 19 e ER20877-2 apresentaram médias distintas de atividade de
peroxidase e percentuais de grdos manchados similares. Logo, as médias da
atividade de peroxidase oriundas do desenvolvimento dos grdos também ndo
permitiram diferenciar os gendétipos quanto a formagéo de mancha uma vez que a
correlagdo obtida foi baixa, r= -0,14. Além disso, também ndo houve correlagio
entre a atividade média da peroxidase e incidéncia de P. chaetomioides (r=0,29)

(Figura 20).
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Tabela 13. Atividade da peroxidase em sementes de genétipos de aveia branca
com resisténcia diferenciada a mancha no grdo, safra 2002. Os dados
apresentados representam as médias obtidas das seis coletas
durante o desenvolvimento dos gréos.

Gendtipos Atividade da Peroxidase’ Graos manchados (%)
UFRGS 19 (2508)°6,20 a* 34,5 b*

ER 20877-2 (2608) 5,78 b 306 b
UFRGS 995058-2 (2100) 5,71 b 69,7 a

UFRGS 9950042  (2108) 5,69 b 66,4 a

UFRGS 998013-3 (2122) 569 b 58,5 a

UFRGS 16 (2281) 5,06 ¢ 423 b

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
'Média da atividade da peroxidase (420 nm/min/g).

’Médias originais das coletas (transformacéo exponencial).

Coeficiente de correlagdo (r = -0,144)

3000 -+ EmEm Atividade da peroxidase TO
(420nmymin/g)
2500 + —e— [ncidéncia de P. chaetomioides (%) 15

2000 -+

1500 +

1000 -+
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Incidéncia de P. chaetomioides

500 +

Atividade da peroxidase (420nm/min/g)

Figura 20. Andlise da atividade da peroxidase e incidéncia de Pyrenophora
chaetomioides em graos de gendtipos de aveia branca durante o
desenvolvimento dos graos, quando plaqueados em meio de cultura
(BDA). EEAJUFRGS, 2002. Coeficiente de correlagao (r= 0,29).
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Segundo BELL (1981) as mudangas nos niveis de resisténcia que ocorrem
durante a ontogénese resultam de alteracdes no conteddo de nutrientes
organicos, na vulnerabilidade dos tecidos as fitotoxinas e nos mecanismos
estruturais e bioquimicos de defesa. O periodo de maior suscetibilidade dos graos
a P. chaetomioides ocorre no momento em que as sementes em formacao
encontram-se com altos niveis de atividade enzimatica, apo6s a terceira semana
da exposicdo das paniculas, podendo a peroxidase facilitar a infeccao e
consequente formagdo da mancha nos grios. Esta hipétese pode facilmente
explicar o fenémeno relatado, mas pode ndo dar resposta satisfatéria para a
questao se a peroxidase poderia desempenhar um papel significativo na diferenca
de resisténcia a moléstia entre os gendtipos de aveia.

A analise da lipase em grdos maduros de aveia apresentou diferencas
significativas no percentual de hidrélise entre os genétipos selecionados (Tabela
14). Os niveis de hidrdlise (%) encontrados nos gendtipos variaram entre 4.4 —
23,1%, permitindo separa-los em 4 classes distintas: muito alta, alta, média e
muito baixa. HOI et al. (1999) utilizando metodologia similar em grdos de 30
gendtipos de aveia obtiveram variagbes no percentual de hidrélise de 6,7 —
16,8%. Na Tabela 14 pode ser observado que 10 gendtipos analisados obtiveram
valores semelhantes aos obtidos por HOI et al. Genétipos com niveis de
resisténcia a formagdo de mancha semelhantes, tais como UFRGS 19 e
ER20877-2 apresentaram médio e muito alto percentual de hidrélise. Ja os
gendtipos UFRGS 19 e UFRGS 998013-3 obtiveram valores médios no
percentual de hidrolise mas apresentaram grandes diferengas quanto a
resisténcia a formacao de manchas nos gréos.

Deste modo, a avaliagdo da atividade de lipase nos grdos maduros dos

gendtipos selecionados nao permitiu que a mesma fosse utilizada como
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parametro para determinagdo de gendtipos com resisténcia a formagao de
mancha e infecgéo, ja que também nio apresentou correlagéo significativa com a

mancha (r= 0,37) e infecgéo (r= 0,059) (Figuras 21 e 22).

Tabela 14. Atividade da lipase (% hidrélise), em sementes de gendtipos de aveia
branca com resisténcia diferenciada & mancha no gréo.

Gendtipos Classas’ Atil\jiis:ggzda Graos T;)r)lchados
OR2 Muito alta 23,1 a 455 f
ER20877-2 Muito alta 22,4 a 30,8 h
UFRGS999004-2 Alta 16,0 b 78,8 ab
UPF95204-2 Alta 14,9 bc 42,0 fg
UFRGS16 Alta 14,3 bc 33,5 gh
UFRGS9912002-2 Alta 13,9 ¢ 66,8 cde
UFRGS999007-5 Média 11,0 d 48,0 f
UFRGS997005-2 Média 10,8 d 35,0 gh
UFRGS19 Média 10,8 d 13,8 i
UFRGS998013-3 Média 10,2 de 73,5 bc
UPF16 Média 8,4 ef 59,8 e
UFRGS999022-1 Baixa 6,7 fg 443 f
UFRGS995058-3 Baixa 59 gh 83,3 a
UFRGS15 Baixa 55 gh 64,8 de
UFRGS17 Baixa 4,4 h 72,5 bcd

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
'Niveis similares de atividade da lipase (% hidrélise).
*Média da atividade da lipase (% hidrélise).
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Atividade da lipase (%hidrdlise)
Incidéncia de P. chaetomioides (%)
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Figura 21. Atividade da lipase (% de hidrélise) em grdos maduros de aveia e
incidéncia de Pyrenophora chaetomioides nos graos sem manchas,
quando plaqueados em meio de cultura (BDA), de gendtipos de aveia
branca. Coeficiente de correlagéo (r= 0,059).

25 + + 100

Atividade da lipase (% hidrélise)
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Figura 22. Atividade da lipase (% de hidrélise) em graos maduros de gendtipos de
aveia branca e o percentual de grdos com manchas avaliados
visualmente. Coeficiente de correlagao (r= 0,375).



4. CONCLUSOES

- Os propagulos de Pyrenophora chaetomioides raramente entram em
contato com os carpelos, mas sim sucessivamente da gluma, lema ou palea para

infectar a semente.

- O periodo de suscetibilidade & formagdo da mancha compreende a fase
de gréo aquoso até o momento da colheita dos mesmos. Em decorréncia, a
permanéncia prolongada apés sua maturagéo fisiolégica pode comprometer a

qualidade dos mesmos com aumento da intensidade de manchas.

- A aplicagéo adicional de Tebuconazole para o controle da moléstia da
mancha-negra parece n&o ser viavel economicamente, uma vez que a aplicagao
de fungicida na floragdo em relagdo a testemunha reduziu apenas 21% da
incidéncia do fungo nas sementes. Além disso, ndo foi suficiente para reduzir a
formacdo de manchas e nem produzir aumento significativo no rendimento que

compensasse o aumento de custo do tratamento quimico

- Os gendtipos selecionados agruparam-se em diferentes niveis de

incidéncia com relagdo a mancha-negra. A resisténcia observada nos gendtipos
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quanto a mancha-negra apresentou-se variavel, com a presenga de gendtipos

mediamente resistentes num extremo e completamente suscetiveis no outro.

- A avaliag&o da atividade da lipase e peroxidase nos grdos maduros nio
permite que sejam utilizadas como parametros para selegdo de gendtipos com

resisténcia a formagdo de mancha e infecgio.
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