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RESUMO

O fungo Bipolaris sorokiniana causador da mancha foliar em cevada, tem causado
prejuizos aos produtores e as industrias cervejeiras. Para o controle destes agentes,
o tratamento mais utilizado pelos produtores é a utilizacdo de fungicidas, podendo
provocar riscos para 0 meio ambiente e para a saude do homem. Visando eliminar
estes inconvenientes, um dos métodos preconizados foi o do uso de indutores de
resisténcia. Os elicitores utilizados foram a goma xantana e alicina, identificadas
como sendo um indutores de resisténcia local e sistémica em plantas de cevada.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar perante a microscopia 6ptica a
influéncia exercida pelos elicitores (goma xantana e alicina) sobre o desenvolvimento
do patégeno bem como observar seus efeitos na interagao planta-patégeno. Para
isto, plantas de cevada de duas cultivares (Embrapa 128 e Embrapa BRS 195) foram
submetidas aos tratamentos com os indutores e apds o periodo de 4 e 7 dias, as
folhas foram retiradas, clarificadas, coradas e avaliadas perante a microscopia. Os
resultados indicaram que a ultraestrutura de folhas sadias permaneceram idénticas
nas duas cultivares, enquanto que nas folhas infectadas, ocorreu germinagao bipolar
do fungo, varios apressorios e pontos de penetracdo. As folhas submetidas aos
tratamentos com indutores, nas duas cultivares, apresentaram inducdo de
resisténcia demonstrada através da microscopia onde pode-se observar que os
conidios germinaram, formando apressorios e penetragédo. Isto veio indicar que os
elicitores goma xantana e alicina foram eficientes na inducdo de resisténcia
demonstrando na superficie foliar nenhuma acéo inibitéria no crescimento fungico,
mas sim que algum sinal dentro da planta foi formado impedindo o desenvolvimento
do fungo traduzindo-se assim em resisténcia.

Palavras chaves: citologia, indutores, indugéo de resisténcia, Bipolaris sorokiniana,

Cevada, mancha marrom.



ABSTRACT

Barley plants when are attacked by Bipolaris sorokiniana causes foliar spot blotch
and present great loss to the culter and beer industry. In order to control it treatement
with fungicides has been used, and can being possible risks to the environment and
to the human health. Aiming to eliminate these inconvenient situations, one of the
process has used of elicitors as method for alternative control. The elicitors used in
the work was xanthm gum and alicin and was identified as inducer of resistance in
barley plants locally and sistemically. Like this, theobjective of the present work was
to evaluate before the optical microscopic the inflence exercised by the elicitors
(xantham gum and alicin) on the development of the patogen as well as to observe
the interaction plant-pahogen. For this, barley plants variety Embrapa 128 na
Embrapa BRS 195, were submitted to treatemnts with inducers and after four and
seven days, the leafs were excised, clarified and evaluatein microscopy. The results
indicated that structure of healthy leaves were the same in the two varieties and in
infewcted leaves], was observed the conidia with bipolar germination and various
appressoria na d penetration points. The leaves when treated with inducers, intwo
varieties, demonstrated induction of protection and throught microscopy was
observed that conidia was germanted with appressoria and penetration points. This
came to demonstrated that ekicitors xantham gum and alicin have not inhibtory effect
in foliar surface but, have a signal formed in the plant that have prevent and stop the
development of fungi and so the plant can be defense form fungi.

Keywords: cytology, inducers, induction of resistance, Bipolaris sorokiniana, Barley,

brown spot.
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1 INTRODUCAO

A cultura de cevada tem sido atacada por diferentes patdgenos fungicos
tais como Bipolaris sorokiniana, Blumeria graminis hordei, Puccinia hordei, entre
outros, causando prejuizos econdmicos aos produtores bem como a industria
cervejeira, que podem chegar a 100% da produgao. Os fungicidas utilizados para o
controle dessas doencgas, sdo prejudiciais a saude dos seres humanos e ao meio
ambiente. Visando diminuir o uso de fungicidas, tem sido estudado o uso de
indutores de resisténcia no controle de doencas de plantas.

A inducédo de resisténcia pode ser definida como habilidade da planta em
prevenir ou restringir o desenvolvimento e a consequente multiplicagédo do patégeno
mediante o uso de elicitores, podendo o efeito ser local ou sistémico. O mecanismo
de defesa da planta deve se iniciar desde o reconhecimento do fungo pelo
hospedeiro tanto quanto na penetragdo do fungo na planta podendo ser este
controlado por diferentes fatores. Dentre os fatores estdo incluidas as barreiras
quimicas e fisicas que podem afetar a germinacdo do esporo tanto quanto na
formacado de apressério, 0 que pode ser constatado através de observagdes em
microscopia Optica. No caso de elicitores, se estes nao tiverem efeito sobre o fungo,
devem estar penetrado na parede celular da folha, liberando algum sinal nas células
para desencadear formagdao de compostos bioquimicos impedindo assim o
desenvolvimento do mesmo.

A inducdo de resisténcia em plantas foi observada em casa-de-
vegetacdo, tem-se como exemplo diferentes indutores como a goma xantana e a
alicina atuando na interagéo trigo-Bipolaris sorokiniana, trigo-Drechslera teres e, em

plantas de café, o indutor goma xantana contra Hemileia vastatrix .
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2 OBJETIVOS

No presente trabalho procurou-se avaliar perante a microscopia optica a
influéncia exercida pelos elicitores (goma xantana e alicina) sobre o desenvolvimento

do patégeno bem como observar o que ocorre na interagédo planta-patégeno.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Histoéria da cevada e sua importancia econémica

Provinda do Oriente Médio, a cevada foi cultivada na regido chamada “Fertile
Crescent” que abrangia a regidao da Jordania, Turquia, Iraque, Ira, Israel e Siria. O
nome cientifico da cevada é Hordeum vulgare L., onde a forma cultivada teve origem
na espécie selvagem Hordeum spontaneum pertencente agora a espécie Hordeum
vulgare sp. vulgare, sendo uma monocotiledbnea pertencente a familia das
gramineas (RAVEN et al., 1996) .

Por sua adaptabilidade ecoldgica, suas sementes foram levadas a Etiopia,
Grécia e China, dai atingindo grande parte do mundo (MINELLA, 2001).

A cevada possui grande rusticidade, existindo desde o inicio do século XX
cultivos nos limites do Circulo Polar Artico, nos Altiplanos do Tibet a 4.600m de
altitude, em climas aridos como o do deserto do Saara ou nas planicies da india,
coisa impossivel a outros cereais (TONON, 1992).

O inicio do cultivo da cevada, no Brasil, ocorreu na época colonial, porém o
processo de selegdo iniciou-se em 1920 por intermédio de imigrantes europeus
como os tcheco-eslovacos. Com a implantacdo do Plano Nacional de Auto-
Suficiéncia em Cevada e Malte no Brasil, em 1976, a area de cultivo se expandiu,
sendo a cevada incluida na politica de precos minimos ao crédito e financiamento a
agricultores (MOURA, 1987).

O cultivo da cevada concentra-se nos estados do Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, e cultiva-se principalmente para fins cervejeiros (TONON, 1992).
Nestes estados as caracteristicas ecolégicas sdo semelhantes pois segundo
Almeida et al. (2003) constatou-se a presenga de latossolos vermelhos nestes
estados. As plantas de cevada desenvolvidas no latossolo vermelho, quando
enriquecidos com matéria organica, apresentam o aspecto sadio e com verde
intenso da clorofila, podendo ser causado pela presenga do macronutriente fésforo,
que possui o papel essencial por ser um componente de compostos fosfatados na
célula, como por exemplo na formagcdo do ATP que fornece energia para seu
funcionamento. Almeida et al. (2003) ainda em seu estudo sobre latossolos

vermelhos demonstraram que quanto menor a quantidade de matéria organica neste



16

tipo de solo, o fésforo se mostrou mais adsorvido aos 6xidos de ferro que o compde,
evidenciando a importancia da matéria organica para a biodisponibilidade da planta.
As outras utilidades do grao de cevada sado o malte, como rag&o para alimentagéo
de animais e ainda matéria-prima para flocos e farinha na alimentacdo humana
(MOURA, 1987; TONON, 1992).

No Brasil, no ano de 2003, a producdo de cevada abrangeu uma area
cultivada de 136 mil hectares, que em 2004 passou para 147 mil hectares, sendo
esse aumento de area atribuido pelo pesquisador Euclydes Minella, da Embrapa
Trigo, ao vinculo do prego da cevada ao trigo. Em 2004, no estado de Goias, deu-se
inicio ao sistema de plantacéao irrigada, onde a safra ficou em torno de 4.700 quilos
por hectare das cultivares BRS 180 e Embrapa BRS 195. Tanto no sequeiro como
no irrigado, a preferéncia dos produtores foi pela cultivar Embrapa BRS 195 dada as
caracteristicas superiores de ampla adaptacao, resisténcia ao acamamento, e sua
alta produtividade. A Embrapa BRS 195 correspondeu por 60% da area plantada no
Brasil. No Parana (57 mil hectares), Rio Grande do Sul (88 mil hectares) foram
plantadas lavouras de sequeiro, onde as mais plantadas foram as -cultivares
Embrapa BRS 195, Embrapa 127, 128, MN 698 e BRS 225 (MINELLA, 2004,
MESQUITA, 2005).

3.1.1 Planta de cevada

A planta de cevada ou trigo crescendo no campo, desde o seu aparecimento
no solo (germinacéo) até sua maturagdo quando seus gréos estado prontos para a
colheita (Figura 1), apresenta diversas fases, o que é muito importante para saber a
época certa, quando deve ser feita a aplicagao dos fertilizantes em cobertura, dos

defensivos e da irrigacao da planta (LARGE, 1954)

" @)~

ESPIGA

=

{1) - Sementa

(&) -Roizes seminais
(3)- Coréa
(#) - Raizes dafinitivas
(5)-Feolhas

&) -Nd

(@) - Entrend

(8) - Folha bandsira
(@) -Espiga

Figura 1. Morfologia da planta de cevada (LARGE, 1954)
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O desenvolvimento do cereal foi esquematizado na escala de Feekes, sendo
entdo modificada por Large (LARGE, 1954), subdividindo-a em estagios a fim de
facilitar o estudo e aplicagédo (FIGURA 2).

Quando a semente de cevada é embebida, ela emite uma raiz seminal e
subsequentemente raizes laterais secundarias. O desenvolvimento do coledptilo da-
se rompendo o solo acima da semente, emergindo de seu interior a primeira folha.
Depois de duas a trés semanas da emergéncia vao aparecer no primeiro ndé acima
da superficie do solo ramificagdes chamadas perfilhos, na fase do perfilhamento
somente vemos na planta folhas e bainhas. Pseudocolmos s&do as bainhas que se
assemelham aos colmos, pois os colmos verdadeiros estdo ainda incipientes dentro
das bainhas. Com o término do perfilhamento inicia-se ativo desenvolvimento com a
elongagdo dos sentérios e das bainhas que os cobrem, dando inicio ao

desenvolvimento da coluna, marcando assim o aparecimento do primeiro na base do

vegetal.
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Estadios Descricdo de cada estadio
1°ao 5° Perfilhamento — germinacgdo, nascimento das folhas.
6° ao 10° Elongacéo — crescimento da planta e de suas folhas.
10.1° e 10.5° Espigamento — surgimento das espigas.
11° Maturacdo — onde a planta atinge sua maturagao.

Figura 2: Escala Feekes-Large com a legenda indicando os estadios (LARGE,
1954).
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Desenvolve-se o primoérdio floral antes localizado na porgao inferior da planta.
No inicio da fase de crescimento da coluna ocorre a formacéo da espiga e esta se
desloca para a parte interior do mesmo. Neste momento, externamente surge a
ultima folha bandeira, desenvolve-se mais a espiga, distendendo-se e
caracterizando o estadio chamado de emborrachamento. O espigamento é
caracterizado pela emergéncia da espiga através da abertura da bainha, surge a
espiga do perfilho principal, seguida das espigas dos demais perfilhos na ordem
respectiva do aparecimento dos mesmos (LARGE, 1954, SILVA & MINELLA, 1996).
Segundo Minella et al. (1996) a etapa mais problematica do desenvolvimento da

cevada e doengas, no campo, refere-se ao estadio 5 em diante.

3.1.2 Melhoramento da planta de cevada

A Embrapa possui um programa de énfase a resisténcia da cevada para
controle de doencas, acamamento, maturacdo, emergéncia entre outras (ARIAS,
1995). Para os anos de 2005 e 2006 varias sao as cultivares aprovadas para o
plantio, dependendo do local e regido. Dentre elas temos Embrapa BRS 195,
Embrapa 128, Embrapa 127 etc.

Segundo a Embrapa-trigo (Indicagdes para plantio 2005-2006 fornecidas aos
agricultores) a cultivar de cevada BRS 195 tem sido a melhor semente para a
maltearia e a mais plantada na regiao sul do Brasil. As caracteristicas desta cultivar
sdo: ciclo de emergéncia de 92 dias, ciclo total para atingir a maturagédo de 135 dias,
altura da planta atingida 65cm, sendo por este porte resistente ao acamamento
quando se apresenta vento no campo. No caso de reacido a doencas, a planta de
cevada é suscetivel a oidio, ferrugem da folha, giberela sendo moderadamente
resistente a mancha reticular, mas altamente suscetivel a mancha marron causada
por Bipolaris sorokiniana.

Para a cultivar Embrapa 128, as caracteristicas desta cultivar sdo ciclo de
emergéncia de 87 dias, ciclo total para atingir a maturagédo de 133 dias, altura da
planta atingida 90cm, sendo por este porte, alta e moderadamente resistente ao
acamamento quando apresentar vento no campo. No caso de reacdo a doencgas €
suscetivel a oidio, moderadamente resistente a ferrugem da folha e giberela sendo

suscetivel a mancha reticular e a mancha marron causada por Bipolaris sorokiniana.
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Esta cultivar € aceita pelas qualidades de maltearia entretanto mais suscetivel as

doencgas mais problematicas no campo.

3.2 Patogeno Bipolaris sorokiniana

O patdgeno da cevada Bipolaris sorokiniana foi descrito por (HUGHES, 1953),
de acordo com a germinagdo dos conidios denominado de Helminthosporium
sativum. Segundo Shoemaker (SHOEMAKER, 1959), foi proposta a separagao dos
fungos graminicolas, de acordo com a germinagdo dos conidios, que sao de trés
tipos: Bipolaris, Helminthosporium e Drechslera. Ja, em 1988, Muchovej et al (1988)
propuseram o nome de Bipolaris sorokiniana ao patégeno da mancha foliar em
cevada e confirmada por Alcorn (1988) onde o conidio observado ao microscopio
apresenta as caracteristicas: conidios curtos, elipsoidais e fusiformes escuros, com
arredondamentos na apice medindo cerca de 75 um de comprimento, conidiéforos
usualmente sem ramificagdes e septos sem listras pretas.

Assim, o Bipolaris sorokiniana tem sido identificado como o agente casual da
helmintosporiose da cevada sobrevivendo em sementes e restos de cultura de seu
hospedeiro. Segundo Forcelini (1991), o fungo apresenta de 60% a 90% de
transmissdo, conseguindo sobreviver na semente de uma safra a outra, em diversas
plantas que constituem-se em focos primarios de doengas (REIS et al., 1988;
OLIVEIRA & BAIER, 1993; SANTOS et al., 1996).

3.3 Patogenicidade de Bipolaris sorokiniana em cevada

O fungo Bipolaris sorokiniana tem sido o principal patégeno encontrado nas
sementes de cevada e trigo sendo associado a podriddo comum nas raizes e nas
manchas foliares. Nas folhas, o fungo causa manchas foliares sendo descrita como
mancha negra, marrom ou cinza causada por Bipolaris sorokiniana, onde sua fase
sexuada é conhecida como Cochliobolus sativus (fase perfeita)(REIS et al, 1988).

Nas sementes de cevada, outros fungos podem também ser responsaveis
pela podriddo das raizes como Drecheslera teres (Sacc) Shoem, Fusarium

graminearum Schwabe, Bipolaris sorokiniana (Sacc) Shoem (REIS, 1987).
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As condig¢des climaticas de nosso pais propiciam o desenvolvimento destes
tipos de doencas ( LUZ, 1982, MATHRE, 1985) causadas por fungos na cultura da
cevada (VIEIRA, 1985) que leva a queda de produgao e interfere na qualidade do
malte produzido.

Nos anos de 1999/2000 foi feito um levantamento de revisdo da atuagao dos
fungicidas no controle das doencas das partes aéreas da cevada cervejeira do
Brasil. Segundo a conclusao de Picininni & Fernandes (2001) no ano de 1999 as
condicbes climaticas ocorridas nas colheitas de inverno nao favoreciam o
aparecimento do fungo Bipolaris sorokiniana, ndo ocorrendo 0 mesmo no ano
posterior, onde manchas foliares oriundas da atuacao deste fungo, aliada ao oidio,
foram doengas dominantes. As conclusdes mostraram que fungicidas para controle
do Bipolaris sorokiniana foram ineficazes.

Segundo Carmo et al. (2003) no trabalho com diferentes cultivares de cevada
reagiram de maneira diferente a patogenicidade de diversos isolados de Bipolaris
sorokiniana, demonstrando assim a presenga de varios isolados do fungo
apresentando diversas reagdes de patogenicidade sendo a maioria com reacao de
suscetibilidade.

Bach et al. (2003) relataram que isolados do mesmo fungo em trigo causaram
manchas foliares em diferentes cultivares de cevada, tendo a capacidade de causar
doengas em cevada e trigo sendo assim, os fungos demonstram uma especializagéo
intra e interespecifica na patogenicidade de diferentes plantas e cultivares.

Turquetti et al. (2001) demonstraram que todas as cultivares brasileiras foram
sensiveis ao fungo Bipolaris sorokiniana sendo assim, muito dificil encontrar

variedade resistente a mancha foliar.

3.4 Ciclo das relagdes patdgeno-hospedeiro

O desenvolvimento de doengas infecciosas € caracterizado pela ocorréncia
de uma série de eventos que ocorrem em etapas sucessivas e ordenadas. Estes
eventos incluem sobrevivéncia, disseminacgao, infeccdo, colonizacdo e reproducao
do patégeno. Todos os processos levam a um ciclo primario de infecgao e depois
ciclo secundario (FIGURA 3) (AMORIN, 1995 a, b).
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Figura 3 : Desenho demonstrando ciclo primario e secundario

No caso do fungo Bipolaris sorokiniana a sobrevivéncia ocorre em restos de
cultura, enquanto a disseminagao pode ocorrer pelos ventos, pela agua, pelo
homem e por insetos (AMORIN, 1995 c,d).

Para que ocorra a infecgdo se faz necessario primeiramente a adesao do
conidio a superficie da planta hospedeira. Somente depois desta fase ira ocorrer a
diferenciagao do tubo germinativo em apressoério e penetragao na folha (LEITE et al.,
1997). A adesao é considerada pré-requisito esséncial durante a patogénese de
fungos (MERCURE et al., 1994a,b, 1995). As etapas de atracdo e contato entre
patdbgeno e o hospedeiro fazem parte das fases de reconhecimento da interagao
(LEITE et al., 1997). Durante a pré-penetragao, ocorre a adesao através da liberagcao

de materiais adesivos produzidos pelo patégeno.

conidio

Figura 4 Conidio germinado penetrando diretamente na folha e estruturas
associadas, fenbmeno este ocorrendo apos a fase de adesdo, germinagao e
penetracao do tecido da planta (BERGAMIN FILHO et al , 1995)
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Considerando-se 0s sub-processos de pré-penetracdo e penetragao, torna-se
evidente que a penetracado e infeccdo somente serdo atingidas se houver adeséao
adequada para assim estabelecer as relagbes parasitarias estaveis entre fungo e
planta (AMORIM, 1995c). Dessa maneira, a penetragado e infecgdo somente serao
atingidas se houver adeséo adequada (FIGURA 4).

No caso de conidios de Colletotrichum graminicola, agente causal da
antracnose do sorgo e milho, a adesdo dos conidios foi importante para a
germinacgao na folha (MERCURE et al., 1994a,b, 1995). Nicholson & Moraes (1980),
demonstraram que os conidios eram envoltos em uma substancia mucilaginosa
soluvel em agua, e, mais tarde foi determinado que era constituida de glicoproteinas
ricas em prolina, enzimas e de compostos de baixo peso molecular, que inibem sua
germinacéo (NICHOLSON et al, 1986; PASCHOLATI et al., 1993). Entretanto foi
observado que a mucilagem produzida pelo conidio, soluvel em agua, néo era a
responsavel pela adesdo final, pois o material adesivo ficava preso na folha
estabelecendo uma ligacdo bastante intima e forte com o hospedeiro, facilitando a
penetracdo. Apesar disso, a caracterizagdo de alguns materiais adesivos e o
detalhamento completo dos mecanismos de adeséo dos propagulos fungicos ainda
nao foram esclarecidos (SUGUI, 1998; SUGUI et al, 1998).

Apos a formagédo do tubo germinativo e o uso de diferentes solventes na
extracdo da substancia adesiva, foi observado que os compostos responsaveis pela
adesao eram glicoproteinas e, a manose, era o carboidrato predominante. Em
seguida, uma quantidade muito pequena de material (aproximadamente 5 mg) foi
submetida a microanalise por raio X, para que se pudesse tracar o perfil de ions
associados ao material adesivo e também das caracteristicas morfolégicas do
material isolado. Ao final das andlises ficou demonstrado que: a) o material
apresentava componentes amorfos, fibrilares e particulados; b) a presencga de calcio,
sodio, cloro, fosforo e enxofre antes da dialise do material e c) apos dialise, somente
0s picos de calcio e enxofre permaneceram inalterados. Estes resultados acabaram
indicando que o material adesivo de C. graminicola apresentou calcio e enxofre em
sua constituicdo (LEITE et al., 2000).

Assim, o fungo deve primeiramente aderir a superficie do hospedeiro através
do apressorio, e langar uma pequena hifa para o interior denominada de peg de
penetragcdo. No caso de penetragcao existem as formas direta ou indireta, onde o

patogeno deve vencer as barreiras naturais do hospedeiro: cuticula epiderme
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(aérea) e periderme (raizes e ramos) através de aberturas naturais (direta) ou

producao de enzimas (indireta).

A folha de cevada apresenta na estrutura foliar, cuticula com
estOmatos, epiderme superior, parénquima palicadico, lacunoso, xilema e floema
mais no interior terminando com epiderme inferior (ESAU, 1976), a cuticula, parte
mais externa é composta por substancias cerosas; a parede celular tem em sua
constituicdo trés grupos: polissacarideos (celulose; hemicelulose), pectina e
proteinas. A celulose representa o maior constituinte da parede celular sendo
formada por um polimero linear de agucares D-glicose ligados por ligagcbes B 1,4,
que se ordenam em estruturas fibrosas, tendo por fungao criar uma parede celular
rigida. A hemicelulose é o segundo polimero de maior importéncia da parede celular,
sendo muito heterogéneo. Na parede celular de cereais e madeira € encontrada a
xilana, constituida de D-xiloses ligadas por ligagdes B 1,4. Ja as pectinas séo
formadas por complexos heteropolissacarideos do acido galacturénico, com ligacao
a 1,4. As proteinas por sua vez sdo representadas pelas cutinas, ricas em
aminoacidos, aparecendo na cuticula, parede celular e lamela média (DE VRIES &
VISSER, 2001; RAVEN et al, 1996).

As folhas das monocotiledéneas se organizam em nervuras paralelas sendo
este o caso das gramineas como a cevada. Estas por sua vez se compde de células,
que sao constituidas por parede celular e protoplasto. Os cloroplastos sao ricos em
clorofila onde se processa a fotossintese. As paredes celulares se compde de
celulose, hemicelulose, pectinas e possuem consideravel importancia por conferir
forma e por se unir com outra parede de uma célula adjacente através da lamela
mediana permitindo a constituicdo do tecido vegetal. No entanto as paredes
celulares nédo se apresentam de forma continua, permitindo comunicacdo entre os
protoplastos através de pontuacgdes, por onde passam os plasmodesmos, os quais,
sao filamentos citoplasmaticos normalmente visualizados por microscopia éptica e
eletrénica que servem para o transporte de certas substancias entre as células e
interigam os protoplastos de células contiguas acabando por formar um conjunto
continuo por todo o corpo do vegetal denominado simplasto (RAVEN et al., 1996).
Este simplasto para desempenhar suas fungdes fisiologicas deve promover trocas
com o0 meio ambiente, como por exemplo as trocas gasosas (02 e CO2). Para que
isto ocorra, as folhas que sdo os 6rgéos aéreos da planta possuem estruturas

especiais denominadas estdmatos. Estes permitem as trocas gasosas com maior
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eficiéncia com o ar atmosférico, ocorrendo grande melhora no processo
fotossintético. Estas estruturas possuem também o importante papel de controle da
taxa de evaporacao da folha, o que pode ser decisivo na sobrevivéncia da planta em
ambientes de umidade variavel. (RAVEN et al, 1996; FERRI, 1979)

O fungo libera enzimas como as cutinases, celulases, hemicelulases,
pectinases e proteinases que irdo possibilitar a dissolugdo da parede celular para a
completa infecgdo. Apds a penetracéo, a colonizacédo do tecido hospedeiro pode ser
facilitada pela producao de fitotoxinas, alterando a fisiologia da planta em favor do
patdgeno.

Segundo Agrios (1997), o conidio de Bipolaris penetra na folha através de
estdbmatos ou diretamente na folha, se desenvolvendo e ocorrendo a patogénese.

Como o fungo Bipolaris € um organismo necrotrofico, isto é, capaz de matar
as células da folha para garantir a sua sobrevivéncia, produz toxinas na penetracao
podendo induzir muitos dos sintomas comumente observados nas doengas como
clorose, necrose (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996). No caso do trigo foi
possivel observar na interagcdo com fungos B. bicolor, B. sorokiniana e D. tritici
repentis, a produ¢ao de metabdlitos por esses fungos, quando em meio de cultura,
podendo estes metabdlitos induzir a necrose em folha parecida a de uma lesao
causada pelos patogenos. Desses metabdlitos (toxinas) foram identificadas
proteinas de baixa massa molecular responsaveis pela producédo da lesdo podendo
estar também presente em cevada (BACH & KIMATI, 1999).

Peltonen et al, (1997) observaram que no caso da presenca de fendis, os
componentes da parede celular do fungo tinham a habilidade de desencadear a
producdo destas substancias na parede celular da planta, quando Bipolaris
sorokiniana foi inoculada em células de cultura de cevada.

Quando houver a interagao compativel fungo-planta, o fungo ira aderir a folha
da cevada onde ocorrera a reconhecimento, a penetracdo e o prosseguimento da
infeccdo dando prejuizos na colheita.

No uso de indutores, a etapa de reconhecimento envolve a ligacdo de um
elicitor a um receptor presente na célula vegetal. O receptor, quase sempre de
origem protéica pode estar localizado no interior da célula ou na membrana
citoplasmatica na maioria dos fungos ou nematoides. Os receptores, segundo
Hutcheson (1998) estédo localizados na membrana plasmatica. Nao se tem ainda

muitos dados sobre o0 modo como se ligam elicitor e receptor, porém se houver
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semelhanga no reconhecimento com mamiferos pode ser multivalente a referida
ligacdo. Assim, pode um elicitor se ligar a mais de um receptor ou a mais de um sitio
de um mesmo receptor (BERTOZZI & KIESSLING, 2001). Apds algum tempo do
reconhecimento, a planta passa a apresentar reacdes de defesa.

Para ocorrer estas respostas ha necessidade de geragao dos sinais primarios
agindo em cascata e de sinais translocaveis que causariam a ativagcao de genes
relacionados a defesa local como do sistema. Nao se conhece ainda a natureza do
sinalizador primario, sendo pouco provavel que ele seja uma molécula organica,
necessario para sua sintese ou liberacdo um outro sinal. Pode ser que o sinalizador
primario seja um sinal elétrico que agiria, por exemplo, liberando a molécula
sinalizadora compartimentalizada. Embora este sinal ndo seja compreendido
completamente, ndo seguindo ao que parece as etapas envolvidas em uma linha
reta terminando na ativagao dos genes de defesa. (KUC, 1995)

Moraes (1998) afirmou que os fungos inoculados em plantas tratadas com
elicitores de resisténcia apresentaram germinagdo normal de esporos com a
emissdo do tubo germinativo, formacédo de hifa de penetracdo e apressério, nédo
ocorrendo porém a penetragao normal. Varias hifas de penetragao sédo aprisionadas
por papilas ou tem o desenvolvimento retardado por oposicdes de parede, sendo
que, nos dois casos, ha a impregnagdo por compostos fendlicos, dai serem
observadas restrigdes dos crescimentos de patdégenos tendo em consequéncia uma
diminuicdo da extensao e severidade nos sintomas de doencgas nas plantas tratadas
com antecedéncia, em comparagao a plantas nao induzidas e infectadas pelos
mesmos fitopatégenos.

O mecanismo planta-patégeno-elicitor, em muitas interagdes, necessita ser
ainda esclarecida. Entretanto, Tomyama et al., (1976) afirmaram que o mecanismo
para interagdo pode assumir duas configuragbes sendo uma levando a restrigao
ativa do patdégeno e a correspondente reagdo de indugdo de resisténcia (por
producdo de sinais) e, a outra, levando a uma acomodagéo do patégeno, podendo
formar toxinas, e causando dano no hospedeiro, sem a reacdo imediata de
metabdlitos bioquimicos da planta para impedir a progressao do desenvolvimento do
patodgeno.

A producéo de sinais (genes) como forma de defesa, resulta na indugéo deste
sistema como uma nova resisténcia que foi adquirida frente a um patégeno que

pode ser definida como sistema de resisténcia adquirido (SAR) ou a indugao
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sistémica de resisténcia (IRS) que envolve a producéo de acido salicilico, etileno e
acido jasmoénico sendo efetiva, dependendo das condigbes naturais do mecanismo
biolégico de defesa das plantas contra as doengas (GOZZO, 2003; KOTHARI &
PATEL, 2004).

3.5 Inducao de resisténcia

Ray (1901) relatou pela primeira vez o termo “vacinagdo em plantas”
utiizando formas atenuadas de ferrugem e, Bernard (1909) que trabalhou com
bulbos tornando-as resistentes a Rhizoctonia repens, quando suas raizes foram
previamente inoculadas com um isolado fraco do mesmo fungo. Posteriormente,
ficou demonstrado que a resisténcia induzida nos bulbos de orquidea era resultante
do acumulo de certos compostos como o orquidol e o hircinol.

Smith (1911) verificou que margaridas Paris, quando inoculadas com
Agrobacterium tumefaciens, apresentavam tumores em seus tecidos e tornavam-se
resistentes a uma posterior reinoculagdo com o patdégeno. Estes dados ndo foram
confirmados na época, porém, Brown (1923), utilizando uma suspensdo das
mesmas bactérias mortas, conseguiu proteger as plantas contra infecgbes
posteriores.

Foi levantada a hipotese em 1933 por Chester, de que as plantas podem
possuir sistema imunolégico analogo ao dos mamiferos, existindo na folha infectada
a producao de um sinal liberado e translocado para outras partes da planta de onde
induziria a reagao imunologica.

Ross (1961) denominou primeiramente esta forma de indugdo como
resisténcia adquirida sistémica (SAR), quando viu as folhas superiores de fumo
apresentarem lesdes necréticas apods serem inoculados com o virus do mosaico do
fumo (TMV) em suas folhas inferiores, demonstrando assim que o fendmeno descrito
como indugdo de resisténcia sistémica era diverso da resisténcia induzida apos
inoculagdo com o patdgeno foliar.

Muitos estudos mostram que a resisténcia pode ser induzida por meio de
diferentes métodos como: pré-inoculagdo das plantas com ragas avirulentas dos
patégenos (DEVERAL et al., 1968; ELLISTON et al., 1971, 1976, a, b, ¢, 1977; KUC

et al., 1975); inoculagdo com nao-patdégenos (DOLAN et al., 1986), inoculagdo com
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patdgenos termoinativados ou sonicado com ultra-som (HEALE & SHARMAN, 1977);
pré-tratamento das plantas com metabdlitos ou filtrados de fungos ou bactérias
fitopatogénicos ou substancias (BACH, 1997; EBRAHIM-NESBAT & SCHONBECK,
1985; GOTTSTEIN & KUC, 1989; GUZZO et al., 1993; MORAES, 1991; KESSMANN
et al.,, 1994); e com agentes abidticos como luz ultravioleta, enxertos, ferimentos
(KUC, 1982) entre outros.

Dai surgiram dois termos: resisténcia induzida local e, resisténcia sistémica.
Do ponto de vista pratico a mais importante € a resisténcia sistémica induzida
porque ha a reagao da planta em seu todo e nao so6 o tecido que se submeteu ao
tratamento. Sistemicamente ou localmente, a resisténcia induzida apresenta-se
dependente do tempo entre a aplicagado do indutor e a inoculagdo do patégeno que
depende da temperatura e da concentragao do indutor versus patégeno (KUC, 1987;
SEQUEIRA, 1979; 1983) é transmitida por cultura de tecido ou enxertia.

Em relagdo ao tempo, Pascholati et al. (1986) observaram o fenébmeno de
resisténcia em plantas de meldao quando eram tratadas com o indutor 24 horas
antes da inoculagdo com o patégeno Mycosphaerella melonis. Kutsner et al. (1993)
observaram que utilizando o virus da necrose do fumo (TNV) como indutor, eram
necessarios 4 dias para que folhas de feijao apresentassem protecdo contra
Uromyces phaseoli. Bach (1997) trabalhando com trigo- indutor goma xantana e
Bipolaris sorokiniana conseguiram a indugdo no intervalo de tempo de 48 e 72
horas entre o indutor e o patdégeno. Rodrigues et al. (2002) constatou o mesmo
tempo para indugao de resisténcia em plantas de cevada tratadas com alicina contra
Bipolaris sorokiniana. Castro & Bach (2004) demonstraram os diferentes intervalos
de tempo 24, 48, 72hs de inducdo de resisténcia em plantas de cevada tratadas com
goma xantana contra Bipolaris sorokiniana.

A resisténcia induzida nas plantas nao revela especificidade, porém efetivou-
se contra varios tipos de patégenos em interagdes diferentes como: trigo-Drechslera
teres e Bipolaris sorokiniana (BACH, 1997); cevada- Bipolaris sorokiniana (CASTRO
et al., 2001; RODRIGUES, 2002); arroz—Pyricularia oryzae e Bipolaris sorokiniana
(MANANDHAR et al, 1999); pimentdao — Phytophthora capsici (HWANG et al, 1997);
e café — Hemileia vastatrix (GUZZO et al., 1993).

Como mecanismo de ac¢do dos indutores foi citado o SAR (Indugao sistémica
adquirida) sendo caracterizado como indugédo contra doencas de grande espectro

sendo ativada sistémicamente seguido de inoculagdes com patdégenos necrotroficos
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sendo virus, bactéria ou fungo (KUC, 1982; KESSMANN et al., 1994). Os primeiros
estudos demonstrando a presenga de acido salicilico (SA) ocorreram quando do
tratamento de plantas de fumo com salicilatos que induzia PR proteinas (proteinas
ligadas a resisténcia) promovendo resisténcia nas plantas contra diferentes
patdgenos incluindo TMV (WHITE, 1979). Gorlach et al (1996) trabalhando com
substancias quimicas sintéticas, do tipo benzotiadiazol descobriram que esta
promoveu um sistema de resisténcia analogo ao SA atuando em plantas mono e
dicotiledéneas contra um grande numero de patégenos.

Entretanto, em 1998, Van Loon et al, definiram indugdo sistémica de
resisténcia (ISR) como o estado onde a planta aumenta a capacidade defensiva por
um estimulo apropriado através da ativacéo latente induzida por diversos agentes,
incluindo rizobactéria. O sistema biolodgico do ISR é distinto do SAR porque: ISR nao
€ dependente do acumulo de SA em plantas mas requere o funcionamento do acido
jasmonico (JA) e etileno como respostas da ativagdo (STICHER et al, 1997). JA
apresenta a habilidade de estimular a expressao de proteinas envolvidas na defesa
das plantas (como polifenoloxidases, peroxidases e inibidores de proteases)
associadas com aumento da resisténcia natural das plantas quando presentes no
campo. Nao existe marcador bioquimica estabelecido para este sistema biolégico
(D’'ELANO-FRIER et al, 2004).

Dentro dos mecanismos de acdo do SAR nos hospedeiros observou-se varias
alteracbes bioquimicas como aumento de proteinas, agucares, a diminuicdo de
fendis, atividades enzimaticas aumentada sendo todas responsaveis pela indugao
de resisténcia (KARN & KRUYPINSKI, 1983; REUVENI & BOTHMA, 1985;
SRIVASTAVA, 1987; BACH 1989; 2003. Dentre as enzimas associadas a
resisténcia temos as PR proteinas, representadas principalmente por beta-glucanase
(BACH et al, 1999, 2003; BARTNICKI-GARCIA,1968; BENHAMOU et al., 1994;
BOLLER, 1985; BUZI et al, 2004; DANN et al., 1996; GUZZO & MARTINS, 1996;
PAN et al., 1991; SCHORODER et al., 1992).

Ja existem indutores comercializados no mercado mundial como: o Bion®, o

Messenger®, o OxycomiM ( KIM et al., 2001) e o Elexa®. H& um produto para a
protecdo do arroz chamado Oryzemate® (probenzole), que & usado contra o
bruzone, na protecdo do arroz (KOGANEZAWA et al., 1998; MOLINA et al., 1998;
HAMMERSCHIMIDT, 1999; OOSTENDORP et al, 2001; METRAUX, 2001;
HOFGAARD et al., 2004).
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3.5.1 Indutor Goma xantana

A goma xantana é extraida da capsula de Xanthomonas campestris pv.
campestris e consiste em um polissacarideo de alto peso molecular produzindo
viscosidade, sendo utilizada como espessante em preparagdes alimenticias. A
estrutura conhecida como molécula de goma xantana apresenta (-1, 4-glicose,
idéntica a molécula de celulose. Existe também um trissacarideo ligado contendo
acido glucurdnico unido a duas manoses e outra glicose ligada a posigdo do carbono

3 (Figura 5). A firma Danisco produz a goma xantana comercial (Food grade).
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Figura 5 : Estrutura molecular da goma xantana
Castro (2003) e Castro & Bach (2004) trabalhando com goma xantana como
indutor em plantas de cevada, demonstrou indugcdo de resisténcia na cultivar
Embrapa 128 variando de 94, 97 a 99% nos diferentes intervalos de tempo (24h, 48h
e 72h). Ja, no meio de cultura com goma xantana, o fungo desenvolveu e esporulou
tanto quanto no meio de controle. Diante dos resultados tem-se que a goma

xantana apresentou-se somente como indutor de resisténcia.

3.5.2 Indutor Alicina

O alho (Allium sativum) € uma das plantas comestiveis que tem gerado
grande interesse, devido a suas propriedades medicinais (ANKRI & MIRELMAN,

1999). Durante mais de 100 anos os quimicos tinham apenas o conhecimento que o
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principal componente do 6leo de alho, obtido via destilagdo, era o dialil-dissulfeto
(MASSABNI et al., 1998). Somente na década de 40 é que ocorreu a identificagao
do componente responsavel pelas propriedades antibacterianas, que Cavallito &
Bailey (1944) denominaram de alicina, que é um composto formado naturalmente
pela agao da enzima alinase sobre a aliina (STOLL & SEEBECK, 1948).

Varios autores descreveram o efeito inibitério dos produtos do alho contra
patdgenos quando usado extrato aquoso como antibacteriano e antifungico. Como
antibacteriano, exercendo efeito sobre bactérias como Helicobacter pylori (CELLINI
et al.,, 1996 e JONKERS, et al., 1999) Escherichia coli, Streptococcus pyogenes,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Klebsiella
pneumoniae e Enterococcus faecium (ANKRI & MIRELMAN,1999), entre outras.
Como antifungicos, exercendo efeito sobre fungos como Aspergillus parasiticus
(LAWSON, 1996); Trychophyton, Epidermorphyton e Mycrosporum, inibindo a
germinacgao de esporos e o crescimento micelial (YAMADA & AZUMA, 1997).

Como indutor de resisténcia Rodrigues et al. (2002) descreveram a
capacidade da alicina presente em extrato aquoso, em plantas de cevada contra
Bipolaris sorokiniana. Rodrigues et al.,(2002), demonstraram que plantas de cevada
da variedade Embrapa 128, quando pulverizadas com alicina 72 horas, antes da
pulverizagdo com o patégeno, apresentaram protecdo de 100%. Quando o
tratamento com alicina foi realizado 24 e 48 horas antes da pulverizagdo com o
patdgeno, algumas plantas apresentaram lesdo de menor tamanho levando a uma
protecéo de 80 a 93 % respectivamente. Quando a alicina foi incorporada no meio de
cultura com o fungo, foi observado que o produto n&o apresentou efeito sobre o
crescimento no meio embora tivesse menor esporulagdo quando correlacionado com
meio de cultura sem alicina. Diante deste fato a alicina ndo teve efeito na
germinagdo mas somente na esporulagdo que ocorreu somente apdés 15 dias de
desenvolvimento. Assim, como na planta o efeito ocorreu em 72 horas, pode-se

confirmar que alicina foi indutor de resisténcia.

Assim, no presente trabalho foram utilizados os dois indutores a fim de

avaliar o desenvolvimento do fungo nas plantas.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido nos laboratérios do Centro Universitario
Nove de Julho (UNINOVE).

4.1. Preparacao das plantas de cevada

As sementes de cevada das cultivares Embrapa 128 e Embrapa BRS 195
foram fornecidas pela Fundacao Agraria de Guarapuava, Parana, e semeadas em
vasos, mantidas em casa de vegetacdo a temperatura ambiente, até o estadio 5 da
escala de Feekes-Large (LARGE, 1954). Na composi¢cado do substrato foi utilizada
uma parte de solo vermelho, oriundo do Parana e uma parte de terra vegetal
adubada com macronutrientes nitrogénio-fésforo e potassio (NPK na formulagao 10-
10-10) e micronutrientes, marca Ouro Verde (de acordo com a especificagdo do

produtor).

4.2. Patdégeno e patogenicidade

O fungo Bipolaris sorokiniana, foi isolado diretamente de folhas de cevada,
oriundas do campo da Fundagado Agraria de Guarapuava, Parana, e, mantido em
crescimento em meio de cultura BAD (batata-dextrose-agar). Para isto, as folhas
foram colocadas em placas de Petri, contendo papel de filtro umedecido com agua
destilada esterilizada e mantidas 24 horas sob luz. Os conidios desenvolvidos,
observados através do microscépio estereoscoépico, foram transferidos para agar-
agua 2% em placas de Petri. Apos 10 dias do desenvolvimento da cultura, o fungo
foi repicado para placa de Petri contendo meio BAD. As culturas foram preservadas
em tubos contendo meio inclinado de BAD e mantidas a temperatura ambiente.

Para a medida da esporulacdo, os conidios foram removidos do substrato
com auxilio de 5 mL de agua destilada esterilizada, contendo 0,05% de Tween 20
(poli-oxietileno sorbitan monolaurato, Sigma Chemical Co.), filtrados através de gaze
para a eliminacdo dos restos de meio de cultura e de micélio e, contados no
hematocitometro (Improved Newbauer 1/400 SQ. 1/10 mm deep ultraplane) até a

concentracéo de 2x 10° conidios mL .
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Estes conidios na concentracdo de 2x 10° conidios mL ~', foram aspergidos
em plantas dos cultivares Embrapa 128 e BRS 195 que foram mantidas em camara
escura umida durante 24h, e em seguida foram colocadas em casa de vegetacéo
para que fosse averiguada a ocorréncia de lesdes causadas pelo patégeno.(BACH,
1997)

4.3. Extragao dos indutores

4.3.1 Goma xantana

No caso da goma xantana utilizou-se a comercial grau alimenticio da marca
Rhodigel 80 (Procedéncia Danisco e comercializada por Plury Quimica Ltda.) na
concentragédo de 0,5 mg/mL, diluida em agua (de acordo com metodologia descrita
por BACH, 1997).

4.3.1.2 Teste bioldgico

Um mililitro da solugdo de goma xantana na concentracédo de 0,5 mg/mL,
diluida em agua foi transferido em um tubo de ensaio contendo10mL de BAD
(batata-agar-dextrose) esterilizado e transferidos para placas de Petri, sendo depois
inoculado o fungo. No intervalo de 0 a 8 dias foi medido o crescimento do fungo e,
no final de 10 dias foi feita a suspensédo de conidios e submetida a contagem em
hematocitdbmetro. Paralelamente foi inoculado o fungo em placas controle. Neste

experimento foram utilizados dois isolados.

4.3.2 Alicina

Para a extracdo de alicina foi utilizado o método baseado em Massabnil et al.
(1998), baseado na trituragdo com agua e etanol (150mL de agua em 1L etanol),
homogeinizado por 30 minutos sob agitacéo, e incubado por 3 dias a 4°C, e depois
filtrado. O filtrado foi submetido a rotoevaporagcao na temperatura de 45°C, sendo
removido etanol, e o extrato aquoso armazenado em frasco ambar e estocado em
freezer a —-20° C. A determinacdo da concentracdo de alicina foi realizada pelo

método espectrofotométrico em 412nm, baseado no método de MIRON et al. (1998)
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com NTB (acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzodico, Sigma Chemical Co.). A concentracéo

utilizada foi de 0,97ug de alicina /mL de extrato.

4.3.2.1 Teste biologico

Um mililitro do extrato bruto, foi transferido em um tubo de ensaio contendo
10mL de BAD (batata-agar-dextrose) esterilizado e transferido para placas de Petri,
sendo depois inoculado o fungo. No intervalo de 0 a 8 dias foi medido o crescimento
do fungo e, no final de 10 dias foi feita a suspensao de conidios e submetida a
contagem em hematocitometro. Paralelamente foi inoculado o fungo em placas

controle. Neste experimento foram utilizados dois isolados.

4.4 Inducao de resisténcia
Plantas de cevada cultivares Embrapa 128 e Embrapa BRS 195 foram
submetidas a 10 tratamentos (com 10 plantas cada), para cada cultivar, todas com 3

repeticdes (Tabela 1).

Os tratamentos para cada cultivar basearam-se em 2 elicitores escolhidos
sendo: goma xantana e alicina. Os tratamentos foram realizados simultaneamente,
sendo que para cada elicitor, as plantas de cevada foram separadas em grupos
como a-sadias: Pulverizadas com 10mL de agua; b- infectadas: Pulverizadas com
10mL da suspensédo de conidios de Bipolaris sorokiniana; c-elicitor (goma xantana
e alicina, ): Pulverizadas com 10mL dos indutores goma xantana e alicina para cada
cultivar; d-elicitor (goma xantana, alicina)-24h: Pulverizadas com 10mL do extrato
dos indutores Goma xantana e Alicina, e inoculadas apds 24 horas com 10mL da
suspensao de conidios de Bipolaris sorokiniana; e-elicitor (goma xantana, alicina)-
48h:: Ildem ao grupo d entretanto apds 48 horas; f-elicitor (goma xantana, alicina)-
72h: ldem ao grupo d entretanto, apds 72 horas. Todos os tratamentos foram
repetidos por 3 vezes.

As plantas apds os tratamentos foram mantidas em céamara umida (100%
umidade relativa (UR)), escura e em temperatura ambiente e, em seguida, foram
transferidas para casa-de-vegetacao, até o aparecimento de lesdes dando um total
de 7 dias apés inoculagdo com o patégeno.

Foram coletadas apos 4 e 7 dias folhas de cada grupo, e feitas as contagens
das folhas com lesdo e as sem lesdo, para que pudessem ser avaliadas as

porcentagens de protegdo de cada indutor, as folhas coletadas com 4 dias foram



34

em seguida clarificadas e montadas em laminas, para que tivessem seus conidios
contados, e para que se e realizassem as fotomicrografias Opticas segundo

metodologia descrita por Bach (1997).

Tabela 1: Cultivar e tratamentos que foram submetidas plantas de cevada

Cultivar Tratamentos Cultivar Tratamentos
Embrapa 128  Sadia Embrapa BRS 195 Sadia
Infectada Infectada
Controle goma xantana Controle goma xantana
goma xantana -24h goma xantana -24h
goma xantana -48h goma xantana -48h
goma xantana -72h goma xantana -72h
Controle - Alicina Controle - Alicina
Alicina -24h Alicina -24h
Alicina -48h Alicina -48h
Alicina -72h Alicina -72h

4.5. Coleta e clarificacdo das folhas

Das folhas coletadas de todos os tratamentos, foram retiradas 4cm do meio
da folha e, depois clarificadas em etanol pré-aquecido em banho maria , e mantido
por cerca de 2 minutos para extracdo da clorofila. Posteriormente, foi retirado o
etanol e colocado lactofenol-azul de algoddo. As amostras foram montadas em
laminas de vidro para microscopia com lactofenol (BACH, 1997). A observagao, em
microscépio Quimis trinocular Q709-PL, acoplada a computador e camera Moticam
350 (Sangari do Brasil, CCD 640x480 pixels) foi realizada em 60 conidios por
amostra (levando-se em conta a média de 10 pedagos de folhas), e avaliada a
porcentagem de germinacdo dos conidios, numero de hifas, e penetragdo nas
células epidérmicas ou estdmatos, todos replicados em 3 repeticbes. Com o mesmo

aparelho foram realizadas fotos de algumas amostras.
4.6 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos nos experimentos foram analisados pelo teste T
(Student’s) junto ao Excel 7.0 ou, ANOVA (Origin).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste de patogenicidade

As plantas de cevada apos a pulverizagdo com conidios isolados a partir de
folhas do campo, apresentaram as manchas marrons fechando o postulado de Koch,
que significa que o conidio isolado foi capaz de reproduzir a doenga em folhas de
cevada em casa-de-vegetacao.

As lesbes (Figura 6) foram observadas apds 8 dias da inoculagédo de acordo
com a metodologia de Bach & Kimati (1995); Bach (1997); Silva (2005) e Felipe
(2005).

A diferenca das duas cultivares utilizadas consta que a Embrapa BRS 195

tem sido mais resistente no campo do que a cultivar Embrapa 128.

Embrapa 128

| Embrapa
BRS 195

Figura 6: Aspecto visual das folhas de cevada infectadas das variedades Embrapa
128 e Embrapa BRS 195.
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5.2. Aspecto estrutural das folhas de cevada Sadias.

A ultraestrutura de uma folha sadia, sem clarificagdo, apresenta estomatos,
cloroplastos bem definidos, ndo apresentando diferencas entre as duas cultivares

analisadas no presente trabalho como Embrapa 128 e Embrapa BRS 195 (Figura 7).

Figura 7: Folha de cevada Embrapa 128 sadia podendo visualizar estématos,

células, bem como cloroplastos (aumento de 400x).

5.3. Aspecto visual do fungo Bipolaris sorokiniana

O fungo Bipolaris classificado por Alcorn (1988), apresenta caracteristicas
basicas para diferenciar da Drechslera e Exserohilum. Na tabela 2 constam somente

as caracteristicas do fungo Bipolaris.



Tabela 2: Caracteristicas do fungo Bipolaris
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CARACTERISTICA

Bipolaris

Forma do conidio

Hilo

Germinagao

Posicao de emergéncia e dire¢ao do
crescimento do tubo germinativo basal

Ontogenia do septo

Primeiro

Segundo

Nodos conidiogénicos

Fusoide, obclavado-fusdide, raramente
verdadeiramente cilindrico, reto ou

curvado.

Comumente de uma ou ambas células
polares, raramente de células
intermediarias.

Semiaxial, proximo ao hilo, raramente
lateral.

Mediano a submediano.

Delimita a célula basal.

Distal.

Liso ou verruculoso.

Diante disto, segundo Alcorn (1988), quando o fungo germina este deve
comumente fazer por uma ou por ambas células polares.

Toledo et al.,, (2004) demonstraram que em 25 conidios o tamanho do
Bipolaris sorokiniana mantido em BDA apresentou 65,28 ym de comprimento, e
22,78 pm de largura contendo 4,83 pseudoseptos. Quanto aos conidios
desenvolvidos em folhas verdes de cevada os mesmos apresentaram conidios nos
tamanhos 94,7 ym de comprimento e 17,75 pm de largura contendo 8,03
pseudoseptos. Também foi possivel observar, que os conidios desenvolvidos em
tecidos verdes (folhas) apresentaram coloragdo marrom-oliva-clara e ligeiramente
curvados, ao passo que os esporos desenvolvidos em sementes ou meios de cultura
mostraram-se mais escuros (marrom-oliva-escuros) e retos.

Os resultados obtidos no presente trabalho, vem de encontro com Alcorn
(1988) e Toledo et al. (2004) pois, na germinagao dos conidios em folhas de cevada,
foi possivel observar que a maioria dos conidios germinaram bipolarmente, isto €,

por ambas células polares sendo também ligeiramente curvados. Quanto ao
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conidio, a coloragcao observada na folha sem tratamento, foi marrom-oliva-clara mas
apos a clarificagado, observou-se somente a cor marrom.

Varios autores descreveram que conidio, hifa, apressoério e haustorio
geralmente estdo envolvidos com matriz extracelular (ECM), também referido como
mucilagem ou material extracelular ou ainda filme adesivo (BRAUN & HOWARD,
1994; NICHOLSON & KUNOH, 1995; NICHOLSON, 1996). Nao se conhece muito
da importancia ou fungdo da matriz extracelular mas, sugere-se que possui fungéo
de adeséo, reduzindo a dissecagédo do conidio (NICHOLSON, 1996). No caso de
Bipolaris sorokiniana, Apoga & Jansson viram um fluido ao redor do conidio, hifa e
apressorio somente através de técnicas crio-histologicas, pois o fluido foi confirmado

ser soluvel em agua (Figura 8).

Conidio

ECM

Tubo germinativo

Figura 8: Tubos germinativos fixados com ouro coloidal demonstrando o fluido
como ECM (matriz extracelular) como adesdo do fungo. (APOGA & JANSSON,
2000)

Segundo Jansson & Akesson (2003), quando a hifa foi descolada da folha acabou

ficando uma marca bem visivel do local, onde ocorria a adesao (Figura 9).

Figura 9: Hifa fixada com ouro coloidal visto em microscopia eletronica, sendo
descolada da folha. Setas indicam o local da retirada. Foto JANSSON &
AKESSON (2003)
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No inicio do processo de clarificacdo das folhas oriundas de alguns
tratamentos com indutores, muitas vezes foi encontrado no fundo do tubo alguns
conidios que se destacavam da folha. O motivo pelo qual isto ocorria pode ser
explicado pela presenca da substancia adesoria ser soluvel em agua, como descrito
por Apoga & Jansoon (2000). Diante disto, a descoloragao foi realizada em alcool
92%, por este possuir menor teor de agua. Mesmo assim, algumas folhas apds
clarificacdo, quando levado ao microscopio, foi possivel visualizar pequenas
manchas de coloracido azul podendo ser este o local onde o conidio estava aderido
(Figura 10).

Figura 10: Pequenas manchas de cor azul indicando possivel local, onde o conidio

estava aderido a folha 96 h apds a inoculagao (400x de aumento).

Outro fator importante a ser citado € em relagdo ao crescimento tigmotatico
de B. sorokiniana, observado por Clay et al. (1994), pois o fungo necessita do sinal
da superficie para formar o apressoério. O ponto de penetracdo e formacao do
apressorio pode ser através do estdbmato ou pela superficie foliar como descrito por
Jansson & Akesson (2003). Os resultados obtidos em microscopia confirmaram que
a penetracao e, formacao do apressorio, ocorreu através do estdmato e superficie
foliar (Figura 11)
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Figura 11: Aspecto do conidio com germinagao bipolar, penetragdo diretamente na
superficie com formagao de apressério e de papila. (400x aumento)

5.4. Plantas infectadas dos cultivares EMBRAPA 128 e EMBRAPA BRS
195.

Em relacdo as plantas de cevada Embrapa 128, infectadas, apds clarificacéo
e observagao em microscopia optica, foram observados varios conidios germinados,
com célula mée de haustoério aparente e pontos de penetragcdo das referidas hifas
nas folhas ou através do tecido ou através dos estdmatos. Todas estas observacoes
podem ser confirmadas através das Figuras 12 e 13. Diante disto, pode-se confirmar
que o patdégeno germinou, formou apressorio e penetrou na folha de cevada

provocando manchas foliares.
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Figura 12: Folha de cevada Embrapa 128 infectada com isolado de Bipolaris
sorokiniana (aumento 400x). Na foto observa-se CMH (célula mae de haustério),
hifas e pontos de penetragao.
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Figura 13: Foto mostrando conidio germinado com hifas e, apressério com ponto de

penetracao (seta) na cevada Embrapa 128 (100x)

O fungo Bipolaris sorokiniana na folha de cevada Embrapa 128 apresentou
germinagao bipolar e, ao formar a hifa e o ponto de penetragcao esta pbde ser
realizada bem longe do inicio da germinacao. Isto se deve ao efeito tigmotatico que
faz com que muitas vezes a hifa passe por cima de um estdbmato, nao

reconhecendo-o, desta forma a hifa segue em frente, em busca de outro ponto de
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penetracdo. Outras vezes este fungo pode produzir enzimas que, irdo degradar a
parede da folha e formando ai pontos de penetracdo, que podem estar localizados
perto ou longe do conidio germinado. Assim, um conidio germinado pode produzir
duas hifas e pontos de penetracdo nos estdmatos ou diretamente na folha
entretanto, estas hifas podem sofrer anastomose e a partir deste lugar formar outros
pontos de penetragdo. Isto vem explicar porque a partir de uma hifa, pode-se ter
varios pontos de penetragao (KUMAR, 2002).

Na contagem de conidios dos 50 pedagos de folhas foram contados 60
conidios sendo destes, 52 germinados com varias hifas, sendo bipolar e com varios
pontos de penetragcado e, somente 8 conidios ndo germinaram (Tabela 7). O motivo
da ndo germinacgao pode estar ligado a morfologia dos conidios, por serem menores,
se encontrando em forma n&o maturada, isto €, o conidio ndo esta apto para
germinagao (FIGURA 14).

Pelo motivo do conidio apresentar varios apressorios, em folhas suscetiveis,
se torna impossivel a contagem dos pontos de penetragdo ,pois as varias hifas se
reencontram, ndo se sabendo muitas vezes de qual conidio vem. Outro fato esta
relacionado a enzimas que sao produzidas na ponta da hifa, onde estas degradam a
parede e penetram na mesma, sem precisar do estdmato.

Na contagem de conidios dos 50 pedagos de folhas da cultivar da Embrapa
BRS 195, foram contados 60 conidios destes, existiram 46 germinados com varias
hifas, sendo bipolar e com varios pontos de penetragao e, somente 14 conidios néo
germinaram. O motivo da ndo germinagdo pode estar ligado a morfologia dos
conidios, por serem menores, ndo se encontrando em sua forma maturada, isto &,
com o conidio ndo completo para germinagéo (Fig. 14b).

Da mesma forma que ocorreu na cultivar 128, com a cultivar BRS 195, os
varios pontos de penetracdo foram devidos ao fungo por ter germinacao bipolar,
apresentando o estimulo tigmotatico e enzimatico. Por este motivo, produziu hifas
compridas indo de um lado ao outro da folha e varios pontos de penetracdo sendo

impossiveis de contar todas (Figura 12, 13, 14).



14 a

14 b

Figura 14: Conidio germinado bipolar mostrando alguns apressérios (a) e conidio
nao germinado (b) (400x).
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Figura 15 : A foto mostra um conidio germinado e o caminho percorrido pela sua

hifa, bem como a formagao de apressorios na superficie foliar e, estdmatos (100x)

Figura 16: Superficie foliar do cultivar EMBRAPA BRS 195 mostrando varias hifas,
nota-se alguns apressorios indicados pela seta, verifica-se a auséncia de conidio
que se encontra em um campo nao abrangido pelo campo de visdo da objetiva
(100x)
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Figura 17: Conidio germinado bipolarmente mostrando apressoérios e pontos de

penetracdo em cultivar Embrapa BRS 195 (400x)

5.5 MECANISMO DA PATOGENICIDADE

Diante dos resultados, pode-se afirmar que primeiramente ocorre a adesao do
conidio a folha através de um fluido mucilaginoso, formando uma espécie de matriz
extracelular, soluvel em agua (constituida por glicoproteinas de alto peso molecular),
segundo Apoga & Jansoon (2000). O processo de infecgao se inicia com a adeséao
do conidio a superficie da folha, e com a formacdo da matriz extracelular; em
seguida ocorre a germinagao bipolar, aparecendo uma estrutura denominada tubo
germinativo que origina uma hifa, esta pelo efeito tigmotatico e enzimatico acaba
por formar uma apressoério penetrando, diretamente na lamela, ou entdo através do
estdmato apenas pelo efeito tigmotatico (BERGAMIN FILHO et al , 1995). Segundo
Jansoon & Akesson, 2003, a matriz extracelular tem em sua composicdo uma
fitotoxina denominada prehelmintosporol, que causa a morte das células do
parénquima originando lesdes. Isto ocorreu nas duas cultivares de cevada (Embrapa
128 e Embrapa BRS 195) sendo que as folhas de cevada apods sete dias
demonstraram o aparecimento das lesdes marrons, caracteristicas da doenca

conhecida em campo como mancha marrom.
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5.6 Teste biologico dos indutores de resisténcia goma xantana

e alicina

5.6.1. Goma xantana

No teste bioldgico, incorporando a goma xantana em meio de cultura de BAD,
foi observado o desenvolvimento micelial e realizada a quantificacdo de conidios
(Tabela 3). Os resultados demonstraram que o desenvolvimento foi igual, sem
diferenca estatistica, em relagdo ao controle bem como na contagem de conidios.
Isto vem de encontro com Castro (2003) onde também observou que a goma

xantana nao teve efeito no desenvolvimento do fungo quando em meio de cultura.

Tabela 3: Desenvolvimento do isolado de Bipolaris sorokiniana no meio de cultura

Dias de desenvolvimento

isolado 2 dia 4 dia 6 dia 8 dia Contagem™*
G.xantana Bs 0,90 1,40 1,75 195a 2,10a
controle Bs 0,75 1,25 1,50 1,85a 2,15a

*medidas do crescimento micelial em cm. Média de 5 placas.

*%

contagem dos conidios apds 10 dias de crescimento em camara Newbauer x10°. Média de 5

placas. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste T (P>0.05).

5.6.2. Alicina

No teste bioldgico, incorporando a alicina em meio de cultura de BAD,
observou-se o desenvolvimento micelial, e, a quantificacdo de conidios. Na tabela 4,
pode-se observar que alicina promoveu um crescimento micelial maior do que o
controle, entretanto, n&do foi capaz de produzir o mesmo numero de conidios do que
o controle, isto € ocorreu inibigcdo ao redor de 30% na produgao de conidios. Diante
disto, pode-se afirmar que a alicina acelera o desenvolvimento mas inibe a produgcao

de conidios, isto em meio de cultura.



47

Tabela 4: Desenvolvimento do isolado de Bipolaris sorokiniana no meio de cultura

Dias de desenvolvimento

isolado 2 dia 4 dia 6 dia 8 dia Contagem™*
Alicina Bs 0,4*a 2,5%a 3,5%a 3,7*a 1,4a
controle Bs 0,4*a 1,8*b 2,5"b 2,5"b 2,0b

*medidas do crescimento micelial em cm. Média de 5 placas.

*%

contagem dos conidios apds 10 dias de crescimento em camara Newbauer x10°. Média de 5
placas.

Letras em colunas diferentes, sédo diferentes significativamente entre si pelo teste T. (P>0,05)

5.7. Inducdo de resisténcia com Goma xantana e alicina nos Cultivares
Embrapa 128 e Embrapa BRS 195

5.7.1. Inducgéo de resisténcia com Goma xantana no Cultivar Embrapa
128

A goma xantana é um dos elicitores observados por Bach (1997) para trigo.
Castro & Bach (1997), observaram a goma como sendo indutor de resisténcia em
plantas de cevada, onde obteve a maior porcentagem de protegcéo no intervalo de 72
horas. Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que a cultivar
Embrapa 128, apresentou 87,5% de protegcdo em 24 horas e, em contrapartida no
intervalo de 48 horas com 96,8% além de que com 72 horas 100%, sendo que no
intervalo de 72 horas foi obtida a maior porcentagem de protecdo. Interessante
observar que as lesdes observadas eram de menor tamanho nos intervalos de 24 e
48 horas comparado com as plantas infectadas (resultado ndo demonstrado em
figura) (Tabela 5).

Das plantas submetidas ao tratamento com goma xantana, pedacos das folhas
foram clarificadas e observadas ao microscopio de onde, pdde-se observar que 0s
conidios foram capazes de formar apressorios e penetrar na célula. Assim, dos 60
conidios com germinagdo, 60% daqueles que germinaram, apresentaram
apressorios nas duas direcoes dos conidios, devido a sua bipolaridade (Figura 18,
Tabela 7).

Isto vem demonstrar que o indutor goma xantana ndo produziu efeito sobre o

conidio mas sim, algum sinal na planta deve ter produzido a resposta de resisténcia.



48

5.7.2. Inducdo de resisténcia com Goma xantana no Cultivar Embrapa
BRS 195

Ja para o cultivar Embrapa BRS 195 o intervalo de 72 horas, foi o que
apresentou 100% de protecao, entretanto 24 e 48 horas apresentou acima de 90%
de protegao (Tabela 5).

Das amostras de folhas que foram clarificadas, pode-se observar que
ocorreram a formacado de apressoérios, e, pontos de penetragdo na parede e no
estdbmato (Tabela 7, Figura 19) demonstrando que a goma xantana teve efeito na

planta como indutor e ndo como controle quimico sobre a folha.

Tabela 5: Porcentagem de protecdo em folhas de plantas de cevada cultivar
Embrapa 128 e Embrapa BRS 195 contra Bipolaris sorokiniana, utilizando goma

xantana como indutor.

Embrapa 128
Tratamentos*
folhas infectadas % Protecao***
Infectada 50 Oa
Goma xantana -24H 4 87,50 b
Goma xantana -48H 1 96,87 b
Goma xantana -72H 0 100,00 b
Embrapa BRS 195
Goma xantana -24H 6 94,4b
Goma xantana -48H 5 97,2b
Goma xantana -72H 0 100,0b

*Tratamentos: Infectada: plantas aspergidas com suspensao de conidios de Bipolaris sorokiniana;
Goma xantana — 24h: plantas aspergidas com goma xantana 24h antes da inoculagdo com Bipolaris
sorokiniana; Goma xantana — 48h: plantas aspergidas com goma xantana 48h antes da inoculagéo
com Bipolaris sorokiniana; Goma xantana — 72h: plantas aspergidas com Goma xantana 72h antes
da inoculagao com Bipolaris sorokiniana;

" Numero de folhas infectadas representam a média de um total de 10 plantas/tratamento.

***Porcentagem de protecéo seguidas por letra b, sdo significativamente diferentes do controle
(plantas infectadas) pelo teste T (P<0,05).
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Figura 18: Aspecto das folhas de cevada Cultivar Embrapa 128 tratadas com goma
xantana.

(A) Folha tratada com 48h de intervalo de tempo entre goma e conidio.
Foto 100x de aumento

(B) Foto de conidio germinado e local com halo na folha podendo indicar local de
penetracdo com reagao como “papila”. Tratamento com goma xantana e apos 72h
suspensao de conidios. Foto aumento 400x.

(C) Foto de um conidio germinado com apressorio e penetragdo. Tratamento com
goma xantana e apés 72h suspensao de conidios. Foto aumento 400x.



Figura 19: Aspecto das folhas de cevada Cultivar Embrapa BRS 195 tratadas com
goma xantana.
(A, B) Folha tratada com 24h de intervalo de tempo entre goma e conidio.
(A) Foto 100x de aumento  (B) Foto 400x aumento
(C, D) Folha tratada com 48h de intervalo de tempo entre goma e conidio.
(C) Foto 100x de aumento (D) Foto 400x aumento
(E, F) Folha tratada com 72h de intervalo de tempo entre goma e conidio.
(E) Foto 100x de aumento  (F) Foto 400x aumento

50
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5.7.3. Indugao de resisténcia com Alicina no Cultivar Embrapa 128

A Alicina é um dos elicitores observados por Rodrigues et al.,(2002), como
sendo indutor de resisténcia em plantas de cevada. O intervalo de 72 horas foi o
que apresentou 100% de protecdo entretanto em 48 horas, apresentou acima de
90% de protecao. Os resultados obtidos no presente trabalho vieram de acordo com
os obtidos por Rodrigues et al.,(2002) onde as plantas da cultivar Embrapa 128,
apresentaram 100% de protegdo em 72 horas entretanto, no intervalo de 48 horas
com 93,6% e, com 24 horas 80,2%. Observou-se, que as lesdes também se
apresentaram de menor tamanho nos intervalos de 24 e 48 horas comparado com

as plantas infectadas (Tabela 6).

Ja nas folhas clarificadas, foi possivel visualizar o numero de conidios
germinados, e ndo germinados demonstrando que, em plantas submetidas ao
tratamento com alicina, existem conidios que germinam e aquelas que né&o
germinam podendo até penetrar e causar lesdo, mesmo que a porcentagem de
protecdo ocorra como visualizado em plantas com intervalo de 24 horas, onde

alguns conidios ainda germinam e penetram (Tabela 7 e Figuras 20, 21 e 22).

Como em placa de petri a alicina ndo se mostrou fungitoxica para o fungo, a
inibicdo de germinagcdo pode estar ligada a algum fator que a planta possa estar

liberando contra o fungo, impedindo a germinagao.

5.7.4. Indugao de resisténcia com Alicina no Cultivar Embrapa BRS 195

Para o cultivar Embrapa BRS 195, o intervalo de 72 horas e 48 horas
apresentou 100% de protecao, entretanto no intervalo de 24 h, 80% de protegcéo. As
lesbes observadas também foram de menor tamanho, no intervalo de 24 horas

comparado com as plantas infectadas (Tabela 6).

Ja nas folhas clarificadas, foram visualizados o numero de conidios
germinados e nao germinados, demonstrando que em plantas submetidas ao
tratamento com alicina, existem conidios que germinam e aqueles que n&o
germinam, podendo até ocorrer penetracdo e ocasionar a lesdo, mesmo que a

porcentagem de protegcdo ocorra como visualizado em plantas com intervalo de 24
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horas, onde alguns conidios ainda germinam e penetram (Tabela 7 e Figura 21 e
22). Como em placa de Petri a alicina ndo se mostrou fungitéxica para o fungo,
assim, a inibigdo de germinagao pode estar ligada a algum fator que a planta possa

estar liberando contra o fungo, impedindo a germinagéo.

Tabela 6: Porcentagem de protecdo em folhas de plantas de cevada cultivar
Embrapa 128 em Embrapa BRS 195 contra Bipolaris sorokiniana, utilizando alicina

como indutor.

Embrapa 128
Tratamentos*
folhas infectadas” % Protegao***
Infectada 20 Oa
Alicina -24H 6 80,2b
Alicina -48H 2 93,6 b
Alicina -72H 0 100 b
Embrapa BRS 195
Infectada 30 Oa
Alicina -24H 80b
Alicina -48H 100 b
Alicina -72H 100 b

*Tratamentos: Infectada: plantas aspergidas com suspensao de conidios de Bipolaris sorokiniana;
Alicina — 24h: plantas aspergidas com alicina 24h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana;
Alicina — 48h: plantas aspergidas com alicina 48h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana;
Alicina — 72h: plantas aspergidas com alicina 72h antes da inoculagdo com Bipolaris sorokiniana;

“ Numero de folhas infectadas representam média de um total de 10 plantas/tratamento.
***Porcentagem de protegdo seguidas por letra b, sdo significativamente diferentes do controle

(plantas infectadas) pelo teste T (P<0,05).



Figura 20: Amostras de folhas de cevada Cultivar Embrapa 128 tratadas com
alicina.

(A, B) folhas tratadas com alicina e apds 24h com suspensdo do
fungo. Foto 400x de aumento

(C) folhas tratadas com alicina e apds 48h com suspensao do
fungo. Foto 100x de aumento.

(D) folhas tratadas com alicina e apés 72h com suspensao do
fungo. Foto 100x de aumento.

Setas indicam alguns dos apressorios formados e penetragéao

ocorrendo no estdmato da folha ou diretamente pela parede.
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Figura 21: Amostras de folhas de cevada Cultivar Embrapa BRS 195 tratadas com
alicina.

(A) Aspecto das folhas tratadas com alicina, e apds 24h ou 48 h com
suspensao do fungo. Foto 100x de aumento

(B) Aspecto de um conidio germinando formando apressério com
penetragao (24h de intervalo de tempo). Foto 200x de aumento.

(C) Aspecto de um conidio germinado formando apressoério com
penetragao (48h de intervalo de tempo). Foto 400x de aumento.

Setas indicam alguns dos apressorios formados e penetragdo ocorrendo no

estdbmato da folha ou diretamente pela parede.
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Figura 22: Amostras de folhas de cevada Cultivar Embrapa BRS 195 tratadas com
alicina (72h de intervalo de tempo). Foto 100x. de aumento.
Setas indicam alguns dos apressorios formados e penetragdo ocorrendo no

estdbmato da folha ou diretamente pela parede.
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Tabela 7: Numero de conidios germinados, ndo germinados, numero de hifas e

pontos de penetragdo de conidios de Bipolaris sorokiniana em folhas de cevada

Embrapa 128 e Embrapa BRS 195.

Folhas Numero de conidios Numerode % germinagdo Apressorios e
de germinados * conidios nado pontos de
cevada germinados* penetracao
Embrapa 52 8 Em varios
128 86,6% pontos**
BRS 195 46 14 76,6 Em varios
pontos™*
Emb. 128
G. x. 24h 37 23 61,6 64
G. x. 48h 40 20 66,6 74
G.x. 72h 38 22 68,3 72
BRS 195
G. x. 24h 37 23 61,6 72
G. x. 48h 37 23 61,6 75
G.x. 72h 38 22 63,3 78
Emb.128
Alicina 24h 39 11 65 78
Alicina 48h 40 10 66,6 74
Alicina 72h 40 10 66,6 75
BRS 195
Alicina 24h 37 23 61,6 74
Alicina 48h 47 13 78,3 81
Alicina 72h 49 11 81,6 93

* nimero médio encontrado em 50 pedagos de folhas infectadas e total de 60 conidios.

** Impossivel contagem devido ao grande numero.

G. x.= Goma xantana; Emb.=Embrapa
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5.8 OBSERVACAO GERAL

As duas cultivares apresentaram protecao apoés aplicacado dos indutores e, as
mesmas folhas, apds clarificadas, foram observados os conidios germinados com
formagdo de apressorios bem como a penetragao (Figura 10 e 11). Isto veio
demonstrar que os elicitores utilizados foram responsaveis para enviar um sinal para
as células e estas, responderam com a formacdo de outras macromoléculas
responsaveis pela degradagao do fungo. Assim, a resposta de defesa foi da planta

€ nao como controle quimico sobre o fungo.

120+
100+
80 @ Numero de
60 | conidios
germinados
40 .
m nimero de
20 apressorios
0- o
Embrapa GX24 GX48 GX72 Alic24 Alic 48 Alic 72 0 % de B
128 protecao

Figura 23: Numero de conidios germinados, numero de apressorios e % de protegao
na cultivar Embrapa 128 quando tratadas com elicitor goma xantana (GX) ou alicina

(Alic) nos diferentes intervalos de tempo.

120 @ Ndumero de
conidios
100+ germinados
80 @ Numero de
apressorios
60

404 O % de protecao

20+

0-
Embrapa GX24 GX48 GX72 Aic24 Aic48 Aic72
195

Figura 24: Numero de conidios germinados, numero de apressorios e % de protegcao
na cultivar Embrapa BRS 195 quando tratadas com elicitor goma xantana (GX) ou

alicina (Alic) nos diferentes intervalos de tempo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes
conclusodes, a ultraestrutura de folha sadia, apresentou estématos e cloroplastos
bem definidos, ndo tendo diferenca entre as cultivares Embrapa 128 e Embrapa
BRS 195. O fungo Bipolaris sorokiniana teve germinagé&o bipolar, estimulo
tigmotatico, penetracdo através do estbmato e superficie foliar e, formagao de
apressorios.

Os elicitores goma xantana e alicina foram eficientes na indugdo de
resisténcia demonstrando na superficie foliar nenhuma acéo inibitéria, mas sim que
algum sinal de dentro da planta foi formado impedindo que o fungo continue o seu
crescimento matando as células, por ser este fungo necrotréfico. Os indutores nao
apresentaram controle quimico nem fungitoxico sobre patégeno, demonstrando que
a planta conseguiu produzir substancias que permitiram com que se defendesse do

patdgeno foliar.
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7/ PERSPECTIVAS FUTURAS

Repetir os experimentos quanto ao tratamento foliar com indutores e
procedendo cortes histoldgicos, com a finalidade de analisar a ultraestrutura da parte
interna da folha, na tentativa de visualizar as estruturas fungicas bem como avaliar a
parte bioquimica ligada a histologia, para melhor entendimento dos mecanismos de

protecao.
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Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Psicologia
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