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RESUMO

Mecanismos de patogenicidade do fungo Magnaporthe oryzae, agente causal
da brusone em trigo: crescimento e esporulagéo, presséo de turgor
apressorial, enzimas celuloliticas e producédo de metabdlitos toxicos

O fungo Magnaporthe oryzae, agente causal da brusone em trigo e em varias
outras gramineas, desde o seu primeiro relato no Brasil tem sido alvo de iniUmeras
pesquisas. O entendimento da morfologia, fisiologia e parametros bioquimicos deste
ascomiceto € o primeiro passo para a adogcédo de medidas eficientes de controle da
doenca. Os objetivos deste trabalho foram avaliar os aspectos morfolégicos,
fisiolégicos e bioquimicos relativos a patogenicidade do fungo M. oryzae em trigo,
além de determinar in vitro as condicBes 6timas de temperatura e fotoperiodo para o
crescimento e esporulacdo dos isolados testados, quantificar a pressédo de turgor
exercida pelo apressério no momento da penetracdo do substrato, verificar a
presenca de enzimas extracelulares produzidas pelo patdgeno e o papel de cada
uma delas na degradacdo da parede celular e, também, demonstrar a possivel
producdo e acdo de metabdlitos téxicos do fungo em plantulas de trigo. Dois
isolados do fungo, Py5003 e Py6017, foram repicados para os meios de cultivo
cenoura, milho-cenoura, batata-dextrose-agar (BDA), aveia e V8, incubados, de
maneira independente, sob luz continua, escuro continuo e fotoperiodo de 12h, por
20 dias, sendo avaliados periodicamente quanto ao crescimento micelial total e
esporulacdo do patégeno. Em seguida, conidios germinados e com apressorios
formados foram submetidos a diferentes concentracbes de PEG-8000 para a
mensuracao da pressao de turgor apressorial. Além disso, o teor de proteinas totais
foi mensurado e a atividade celulolitica determinada, por espectrofotometria indireta
para os isolados cultivados em meio Merlin-Norkrans Modificado (MNM), a partir das
enzimas exo e endo-B-1,4-glucanase e [(-glicosidase. A producdo de metabdlitos
toxicos foi determinada por condutivimetria, ap6s o cultivo dos isolados por 5 e 10
dias em batata-dextrose (BD) e obtencédo dos filtrados apés esse periodo, sendo
que, a acdo destes, foi observada em plantulas de trigo com 25 dias de idade. Os
resultados evidenciaram melhor crescimento micelial e esporulacdo dos isolados em
meio de cultivo composto de aveia, incubado a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. A
pressdo de turgor apressorial, tanto para Py5003 quanto para Py6017, concentrou-
se na faixa dos 7,5 MPa. Nao houve diferenca estatistica entre os teores de
proteinas totais apresentados pelo isolados. Os dois isolados exibiram alta atividade
celulolitica, com diminuicdo da atividade observada para endo-3-1,4-glucanase e [3-
glicosidase na presenca de glicose e celobiose, respectivamente. A exposi¢ao de
plantulas de trigo aos filtrados dos isolados do fungo M. oryzae provocou alta
liberacdo de eletrdlitos, sendo, em termos absolutos, Py5003 maior do que Py6017.
Plantulas expostas ao filtrado, autoclavado ou néo, e ao extrato bruto obtido a partir
da separacdo dos metabolitos toxicos em acetato de etila, apresentaram-se
clorgticas e/ou necroticas. Os resultados sugerem um mecanismo de parasitismo
desenvolvido por M. oryzae no desenvolvimento da brusone em trigo, indo desde a
fase de pré-penetracdo, passando pelo estabelecimento das relacbes parasitarias
estaveis e 0 aparecimento de sintomas e sinais na planta hospedeira.

Palavras-chave: Pyricuraria oryzae; Triticum aestivum; Pressdao de turgor;
Apressorio; Enzimas celuloliticas; Fitotoxinas
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ABSTRACT

Pathogenicity mechanisms of Magnaporthe oryzae, the causal agent of wheat
blast: growth and sporulation, appressorial turgor pressure, cellulolytic activity
and production of toxic metabolites

The fungus Magnaporthe oryzae, causal agent of blast in wheat and several
other grasses, since its first occurrence in Brazil has been the subject of extensive
research. The understanding of the morphology, physiology and biochemical
parameters of this ascomycete is the first step for the adoption of efficient measures
to control the disease. The objectives of this study were to evaluate the
morphological, physiological and biochemical aspects related to the pathogenicity of
the fungus M. oryzae on wheat. Thus, it were determined in vitro the optimal
conditions of temperature and photoperiod for growth and sporulation of the isolates
tested, quantified the pressure exerted by appressorium at the time of substrate
penetration, verified the presence of extracellular enzymes produced by the
pathogen and their role in the degradation of cell wall and also demonstrated the
possible production and action of toxic metabolites of the fungus in wheat seedlings.
Two isolates of the fungus, Py5003 and Py6017, were grown on carrot, maize-carrot,
PDA, oat and V8 media and measure periodically for 20 days and after that period,
being evaluated the total mycelia growth and sporulation of the pathogen. Then,
germinated conidia and appressoria were subjected to different concentrations of
PEG-8000 for the measurement of appressorial turgor pressure. In addition, the
concentration of total proteins was measured and enzyme activity (exo and endo-f3-
1,4-glucanase, B-glucosidase) was determined by indirect spectrophotometry, for the
isolates grown in Modified Melin-Nokrans (MMN) medium. The production of toxic
metabolites was determined after growing the isolates for 5 and 10 days in potato-
dextrose medium (PD) and obtaining the filtrate. The toxic action was evaluated in
wheat seedlings (25 days old) by measuring electrolyte leakage. The results showed
better mycelial growth and sporulation of the isolates in oat medium incubated at 25
°C and under a photoperiod of 12 h. Appressorial turgor pressure for both isolates
were at the range of 7.5 MPa.There were no statistical differences between the levels
of total protein presented by the isolates. The two isolates showed high cellulolytic
activity, with decreased activity observed for endo-B-1,4-glucanase and [3-
glucosidase in the presence of glucose and celobiose, respectively. The exposure of
wheat seedlings to the filtrates of the fungus M. oryzae caused high electrolyte
release, being, in absolute terms, Py5003 greater than Py6017. Seedlings exposed
to the filtrate, autoclaved or not, and the crude extract obtained from the separation
of the toxic metabolites in ethyl acetate, exibited clorotic and/or necrotic. These
results suggest a mechanism of parasitism developed by M. oryzae on wheat,
ranging from pre-penetration through the establishment of stable parasitic
relationships and the appearance of symptoms and signals in the host plant.

Keywords: Pyricuraria oryzae; Triticum aestivum; Turgor pressure; Appressorium;
Cellular enzymes; Phytotoxins
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) ocupa o primeiro lugar em volume de produgéo
mundial, algo que estd em torno de 600 milhdes de toneladas/ano e tem como
maiores produtores mundiais a China, EUA, india, Canada e Russia (FAO, 2009).
Relatorios publicados pela Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO, 2012) estimou a producdo mundial do cereal para o ano de 2012 de
aproximadamente 690 milhdes de toneladas, montante 1,4% menor do que o ano de
2011, ano recorde de producao da cultura.

No Brasil, sdo produzidos cinco a seis milhdes de toneladas de trigo a cada
ano, metade do total consumido pelo pais. A area cultivada com trigo € de 2,480
milhdes de hectares, distribuidos em trés regibes (Sul, Sudeste e Centro-oeste) e
oito estados (RS, SC, PR, MG, SP, MS, GO e DF) (FROUPE, 2010), sendo que, em
2012, a soma da area plantada com trigo no pais sofreu redu¢cdo média de 11,3%
devido, entre outros fatores, as dificuldades de comercializacdo do produto, baixos
pregos observados na safra anterior, aumento no custo de producéo, a alternativa do
plantio de milho na segunda safra e os riscos inerentes da cultura, a exemplo das
doencas (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2012). As
doencas na cultura do trigo estdo entre os fatores que mais tém contribuido para a
baixa produtividade do cereal, sendo favorecidas pelo excesso de chuvas com
periodos longos de molhamento foliar, proporcionado também pela irrigacdo e por
temperaturas elevadas (GOULART, 2004).

A brusone, conhecida pelos danos causados na cultura do arroz, também
chamada de branqueamento da espiga, € uma das principais doencas fungicas
detectada em trigo no Brasil. Tem por agente etioldgico o fungo Magnaporthe oryzae
Couch, forma teleomorfica do fungo Pyricularia oryzae Cavara, sendo, no Brasil,
desde o primeiro registro em 1985 no Parand (IGARASHI et al., 1986), causa das
maiores perdas de produtividade quando incide sobre a cultura (URASHIMA et al.,
2004).

A sintomatologia da brusone é bastante caracteristica, apresentando lesdes
elipticas de centro acinzentado em folhas e descoloragdo prematura da espiga
acima do ponto de infeccdo do patdégeno. Tais sintomas sugerem a possibilidade do
envolvimento de fitotoxinas no processo de desenvolvimento da doenca. As

exoenzimas e fitotoxinas em fungos fitopatogénicos desempenham papel importante
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na penetracdo e colonizacdo do hospedeiro, além dos sintomas expressos pela
planta decorrentes do parasitismo do patdégeno, respectivamente. Sabe-se que, para
um fungo infectar uma planta, € necessario que este consiga penetrar e colonizar 0s
tecidos do hospedeiro, retirar 0s nutrientes necessarios para a sua sobrevivéncia,
bem como neutralizar as reacdes de defesa da planta (PASCHOLATI, 2011). A
presenca de exoenzimas do fungo, que degradam a superficie intacta da planta, é
importante e estas desempenham papel de destaque nesta etapa do processo.
Adicionalmente, as toxinas sdo apontadas como principais agentes causadoras de
clorose e necrose em folhas de trigo. Entretanto, trabalhos como o de Aver’yanov,
Lapikova e Lebrun (2007) destacam o potencial dessas moléculas como indutoras
de resisténcia em plantas quando aplicadas em baixas concentracdes, sendo,
portanto, um paradoxo quando se pensa em toxina apenas como um fator relativo a
patogenicidade.

Além do aspecto bioquimico, a formacdo de um apressério melanizado e a
grande pressao de turgor exercida pelo peg de penetracdo desta estrutura, parecem
ser indispensaveis ao processo de pré-penetracdo e penetracdo do hospedeiro no
caso de M. oryzae. A camada de melanina que recobre o apressoério forma uma
barreira efetiva ao transporte de solutos, assim, carboidratos e lipidios séo
mobilizados ao interior da estrutura e ali permanecem, criando um ambiente
hiperténico que induz a entrada de agua para o seu interior, elevando, em muito, a
pressao de turgor do apressorio e a forca exercida pelo peg de penetracdo, quando
da penetracdo no hospedeiro (EBBOLE, 2007). Todo o aparato bioquimico e
estrutural produzido por M. oryzae tem se mostrado indispensavel ao parasitismo de
plantas hospedeiras.

Diante disso, o0s objetivos deste trabalho foram avaliar os aspectos
morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos relativos a patogenicidade do fungo M.
oryzae em trigo, visando determinar in vitro as condi¢des 6timas de temperatura e
fotoperiodo para o crescimento e esporulacdo dos isolados testados, quantificar a
pressao de turgor exercida pelo apressério no momento da penetracdo do substrato,
verificar a presenca de enzimas extracelulares produzidas pelo patégeno e o papel
de cada uma delas na degradacéo celulolitica e demonstrar a possivel producédo e

acdo de metabodlitos toxicos do fungo em plantulas de trigo.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 A triticultura

O trigo (Triticum aestivum L.) € um cereal pertencente a ordem Poales,
familia Poaceae e tribo Triticeae. O cultivo dessa graminea ocorre amplamente em
todo o mundo, nas mais variadas condi¢cdes geograficas e climaticas. A época de
plantio e colheita é diferente para cada hemisfério, existindo, portanto, trigo de
primavera e inverno. Historicamente, a producdo do cereal no mundo tem como
destino principal o consumo humano e, também, o preparo de racdo animal
(MAGGIAN; FELIPE, 2009).

Segundo dados da FAO (2009), atualmente o cereal € cultivado em 124
paises e é considerado essencial na dieta por concentrar elevado valor energético e
ser rico em carboidratos e proteinas. Por ndo possuir substituto direto, que contenha
ingredientes iguais ou pelo menos semelhantes a ele, a essencialidade do trigo &
assegurada. Maia (1996), afirma que, devido a importancia da cultura para a
alimentagcdo humana, o trigo € chamado de “o mais nobre” dos cereais.

Silva, Ferreira e Nogueira Junior (2004) apontam a cadeia produtiva do trigo
como uma das mais importantes do setor alimenticio, suprindo grande percentual da
necessidade de alimentos das popula¢des, inclusive a brasileira. Desde o cultivo até
o beneficiamento do material colhido — englobando a producédo de pédes, massas,
biscoitos — a cultura é fonte geradora de emprego e renda a inUmeras familias
envolvidas no sistema de producéo do cereal.

Conforme Rossi e Neves (2004), a triticultura ja ocupou posicao de destaque
na agricultura brasileira em periodos anteriores. Todavia, problemas fitossanitarios,
de politicas publicas e de coordenacdo da cadeia produtiva acabaram por
desestimular os agricultores, o que conduziu ao decréscimo gradual do cultivo de
trigo e o aumento da dependéncia externa a partir de 1990.

O consumo anual de trigo no Brasil tem se mantido em torno de 10 milhdes
de toneladas, o dobro do que é produzido pelo pais. Cerca de 90% da producéo
nacional deste cereal esta concentrada na regido sul. Contudo, a cultura vem sendo
introduzida paulatinamente na regido do cerrado, sob irrigacdo ou sequeiro
(EMBRAPA, 2012).
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Inimeros sé@o os desafios da triticultura brasileira. As doengas que incidem
sobre a cultura do trigo sdo apontadas como um dos principais fatores limitantes a
sua producédo. Devido a enorme variabilidade climatica do pais com periodos mais
guentes e prolongadas estacdes chuvosas, mesmo nas regides indicadas ao cultivo
do cereal, ha grande quantidade de microrganismos patogénicos a cultura que sédo
corresponsaveis pela queda da produtividade nas lavouras. Essas doengas podem
ser, de forma bem generalista, classificadas em doencas do sistema radicular e
doencas da parte aérea e, dentre as doencas da parte aérea, a brusone, causada
pelo fungo Magnaporthe oryzae, tem se configurado como uma das mais danosas a

cultura.

2.2 Etiologia da brusone do trigo

O agente causal da brusone em trigo € o fungo Magnaporthe oryzae, que
corresponde ao estadio teleomorfico de Pyricularia oryzae. O fungo pertencente ao
filo Ascomycota, classe Sordariomicetes, ordem Magnaporthales e familia
Magnaporthaceae (MACIEL, 2011). Apresenta conidios piriformes com apice estreito
e base abaulada. S&o, geralmente, trisseptados, com ocorréncia rara de uno ou
bisseptacao (TALBOT, 2003). Apresenta conidio hialino com germinacao das células
da extremidade, sendo de observacdo praticamente nula a germinacdo da célula
central. Na extremidade da hifa germinativa, forma-se um apressorio bem
desenvolvido, arredondado e melanizado (HOWARD; VALENT, 1996). O fungo
forma colbnias diversificadas com coloracdes que variam do branco ao cinza escuro,
com muita ou pouca producdo de micélio, sendo essa caracteristica variavel em
funcdo do meio de cultivo utilizado para o crescimento do patégeno (BEDENDO;
PRABHU, 2005).

O entendimento das condicbes ambientais ideais para o desenvolvimento de
um determinado microrganismo € importante quando se pensa na adocdo de
medidas de controle da doenca. A temperatura Otima para a esporulacdo de M.
oryzae esta em torno dos 28°C, muito embora possa ser observada desde os 10°C
até os 35°C (ALVES; FERNANDES, 2006). A liberacdo de esporos ndo € muito
influenciada pela temperatura, o que normalmente acontece na faixa de 15 a 35°C
(DIAS NETO et al., 2010). Os esporos germinam eficientemente em temperaturas

compreendidas entre 25 e 28°C e a umidade tem importante papel na producdo de
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conidios sobre lesdes e no desenvolvimento do micélio, sendo requerida na faixa
dos 93% (MOSS; TREVATHAN, 1987). A presenca de agua livre € uma demanda
gue, se nao suprida, desfavorece a germinacdo do conidio. Alternancia luminosa
tem grande importancia sobre a producdo de esporos, pois estes comecam a ser
liberados assim que escurece (BEDENDO; PRABHU, 2005).

M. oryzae é um patdgeno que apresenta enorme variabilidade com relacéo
as caracteristicas culturais, exigéncias nutricionais e patogenicidade (BEDENDO;
PRABHU, 2005; DIAS NETO et al., 2008; LEUNG et al., 1988). A sobrevivéncia do
fungo pode acontecer na forma de micélio ou conidio, em restos de cultura,
sementes, hospedeiras alternativas e plantas de trigo que permanecem no campo. A
disseminacdo do conidio acontece, principalmente, através do vento e, quando
depositado na superficie de um novo hospedeiro, o fungo pode iniciar o processo de
infeccdo (BEDENDO; PRABHU, 2005; TALBOT, 2003).

2.3 Ciclo de vida

Durante o seu ciclo de vida, o fungo M. oryzae produz conidioéforos aéreos e
na ponta destes se formam, em arranjo simpodial (crescimento lateral), os conidios,
tri ou bicompartimentados (mais raros), hialinos e de formato piriforme. Estes dar&o
origem ao in6culo para os ciclos secundarios de infec¢do (Figura 1) (EBBOLE,
2007). Ao alcancar a superficie do hospedeiro, o conidio permanece firmemente
aderido ao substrato gracas a mucilagem produzida na ponta mais afilada do esporo
(HAMER et al., 1988). Durante a conidiogénese, o material que originara a gota de
mucilagem formada pelo conidio, fica em um espaco periplasmatico na ponta da
estrutura (Figura 2a) (BRAUN; HOWARD, 1994). Assim que 0O esporo atinge a
maturidade, a parede que envolve o septo apical (regido mais afilada) do conidio se
rompe e a mucilagem pode ser observada na estrutura ainda quando esta se
encontra afixada ao conidiéforo (HOWARD; VALENT, 1996). Este material serve
para a fixacdo do fungo na superficie do hospedeiro de maneira ndo especifica
(HAMER et al., 1988).
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Figura 1 — Ciclo de vida do fungo Magnaporthe oryzae. (a) Conidios sdo organizados de maneira
simpodial em conidi6foros aéreos; (b) o conidio se adere a superficie do hospedeiro
usando a mucilagem presente na ponta da estrutura; (¢) germinacdo do conidio e
producdo do tubo germinativo na matriz extracelular; (d) o apressorio melanizado é
formado e este contém os materiais advindos da autdlise do tubo germinativo e do
conidio; (e) o peg de penetracdo exerce grande pressdo de turgor no substrato para
penetrar a cuticula da planta e a parede celular do hospedeiro. O peg de penetracao
origina a hifa infectiva que tem a aparéncia bulbosa, e se ramifica dentro da célula. O
movimento para a préxima ceélula ocorre especificamente por meio dos plasmodesmas.
Adaptado de Ebbole (2007)

Apo6s aderido ao substrato, o conidio germina formando um fino tubo
germinativo que, em sequéncia, achata-se e prende-se ao hospedeiro antes da
diferenciac@o do apressério (WILSON; TALBOT, 2009). A medida que o apressorio
formado amadurece, o conidio entra em colapso e morre em um processo
programado de autdlise (Figura 2b) (TALBOT, 2003). Com isso, 0 apressorio se
torna melanizado e desenvolve substancial pressao de turgor. Devido a grande forca
exercida pela estrutura, um fino peg de penetracdo é formado na base do apressorio
e, auxiliado por enzimas extracelulares, perfura a cuticula do hospedeiro e invade a
epiderme de plantas de trigo (Figura 2c) (CARACUEL-RIOS; TALBOT, 2007). A
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infeccéo de tecidos da planta ocorre por meio de hifas invasivas de formato bulboso,
que invaginam a membrana plasmética das células de trigo e invadem as células da
epiderme. O movimento célula a célula pode ocorrer, inicialmente por meio de
plasmodesmas (EBBOLE, 2007).

Figura 2 — Micrografia eletrdnica de transmissdo mostrando (a) o conidio do fungo Magnaporthe
oryzae com formacédo de mucilagem na extremidade mais afilada da estrutura (spore tip
mucilage - STM) e apéndice basal indicado pela seta vermelha; (b) a formagéo do
apressorio do fungo com subsequente autélise do conidio (Co) e do tubo germinativo
(Gt); (c) poro (p) formado pelo peg de penetracdo em membrana de poliéster, observado

apos remogao do apressorio por sonicagdo. Adaptado de Howard e Valent (1996)

A formacdo de lesdes acontece entre 72 e 96 horas apds a infeccdo. A
esporulacdo somente acontece sob condi¢Ges ideais de umidade, que se encontra
na faixa dos 93%. Conidios sdo destacados dos conidioforos aéreos ajudados,
principalmente, pelo vento e respingos de chuva, podendo encontrar um novo
hospedeiro dando inicio ao ciclo secundario da doenca (WILSON; TALBOT, 2009).
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2.4 Sintomatologia

O principal sintoma da brusone em trigo é a ocorréncia de espigas
esbranquicadas na sua metade superior, a partir do ponto de penetracdo do
patdbgeno e, sobre este, na raquis, ocorre uma lesdo preta brilhante com
consequente morte da espiga na regido localizada acima desse ponto de infeccéo
(REIS; CASA; FORCELINI, 2005).

Ocasionalmente, no limbo foliar, sdo observadas lesdes elipticas de bordos

cloréticos e centros acinzentados decorrentes da infeccéo por M. oryzae (Figura 3).

2l

Figura 3 — Sintomatologia expressa por plantas de trigo parasitadas por Magnaporthe oryzae. (a)

Espiga com morte de espiguetas acima do ponto de infec¢cdo e presenca de sinais do
patdgeno evidenciada pela presencga de micélio cinza (seta vermelha); (b) leséo foliar de
formato eliptico com centro acinzentado caracteristica da brusone em trigo. Fonte:
Embrapa Trigo

2.5 Parasitismo: como o fungo ataca a planta

Fungos fitopatogénicos desenvolveram, ao longo do processo evolutivo,
inUmeros mecanismos para alcangarem os tecidos internos da planta. No caso deste

grupo de patdégenos em especial, a infecgcdo pode ocorrer através de aberturas
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naturais, ferimentos e varios mecanismos de penetracdo direta pela superficie
intacta do hospedeiro (AIST, 1981; HARDHAM, 1992; HOWARD, 1996).

O fungo M. oryzae executa uma série de estratégias metabdlicas a partir do
momento em que o conidio entra em contato com a folha cerosa ou com a espiga do
trigo. Se bem sucedidas, essas estratégias levam a formacdo de lesdes
esporulantes (HOWARD; VALENT, 1996; TALBOT; EBBOLE; HAMER, 1993). Um
isolado virulento cresce intracelularmente, invadindo as células da epiderme
adjacentes a primeira célula infectada, bem como, as células subjacentes do
mesofilo. O patdbgeno pode comprometer uma area superior a 10% do tecido vegetal
suscetivel em apenas 3 dias apos a infeccdo. Em seguida, lesdes esporulantes
aparecem liberando milhares de conidios ao longo do dia, reiniciando um novo ciclo
da doenca (WILSON; TALBOT, 2009).

Em arroz, o fungo é reconhecido por ser o mais destrutivo da cultura. Em
trigo, a brusone apresenta grande ameaca j4 tendo sido registradas perdas de
produtividade maiores do que 70% no Brasil (GOULART,; PAIVA, 1992). O
sequenciamento génico do fungo foi, sem duvida alguma, um passo importante nos
estudos que visam o claro entendimento dos passos metabdlicos usados pelo
patdgeno para causar doenca (DEAN et al., 2005). Hoje, M. oryzae € o principal
microrganismo modelo para o entendimento das bases moleculares das doencas
fungicas que acometem as plantas (EBBOLE, 2007; STERGIOPOULUS; WIT, 2009).

2.5.1 Estruturas de infeccao

Os fungos usam diferentes estruturas para penetrar diretamente a superficie
da planta hospedeira, dentre estas, destacam-se as hifas e tubos germinativos,
zoosporos encistados e estruturas elaboradas de fixacdo (EBBOLE, 2007). Cada
uma dessas estruturas pode se utilizar de uma série de estratégias que sao
definidas pelas caracteristicas de cada patdbgeno e do substrato em que se
encontram depositadas (HOWARD; VELENT, 1996).

No caso do fungo M. oryzae, uma sequéncia morfogenética especifica e,
portanto, uma expressao génica diferencial, parece estar ligada como uma unidade
gue representa a expressdo de todos os eventos iniciais requeridos pelo patégeno
para a infeccdo da planta (BOURETT; HOWARD, 1990; DEAN et al., 2005;
HOWARD; BOURETT; FERRARI, 1991; JELITTO; PAGE; READ, 1994). Um
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conidio, esporo assexual que dissemina o patégeno no campo, germina formando
um ou mais tubos germinativos. Apds algumas horas, o 4pice do tubo germinativo se
achata e dilata formando o apressério que, em seguida, origina o peg de penetracdo
(BECHINGER et al.,, 1999). Este dultimo perfura a superficie do hospedeiro
alcancando as células subjacentes da epiderme da planta. Apds a penetracdo, o
fungo inicia o desenvolvimento de outra estrutura distinta, a hifa infectiva (TALBOT,
2003). Cada uma dessas estruturas e o seu papel preponderante no parasitismo da

planta hospedeira estdo descritas a seqguir.

2.5.1.1 Conidio

A conidiogénese tem inicio a partir do momento em que os conidiéforos
emergem dos estdmatos presentes nos tecidos das plantas infectadas ou por
erupcgdo direta pela cuticula do hospedeiro advinda de células adjacentes a esta,
infectadas pelo patégeno (HOWARD, VELENT, 1996).

A superficie cuticular das gramineas em geral, normalmente carrega um
revestimento de cristais de cera (ZEE, 1981), que rasgam a cuticula nos locais onde
se depositam e facilitam a saida de conidiéforos a partir do hospedeiro doente.
Inicialmente, microconidios holoblasticos e ovalados se formam em arranjo simpodial
nas extremidades dos conidi6foros sendo que, jA nos estagios iniciais do
desenvolvimento da estrutura, s&o facilmente diferenciados das células
conidiogénicas devido ao arranjo caracteristico que assumem na ponta do
conidiéforo (EBOLE, 2007; WILSON; TALBOT, 2009; TALBOT, 2003). Conidios
maduros sdo, normalmente, trisseptados, piriformes e apresentam um apéndice

basal no ponto de ligacdo da estrutura ao conidioforo (Figura 2a).

2.5.1.2 Mucilagem (Spore tip mucilage - STM)

A gota de mucilagem é formada no conidio maduro, antes do seu
desprendimento do conidioforo. O material que, sob condicbes de alta umidade,
origina uma goticula de mucilagem na parte mais afilada do conidio de M. oryzae, foi
visualizado pela primeira vez a partir da utilizagcdo de técnicas de criofixacdo por
congelamento e microscopia eletronica de transmissdo (BRAUN; HOWARD, 1994).

Posteriormente, foi descoberto que o material responsavel pela formacdo da
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mucilagem nos conidios desse fungo estd presente na regido periplasmética na
parte mais afilada do conidio, sendo extravasada momentos antes da liberagdo do
esporo preso ao conidioforo (HOWARD; VALENT, 1996). Esse material
mucilaginoso serve de substancia adesiva auxiliando, portanto, o conidio a fixar-se a
uma superficie cerosa, no momento em que ambos, conidio-substrato, entram em
contato, de maneira ndo especifica (HAMER et al., 1988).

A mucilagem forma uma fina e viscosa ‘almofada’ na superficie do substrato
e fixa, firmemente, o conidio pelo apice. Uma vez aderido, tentativas de desprender
o conidio da superficie do hospedeiro sdo vas (HAMER et al., 1988). In vitro, a
produgdo de mucilagem varia em funcdo da idade da cultura, do isolado e das

condicbes de cultivo.

2.5.1.3 O apressorio e o papel da melanina no estabelecimento do parasitismo

A estrutura basica do apressério produzido pelo fungo M. oryzae, foi bem
detalhada no trabalho publicado por Howard e Ferrari (1989). A estrutura apresenta
forma de cupula e uma complexa e rigida parede celular (EBBOLE, 2007).

O conidio de M. oryzae germina em presenca de agua livre dando origem a
um tubo germinativo 30 minutos apds o contato com o substrato (BOURETT,;
HOWARD, 1990; HAMER et al., 1988). Normalmente, o tudo germinativo é originado
a partir das células da extremidade do conidio, sendo que, raramente se observa a
elongacdo dessa estrutura a partir da célula central (HOWARD; VALENT, 1996). O
desenvolvimento do tubo germinativo sobre a superficie da planta parece estar
associado com o material presente na matriz extracelular (JONES; BALEY;
O’CONELL, 1995; XIAO et al., 1994), além disso, essa estrutura cresce firmemente
aderida ao substrato (HAMER et al., 1988; WILSON; TALBOT, 2009). Um grupo de
vesiculas citoplasmaticas pode ser encontrado na parte apical do tubo germinativo,
proximas ao substrato, no momento da elongacdo do tubo, denominadas
Spitzenkdrper. Tais vesiculas estdo relacionadas a sintese da parede da hifa
durante o processo de crescimento apical (LOPES-FRANCO; HOWARD; BRACKER,
1995).

Apbs a elongacédo do tubo germinativo, a extremidade da estrutura comeca a
inchar e dobrar, formado “ganchos” (BOURETT; HOWARD, 1990) marcando, com

isso, o inicio da formacéo do apressorio, que se da, geralmente, 2 a 4 horas apés a
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disseminacdo do conidio e deposi¢cdo deste no hospedeiro (HOWARD; VALENT,
1996). Na base do apressorio que fica em contato com a cuticula da planta, esta o
poro apressorial, onde a parede celular € mais fina, apresentado um diametro que
gira em torno de 5-10 um, didmetro maior que do peg de penetracdo que penetra
diretamente pela cuticula do hospedeiro (HOWARD; VALENT, 1996). O diametro do
peg de penetracdo esta na faixa dos 0,5-0,7 um, concentrando a pressao de turgor
produzida pelo apressorio em uma area infima da superficie celular da planta, o que
aumenta bastante as chances da penetracdo direta do patégeno no hospedeiro
intacto (EBBOLE, 2007).

O apressorio completamente formado se apresenta como uma estrutura
melanizada. Os microrganismos normalmente sintetizam melaninas através de
fenoloxidases como tirosinases, lacases e catecolases, ou através da via das
policetideo-sintases (BUTLER; DAY, 1998; KROKEN et al., 2003). Os dois tipos
mais comuns de melaninas em fungos sdo as DNH-melaninas (denominacéo devida
a um de seus intermediarios metabolicos, o 1,8-diidroxinaftaleno) e a dopa-melanina
(denominacdo devida a um de seus precursores, a L-3,4-diidroxifenilalanina)
(HOWARD; FERRARI, 1989; SCHIAVE, 2007), sendo que o 1,8-diidroxinaftaleno € o
precursor imediato da melanina em M. oryzae (BELL; WHEELER, 1986; KUBO;
FURUSAWA, 1991; POLAK, 1990). A parede do apressorio do agente etiolégico da
brusone em trigo € de, aproximadamente, 100 nm de espessura, € apresenta, na
parte interior, uma camada de melanina em torno de 20 nm, sendo que esta nao se
estende até a regido do poro apressorial em contato com a cuticula do hospedeiro
(HAMER et al., 1988, 1991; HOWARD; FERRARI, 1989; HOWARD; VALENT, 1996)
(Figura 4).
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Figura 4 — Micrografia eletrdnica representando o corte transversal de um apressério produzido pelo
fungo Magnaporthe oryzae em contato com o substrato. As setas indicam a camada de
melanina na parte interna da estrutura. A auséncia da substancia pode ser observada na

parte inferior da micrografia. Fonte: Howard e Valent, 1996

A presenca de melanina no apressorio € peca chave do parasitismo de M.
oryzae, pois ela forma uma barreira efetiva ao movimento de solutos. A agua pode
difundir-se através da camada de melanina, entretanto, o pigmento serve como uma
barreira semipermeavel ao movimento de ions e outras moléculas menores em
ambos os sentidos (entrada e saida) (MONEY; HOWARD, 1996).

Carboidratos e lipidios sdo mobilizados do conidio para o apressorio e a
quebra dessas moléculas no interior da estrutura leva ao aumento da concentracao
de solutos em seu interior. O glicerol é o principal soluto presente no interior do
apressorio e pode ser encontrado na concentracdo de, aproximadamente, 3 M
(HOWARD; FERRARI, 1989; HOWARD; VALENT, 1996).

A manutencdo dessa alta concentracdo de polidéis em solucdo requer uma
grande quantidade de agua, que pode atravessar pela parede do apressorio através
da camada de melanina. Na medida em que o glicerol ndo pode ser retirado do
interior da estrutura devido a parede melanizada do apressoério, uma alta presséo de
turgor é gerada quando ha agua disponivel (EBBOLE, 2007). Por isso, a parede do
apressorio precisa ser bem rigida para suportar tdo elevada pressdo (EBBOLE,
2007; HOWARD, VALENT, 1996; MONEY; HOWARD, 1996). Se a concentracéo

extracelular de solutos aumenta ao ponto da concentracdo extra-apressorial ser
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maior do que a intra-apressorial, a 4gua se desloca para fora do apressoério e como
resultado tem-se o colapso da estrutura (HOWARD; FERRARI, 1989).

2.5.1.4 Acdo mecanica na penetracao: pressao de turgor do apressorio

A pressdo de turgor exercida por estruturas fungicas de infec¢éo, quando
maior do que a pressao no interior das células do hospedeiro, tem papel importante
durante a penetracdo (HOWARD; VALENT, 1996). Alguns fungos sdo capazes de
causar deformacdes na superficie do substrato ao qual se depositam, entretanto, 0s
mecanismos de geracgao e aplicacao de forcas provenientes da pressao de turgor, e
o papel desses mecanismos durante a penetracdo do hospedeiro, ainda necessitam
de estudos (TALBOT, 2003). No caso do fungo M. oryzae, pressdes mecanicas
derivadas da elevada pressao osmética gerada no interior do apressério melanizado
e firmemente aderido ao hospedeiro s&o essenciais ao processo de infecgdo (DEAN
et al., 2005; HOWARD et al., 1991; MONEY; HOWARD, 1996; WILSON; TALBOT,
2009).

Ao que parece, a pressao de turgor apressorial € um requesito obrigatério
para alguns fungos iniciarem o processo de penetracdo e subsequente colonizacao
através dos tecidos da planta, a ndo ser que, cutinases e enzimas celuloliticas
tenham liquefeito a cuticula, a parede celular e outras barreiras a entrada do
patégeno (EBBOLE, 2007; MONEY, 1995). O aspecto enzimético da penetracéo
fungica é particularmente complexo, uma vez que, o patdégeno pode utilizar diversas
enzimas, codificadas por multiplos genes para transpor as barreiras impostas pela
planta (DEAN et al.,, 2005). Experimentos que utilizam superficies sintéticas
resistentes — como as membranas de poliéster, que ndo sdo degradadas
biologicamente — apontam para a capacidade de determinados patdégenos, inclui-se
aqui o fungo M. oryzae, de transpor barreiras fisicas apenas com a presséao de turgor
(OKU, 1994; XIAO et al., 1994). Entretanto, esta é apenas uma das armas usadas
pelos fungos, tendo em vista que estes se utilizam também de enzimas
extracelulares para degradar a superficie do hospedeiro (HOWARD; VALENT, 1996;
PASCHOLATI, 2011; WALTON, 1994).
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2.5.1.5 Peg de penetracao

Apoés os eventos que culminam com o desenvolvimento e melanizacdo do
apressorio, e um periodo relativo de quiescéncia, o poro apressorial € coberto pela
deposicdo de uma nova parede na forma de involucro da abertura (BOURETT,;
HOWARD, 1990). O peg de penetracdo, que emerge dessa nova parede, é a
estrutura que efetivamente perfura a superficie do hospedeiro e transporta os
componentes do apressoério para o interior das células epidermais da planta
(HOWARD; VALENT, 1996).

O peg é cercado por uma parede de camada simples, que se liga a lectinas
do tipo concanavalina A e aglutininas do gérmen de trigo presentes na célula do
hospedeiro (BOURETT; HOWARD, 1990), entretanto, a presenca e funcdo da
parede na extremidade do peg ainda € algo que carece de pesquisas (EBBOLE,
2007; KOGA, 1994).

O peg de penetracdo € uma estrutura que apresenta um didametro médio de
0,7 um, sendo considerada uma protuberancia celular de crescimento apical
(HOWARDO, VALENT, 1996), completamente diferente morfologicamente de uma
hifa somatica e um tubo germinativo (TALBOT, 2003).

Apés a penetracdo da cuticula e da parede celular da planta, o fino peg
robustece para dar origem a hifa primaria de infeccdo que, em sequéncia, diferencia-
se formando a hifa secundéaria de aspecto bulboso, que possibilita a coloniza¢do do
patdgeno no tecido da planta hospedeira (HEATH et al., 1990, 1992; KOGA, 1994).

2.5.2 Enzimas extracelulares

Enzimas sao proteinas de alto peso molecular, constituidas de longas
cadeias de aminoacidos, responsaveis pela catalise das reacdes anabdlicas e
catabdlicas nas células dos seres vivos (PASCHOLATI, 2011).

Neste contexto, cutinases sdo esterases, com residuo de serina no sitio
catalitico, que rompem as ligacdes ésteres entre as moléculas presentes na cutina,
substrato natural da enzima, liberando, como produto da acdo enzimatica,
mondmeros e oligbmeros derivados de acidos graxos. De maneira geral, apresentam
especificidade por ésteres de alcool primario, 0s quais se mostram abundantes no
polimero (PASCHOLATI, 2011). Trabalhos como o de Dickman e Patil (1986)



30

demonstraram a importancia da cutinase para a patogenicidade, quando se observa
gue isolados de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz e Sacc, deficientes em
cutinase, ndo produziam doenca sobre a superficie intacta de frutos de mamoeiro. O
inverso era observado em mamdes que apresentavam injarias na superficie de
contato com o patdgeno.

Os fungos durante a penetracdo e colonizacdo encontram e atravessam as
paredes celulares dos hospedeiros. A maioria deles produz enzimas celuloliticas que
auxiliam no processo de degradacdo da parede celular. Os polissacarideos
constituintes das paredes celulares tém sido tradicionalmente divididos em
substancias pécticas, hemicelulose e celulose, com base na solubilidade e ndo na
composicdo quimica (PASCHOLATI, 2011).

A celulose é um polissacarideo de cadeia longa (1-3 um), formada por
moléculas de glicose em ligagdes B-1,4 e se constitui no principal componente
estrutural das paredes celulares dos vegetais (até 30% nas paredes primarias e
acima de 40% em plantas lenhosas). O processo de degradacao deste polimero por
um fungo fitopatogénico passa por trés etapas principais, na primeira, uma enzima
denominada 3-1,4 D-glucanase, agindo ao acaso, rompe as ligacdes glicosidicas da
cadeia de glucana. Em seguida, as extremidades nao redutoras expostas tornam-se
substratos para a [3-1,4-D-glucana-celobiohidrolase, a qual libera moléculas de
celobiose. Por fim, a hidrélise da celobiose em glicose é catalizada pela B-
glicosidase facilitando a passagem do fungo fitoparasita (PASCHOLATI, 1995).

Os ensaios pioneiros sobre os mecanismos de acédo das celulases foram
realizados por Reese, Siu e Levinson (1950), onde foi proposto o conceito C;-Cy
para a degradacdo da celulose. Os autores afirmaram que, a fracdo C,, seria
responsavel pela degradacao da celulose na forma cristalina, resultando em cadeias
lineares mais curtas, enquanto que a fragdo Cy seria responsavel pela degradacéao
das formas amorfas (SCHWAN-ESTRADA, 1997). Posteriormente, este conceito foi
substituido por um complexo constituido de trés enzimas: endo-p-1,4-glucanases,
exo-B-1,4-glucanases e B-glicosidases.

As endo-B-1,4-glucanases ou [-1,4-glucan-glucohidrolases séo também
conhecidas como carboximetilcelulases, Cy ou endocelulases. Essas enzimas atuam
internamente sobre o polimero de celulose, hidrolisando-o0 ao acaso e formando

hY

oligossacarideos. Tal processo torna a celulose predisposta a acdo de



31

exoglucanases, devido a criacdo de novos sitios reativos para esta enzima
(SCHWAN-ESTRADA, 1997).

As exo-B-1,4-glucanases ou [B-1,4-glucan-celobiohidrolases sdo também
conhecidas como avicelases, celulases C; ou exocelulases. Essas enzimas atuam
sobre a celulose cristalina solubilizando-a (celulose suscetivel), através da remocéo
de unidades de celobiose da cadeia, mecanismo este conhecido como exo-
eliminacdo (SCHWAN-ESTRADA, 1997).

Diversos autores destacam a ocorréncia de um mecanismo sinergistico entre
as endo e exoglucanases, no qual a atividade de um componente enzimatico é
favorecida pela acdo hidrolitica do outro (ENARI, 1983; ISAAC, 1992; RYU;
MANDELS; 1980). A atividade de tais enzimas tem sido relatada para inidmeros
microrganismos como  Sporotrichum  pulverulentum Novobr (STREAMER,;
ERIKSSON; PETTERSSON, 1975), Talaromyces emersonii Stolk (MCHALE;
COUGHLAN, 1980), Sclerotium rolfsii Sacc. (SADANA; PATIL, 1985) e Penicillium
decumbens Thom (LIU et al., 2013).

A B-glicosidase € comum em plantas, fungos, bactérias e tecidos animais,
sendo a Ultima enzima a atuar no processo de degradacéo da celulose (HIRAYAMA;
NAGAYAMA; MATSUDA, 1978). Também conhecida como celobiase, esta enzima
atua sobre a hidrélise da celobiose, originada da acdo das endo e exoglucanases
sobre a celulose, resultando em mondémeros de glicose. As B-glicosidases fungicas
apresentam massas moleculares na faixa de 32 kDa a 440 kDa (BODENMANN;
HEINIGER; HOHL, 1985; CAO; CRAWFORD, 1993; SHWAN-ESTRADA, 1997).

Hirayama, Nagayama e Matsuda (1978) conseguiram purificar e demonstrar
as propriedades da B-glicosidase GB-1 obtida de um isolado do fungo Pyricularia
grisea Sacc. crescido em meio rico em celulose, 0 que evidenciou a importancia e
acao da enzima para o estabelecimento das relacdes parasitarias estaveis no caso

da brusone dos cereais.

2.5.3 Producédo de metabdlitos toxicos: o papel das fitotoxinas

As fitotoxinas sdo compostos secundarios de baixa massa molecular,
produzidos por fitopatdgenos com a capacidade de afetar o metabolismo da célula
hospedeira e sua estrutura, a ponto de causar a sua morte. Essas moléculas podem

ser vistas como fatores de patogenicidade ou estarem relacionadas a agressividade
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dos patogenos. Agem em diferentes sitios em nivel celular, alterando a
permeabilidade e/ou potencial das membranas, acarretando mudancgas no equilibrio
ibnico, perda de eletrélitos e aumento na respiracdo. Varias toxinas sao
reconhecidamente relacionadas a patogénese, sendo as mais estudadas as toxinas
HV (victorina), HS (helminthosporosideo), faseolotoxina e tabtoxina (PASCHOLATI
et al., 2008; PASCHOLATI, 2011).

Trabalhos realizados por Tsurushima et al. (2010) demonstraram que a
toxina produzida pelo anamorfo do agente etiologico da brusone, P. grisea (sin. P.
oryzae), induzia clorose em folhas de aveia quando estas eram incubadas sob luz
constante caracterizando a importancia dessas substancias na manifestacdo dos
sintomas da doenca. Em contrapartida, Aver'yanov, Lapikova e Lebrun (2007)
avaliaram o efeito do acido tenuazénico, toxina produzida por Magnaporthe grisea
(Hebert) Barr (sin. Magnaporthe oryzae), aplicado em mistura com esporos do
mesmo fungo e verificaram que a substancia induziu resisténcia local contra a
doenca reduzindo o numero de lesBes compativeis. A participacdo de espécies
reativas de oxigénio produzidas pelo hospedeiro parece integrar 0 processo,
contudo, os efeitos destes agentes eliciados pela presenca do &cido tenuazénico
ainda nédo foram estudados.

2.6 Origem da brusone do trigo

A brusone do trigo € uma doenca surgida recentemente no Brasil, tendo a
sua primeira observacao sido efetuada no estado do Paranid em 1985 (IGARASHI et
al., 1986), sendo, logo em seguida, relatada em outras regifes produtoras de trigo
no pais (GOULART; PAIVA; MESQUITA, 1990; GOULART, PAIVA, 1993; PRABHU,;
FILIPPI; CASTRO, 1992; PICININI; FERNANDES, 1990; URASHIMA; KATO, 1994).
Devido a importancia da brusone em arroz, a relagéo entre esta e a brusone do trigo
sempre foi foco de varios questionamentos sobre qual foi o hospedeiro responsavel
pela origem da doenga, entretanto, o completo entendimento da interacdo patdégeno-
hospedeiro, para ambas as culturas, € de ocorréncia recente (DEAN et al., 2005;
IGARASHI et al., 1986). Inicialmente, a brusone do arroz foi indicada como a fonte
da brusone do trigo (MEHTA et al., 1992). Entretanto, estudos envolvendo
comparacdes genéticas mostraram que existiam enormes diferencas entre isolados
obtidos de espécies vegetais diferentes (BRUNO; URASHIMA, 2001; VALENT,
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1990). Ceresini et al. (2011) compararam geneticamente populacdes simpatricas de
M. oryzae adaptadas ao trigo e ao arroz no Brasil, por meio de marcadores do tipo
microssatélites. Os pesquisadores descobriram que existia baixissima migracao
histérica entre as duas populacdes de M. oryzae. Considerando as populagbes
separadamente, a descoberta sugere que a populacdo brasileira de M. oryzae
adaptada ao trigo veio, provavelmente, de uma populacdo desconhecida do fungo
infestante de outras poaceas e, dentre estas, ndo se encontra o arroz.

Tem sido verificado que isolados de arroz sdo patogénicos ao trigo, contudo,
o inverso ndo é verdadeiro (MACIEL, 2011). Prabhu, Filippi e Castro (1992)
relataram que nenhuma infeccdo foi observada a partir da inoculagdo de oito
isolados do fungo obtidos de trigo em 30 gendtipos de arroz, incluindo as cultivares
de arroz que compdem a lista internacional para a diferenciacdo de racas de M.
oryzae (ATKINS et al., 1967). Urashima, Igarashi e Kato (1993) verificaram que
nenhum dos 11 isolados de M. oryzae patogénicos ao trigo foram virulentos a 20
cultivares de arroz, incluindo os gendétipos pertencentes ao grupo de cultivares
proposto por Yamada (1976), no Japao, para a identificacéo de racas.

Existem algumas caracteristicas do patdégeno que ajudam a explicar esses
tipos de respostas dos genoétipos de arroz em contato com isolados de M. oryzae do
trigo. O gene de aviruléncia AVR-CO39, originalmente presente em interacdes arroz-
M. oryzae, e associado com a auséncia de infeccdo em genoétipos de arroz que
carregam o gene de resisténcia Pi-CO39, foi encontrado em todos os 150 isolados
do fungo obtido de trigo (CERESINE, 2011). Portanto, os dados indicam que a
presenca do gene Pi-CO39 em gendtipos de trigo pode ser um importante avan¢o no

controle genético da doenca no futuro.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica Fitopatolégica e no campo experimental pertencente ao Departamento
de Fitopatologia e Nematologia, integrante da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” — ESALQ/USP, localizada na cidade de Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

Os ensaios consistiram de varias etapas, conforme descrito a seguir.

3.1 Hospedeiro

Sementes de trigo, cultivares BRS 254 e BRS 264, foram fornecidas por
pesquisadores da EMBRAPA Trigo. Estas passaram por um processo de assepsia
em solucéo de hipoclorito de sédio 5% por 5 min e agua destilada para retirada do
excesso da solugcdo anterior, sendo, logo em seguida, dispostas em rolo de
germinacdao umedecido para a verificacdo da viabilidade do material de propagacao
por meio da taxa de germinacdo de cada cultivar. Além disso, as sementes das
cultivares foram semeadas em vasos plasticos de 0,5 Kg contendo solo autoclavado
+ Plantmax HT® e mantidas em condicdo de casa-de-vegetacdo. A cultivar que
apresentou maior taxa de germinacao e se mostrou mais vigorosa, foi utilizada nos
testes subsequentes, sendo esta, a cultivar BRS 264. Apos a formacéo das espigas,
30 dias ap6s a semeadura, tais plantas serviram para testes preliminares de

patogenicidade dos isolados recebidos (Figura 5).

Figura 5 — Plantas de trigo em casa-de-vegetacao 25 dias apés a semeadura
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3.2 Isolados

Os isolados do fungo Magnaporthe oryzae foram fornecidos por
pesquisadores da EMBRAPA Trigo, apés autorizacdo da secretaria da chefia adjunta
de transferéncia de tecnologia, representada pela senhora Rosana de Fatima Vieira
Lopes. Os isolados recebidos, Py5003 e Py6017, foram transferidos para meio de
aveia e meio batata-dextrose-agar (BDA), incubados em camara tipo BOD
equipadas com lampadas fluorescentes a 25°C, fotoperiodo 12 horas, por 20 dias
(URASHIMA et al.,, 2004). Apés esse periodo, os fungos recebidos foram
transferidos para sementes de cevada sendo, assim, preservados.

3.2.1 Avaliacdo das condi¢cbes oOtimas de temperatura e fotoperiodo para o
crescimento micelial e esporulacdo de Magnaporthe oryzae em

diferentes meios de cultivo

Os isolados foram multiplicados de acordo com a metodologia descrita em
3.2 e utilizados nesta etapa dos ensaios. Discos de micélio (5 mm), contendo o
fungo, foram transferidos para o centro de placas de Petri com 0s meios de cultura
cenoura, milho-cenoura, BDA, aveia e V8 (meio natural composto de 8 vegetais —
tomate, beterraba, aipo, cenoura, alface, espinafre, salsa e agrido) (ZAUZA;
ALFENAS; MAFIA, 2007). As placas foram incubadas em camaras tipo BOD, em luz
continua (lampada fluorescente), escuro continuo e fotoperiodo de 12 horas, nas
temperaturas de 15, 20, 25 e 30 °C, sendo, portanto, 0 experimento realizado para
cada uma dessas faixas de temperatura e fotoperiodo de maneira independente.

As placas foram observadas diariamente e as coldnias fangicas foram
medidas, em sentidos diametralmente opostos, a intervalos de 2 dias por 20 dias.
Para avaliacao da esporulacéo, ao final das observacoes de crescimento micelial do
fungo, as placas foram inundadas com agua destilada e autoclavada (ADA), sendo o
micélio delicadamente raspado com auxilio de alca de Drigalski. Em seguida, a
suspensao foi exposta a luz florescente por 3 dias para a inducdo da esporulacdo. O
delineamento adotado foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x4x5
(isolado x temperatura x meio de cultura). As médias obtidas foram submetidas a

analise de variancia e comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia
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de 5% com o auxilio do programa ASSISTAT. Todos os testes foram realizados em

duplicata.

3.3 Estimativa da presséao de turgor do apressorio

A pressao de turgor do apressorio formado pelos isolados Py5003 e Py6017
do fungo M. grisea foi mensurada pela metodologia proposta por Chen et al. (2004),
gue se baseia na capacidade do apressorio, quando na presenca de diferentes
concentracdes da solucdo de PEG-8000, de se manter integro. A pressao de turgor
foi calculada pela concentracdo de PEG-8000 capaz de causar a lise de 50% dos
apressorios imersos em diferentes concentracdes da solucdo, 30 minutos apés a
interacao.

Os isolados Py5003 e Py6017 foram crescidos em meio de cultivo aveia e,
apos 20 dias, tiveram o micélio delicadamente raspado e posto em condicao de luz
fluorescente continua, por 3 dias, para a inducdo da esporulacdo. ApOs esse
periodo, uma suspensao de conidios foi preparada e calibrada a uma concentracéao
de 10° conidios/mL com auxilio de hemacitémetro tipo Neubauer. Em seguida, 20
mL da suspensédo foram depositados em placas de poliestireno que, apos serem
lacradas com parafilme, foram incubadas em camara tipo BOD, 25°C, fotoperiodo de
12h. Apds germinacao dos conidios e fixacdo dos apressorios (aproximadamente
18h), eliminou-se a agua presente no interior das placas, sendo esta substituida por
diferentes concentracdes da solugcdo de PEG-8000 (25, 30, 35, 40, 45 e 50%).
Finalmente, as placas foram incubadas por mais 30 minutos em BOD, a 20 °C e,
apos esse periodo, o numero percentual de apressorios rompidos foi estimado
(Figura 9).

A pressdo osmotica de solucdes de PEG-8000 nas concentragdes citadas, a
20 °C, situa-se em torno de 1,21; 2,01; 3,16; 4,86; 7,32 e 10,70 MPa,
respectivamente  (http://lpsb.nichd.nih.gov/peg8000temp.htm). O  experimento
consistiu de dez repeticbes para cada concentragdo de PEG-8000 utilizada,
totalizando 60 parcelas. A estimativa do niumero de apressorios rompidos foi feita
com auxilio de microscopia de luz, onde, para cada parcela, era calculado o
percentual de apressorios em colapso/100 apressoérios contados. Ao final da
conferéncia, todas as parcelas de uma mesma concentragcdo foram somadas e

divididas pelo nimero de parcelas do tratamento, gerando, assim, 6 médias, uma
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para cada concentracdo de PEG-8000 avaliada. Este ensaio foi realizado em

triplicata.

3.4 Teor de proteinas totais do micélio

Para a quantificag@o de proteinas totais do micélio dos isolados Py5003 e
Py6017, as mesmas foram extraidas através da maceracdo na presenca de
nitrogénio liquido, seguido pela adicdo de tampao fosfato de potassio 100 mM
(pH=7,5) contendo 1 mM de EDTA e 3 mM de diotreitol, na propor¢cao de 5mM/g de
micélio fresco. O material foi centrifugado a 4 °C durante 45 minutos a 15000 g. O
sobrenadante constituiu o extrato proteico e teve a concentracdo de proteinas
determinada segundo Bradford (1976). A concentracdo de proteinas totais das
amostras foi determinada utilizando-se curva padrdao de albumina de soro bovino

expressa em ug de proteina/mL (APENDICE A).

3.5 Determinacgéo da atividade celulolitica

3.5.1 Atividade da enzima exo-8-1,4-glucanase

Inicialmente, o fungo M. grisea foi repicado para 100 mL de meio de Melin
Norkrans Modificado (MNM) liquido (MARX, 1969). Para induzir a producdo da
enzima, a glicose foi substituida por celulose microcristalina a 1%. Cinco discos de
micélio, com 20 dias de crescimento em MNM, foram colocados em erlenmeyers, 0s
guais permaneceram a 28 °C = 2 °C no escuro, sob agitacdo constante (150 rpm),
durante 30 dias. Para a obtencdo das fontes enzimaticas, com auxilio de pipeta
automatica, foram coletadas aliquotas de 5 mL do meio de cultivo a cada 6 dias, e
conservadas a -20 °C para posteriormente serem utilizadas em ensaios de atividade
celulolitica.

Para se determinar a atividade da exo-B-1,4-glucanase, foi utlizado o
meétodo espectrofotométrico indireto, tendo como base a liberagcdo de moléculas de
glicose a partir do substrato celulose microcristalina (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2003). O método baseia-se na reacdo de 50 pL da fonte enzimética e 450 pL de
celulose microcristalina a 1% em tampéao acetato de sédio 0,05 M (pH = 5,0). A

mistura foi, entéo, incubada por 30 min a 50 °C e a reacao interrompida com adi¢ao
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de 1,5 mL de hidrazida do &cido p-hidroxibenzéico 1% (HAPHB) em alcali (0,5 g de
HAPHB dissolvido em 10 mL de HCI 0,5 M, acrescido de 40 mL de NaOH 0,5 M).
ApoOs incubacéo, a mistura foi mantida a 100 °C por 5 min e, em seguida, resfriada
em gelo (LEVER, 1972). A leitura de absorbancia foi realizada a 410 nm. Foram
utilizadas trés repeticdes por amostra. As leituras de absorbéncia foram plotadas em
curva padrao para a glicose e a atividade enziméatica especifica foi expressa em mg
de glicose/min/mg de proteina (APENDICE B).

3.5.2 Atividade da enzima endo-B-1,4-glucanase

Para a producdo de endo-B-1,4-glucanase, foi utilizado como indutor a
carboximetilcelulose (CMC) a 1%, com ou sem glicose (0,1%), adicionado em meio
liguido MNM. As condic¢des de cultivo foram as mesmas descritas para a exo-p-1,4-
glucanase. A atividade enzimética foi determinada por espectrofotometria indireta,
utilizando-se hidrazida do acido B-hidroxibenzoico 1% (HAPHB) para dosagem de
glicose liberada pela acdo da enzima sobre CMC (LEVER, 1972). A reacdo consistiu
em 50 pL da fonte enzimética (obtida da mesma forma que exo-B-1,4-glucanase) e
450 pL de CMC 1% em tampdo de acetato de sodio 0,05 M (pH = 5,0). Apés 30
minutos de incubacéo, a 50 °C, a reacao foi interrompida pela adicdo de 1,5 mL de
HAPHB. Em seguida, aquecida a 100 °C por 5 min e resfriada em gelo. A
absorbancia da mistura foi determinada a 410 nm (SCHWAN-ESTRADA, 1997
SCHWAN-ESTRADA et al., 2003). Foram utilizadas trés repeticdes por amostra. As
leituras de absorbancia foram plotadas em curva padréo para a glicose e a atividade
enzimatica especifica foi expressa mg de glicose/min/mg de proteina (APENDICE
B).

3.5.3 Atividade da enzima B-glicosidase

Para esta enzima, foram utilizados celobiose 1% e carboximetilcelulose 1%,
tanto como indutores para a producédo da enzima bem como fontes de carbono no
meio de cultivo MNM, mantendo-se, como descrito anteriormente, as mesmas
condicbes de incubacdo para M. oryzae e para a coleta das amostras. A
determinacdo da atividade enzimatica foi feita através do p-nitrofenil-B-D-

glucopiranosideo como substrato. A mistura da reacado, incubada a 50 °C por 30
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minutos, consistiu de 300 mL de p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo 0,02 M em
tampao acetato de sodio 0,05 M (pH = 5,0) e 200 pL da fonte enzimatica. Apds a
incubacdo, com o objetivo de paralisar a reacdo, foram adicionados 500 pL de
solugdo Na,CO3z a 1 M. O p-nitrofenol (o-NP) liberado, como resultado da reacéo
enzimética, foi determinado espectrofotometricamente a 405 nm (DEASHPANDE;
ERIKSSON, 1988; SCHWAN-ESTRADA, 2003). As leituras de absorbancia foram
plotadas em curva padrao para p-nitrofenol e os resultados da atividade especifica

expressos em mg de p-NP/min/ mg de proteina.

3.6 Metabolitos Toxicos

Inicialmente, para a obtencdo dos metabdlitos toxicos, cinco discos de
micélio do fungo (5 mm de didmetro) foram colocados em Erlenmeyers com 100 mL
de meio batata-dextrose (BD). Os frascos foram mantidos a 28 + 2 °C, no escuro e
sob agitacao constante (250 rpm). Aos 5 e 10 dias de incubacao, os meios de cultivo
foram filtrados através de papel de filtro Whatman n°41, sendo os filtrados utilizados

em dois bioensaios descritos a seguir.

3.6.1 Quantificacdo da liberacéo de eletrélitos por condutivimetria

Raizes e folhas de plantulas de trigo, obtidas pelo método do papel
sanduiche (CHILVERS et al.,, 1986), foram seccionadas em fragmentos de
aproximadamente 3 mm de comprimento e colocadas imediatamente em contato
com cada tipo de filtrado, na presenca de uma sonda de condutivimetro (1 g de raiz
ou folha/100 mL do filtrado). Foram tomadas leituras de condutividade (expressas
em micro-Siemens — uS) a cada 20 s, até a estabilizacdo dos valores. O tratamento
controle foi constituido de filtrado de BD, sem a presencga do fungo.

Fragmentos das plantulas de trigo (raiz e folha) foram também expostos
ao filtrado autoclavado. A submissao do filtrado ao processo de autoclavagem (121
°C/1 atm/20 min) visou a observacgao da termoestabilidade deste.

Além disso, os filtrados obtidos do cultivo dos isolados sob agitacéao
constante, como ja descrito anteriormente, foram transferidos para um funil de
separacdo na propor¢cao de 15 mL do filtrado por 25 mL de acetato de etila,

objetivando a separacao dos metabdlitos toxicos (LORIA et al., 2001). Em seguida,
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foi coletada a fracdo referente ao acetato de etila e o filtrado foi novamente
submetido a extracdo em mais 25 mL do solvente. As duas fases do acetato de etila
foram combinadas, desidratadas com sulfato de sodio anidro, e o solvente
evaporado sob vacuo. O pé resultante foi ressuspenso em 2 mL de metanol (extrato
bruto) e utilizado nos ensaios de condutivimetria (GARCIA, 2008). Todos os ensaios

foram realizados em duplicata.

3.6.2 Observacao dos sintomas em plantulas de Triticum aestivum

Plantulas obtidas pelo método do papel sanduiche (CHILVERS et al., 1986),
foram colocadas em tubos de ensaio com o sistema radicular imerso em 3 mL de
cada tipo de filtrado. O conjunto foi mantido a 28 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h de luz
fluorescente até o aparecimento de sintomas em raizes e na parte aérea. Foram
também realizados bioensaios para a observacdo dos sintomas nas plantulas
colocadas na presenca de suspensdo de conidios do fungo (10* esporos/mL). O
tratamento controle consistiu de filtrado obtido em meio BD, sem a presenca do
fungo (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003).

O delineamento adotado foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
(filtrado do isolado Py5003, filtrado do isolado Py6017, suspensao de conidios do
isolado 5003 (SC5003), suspensdo de conidios do isolado Py6017 (SC6017) e
controle BD) e seis repeticbes, configurando arranjo fatorial 5x2 (tratamentos X
periodo de incubacgdo). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias do peso fresco total das plantulas foram comparadas pelo Teste de Tukey
(p=0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo das condicdes o6timas de temperatura e fotoperiodo para o
crescimento micelial e esporulacdo de Magnaporthe oryzae em diferentes

meios de cultivo

Os resultados evidenciaram a incapacidade de crescimento do fungo M.
oryzae, quando submetido a incubacao em condi¢fes de luz continua, independente
do isolado, temperatura de incubacao e meio de cultivo utilizado (Figuras 6 e 7, linha
A).

Em condi¢bes de escuro continuo, os isolados apresentaram crescimento
progressivo, a medida que eram submetidos a uma temperatura maior (Tabela 1;
APENDICE D). Dentro de uma mesma faixa de temperatura, independente do
isolado avaliado, o desenvolvimento do fungo em meio de cultivo aveia apresentou
0s maiores valores médios de crescimento micelial, diferindo significativamente dos
demais tratamentos, exceto quando incubado na temperatura de 30°C onde néo
houve diferenca significativa do isolado Py6017 crescido em aveia ou em BDA e V8
(Tabela 1). Portanto, de maneira geral, pode-se dizer que, para os dois isolados,
observaram-se os maiores valores de crescimento micelial quando ambos foram
incubados a temperatura de 30°C, sendo estatisticamente superiores aos demais
tratamentos. Nao foi constatada nenhuma diferenca estatistica quanto ao
crescimento micelial dos isolados Py5003 e Py6017 quando comparados entre si,
em tratamentos independentes (Tabela 1).
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Tabela 1 — Influéncia da temperatura e meio de cultivo sobre o crescimento micelial (mm) de dois
isolados do fungo Magnaporthe oryzae em condiges de escuro continuo

. . Isolados*
Temperatura Meio de Cultivo

Py5003 Py6017
15°C Milho-Cenoura 12,93 eA 11,35 eA
Cenoura 8,79 eA 7,44 eA
BDA 11,93 eA 12,64 eA
Aveia 22,26 dA 24,7 dA
V8 10,51 eA 11,39 eA
20°C Milho-Cenoura 17,07 dA 17,53 dA
Cenoura 19,91 dA 18,52 dA
BDA 18,49 dA 18,75 dA
Aveia 30,35 cA 29,64 cA
V8 20,03 dA 20,91 dA
25°C Milho-Cenoura 33,92 cA 32,24 cA
Cenoura 35,72 cA 34,06 cA
BDA 36,24 cA 34,39 cA
Aveia 44,76 bA 42,51 bA
V8 35,05 cA 34,51 cA
30°C Milho-Cenoura 44,07 bA 44,26 bA
Cenoura 46,01 bA 44,14 bA
BDA 46,01 bA 46,39 aA
Aveia 53,69 aA 54,57 aA
V8 47,51 bA 46,59 aA

CV% 17,89

*Médias de cinco repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e maiuscula

nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p = 0,05)

Adicionalmente, foi observado que as colonias dos dois isolados, crescidas
em escuro continuo, apresentaram coloracfes que variaram do branco, como as
crescidas em meio V8, ao cinza escuro, a exemplo das colbénias crescidas em milho-
cenoura, cenoura e aveia. Além disso, os isolados crescidos nos meios de cultivo
BDA, aveia e V8 apresentaram colbnias de micélio mais denso e volumoso (Figuras
6 e 7, linha B), contudo, nenhum dos tratamentos havia alcangado os bordos da
placa de Petri apés 20 dias de avaliacdo. A raspagem do micélio e a exposicao
deste a luz fluorescente continua por trés dias, ndo induziu a esporulacdo do
patogeno.

Em fotoperiodo de 12 h, os isolados Py5003 e Py6017 apresentaram
crescimento micelial maior, quanto maior foi a temperatura a que foram expostos

(Tabela 2; APENDICE E). Em todas as faixas de temperatura testadas, o meio de
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cultivo aveia se apresentou como o ideal para o crescimento do fungo M. oryzae,
apresentando valores estatisticamente superiores a maioria dos tratamentos (Tabela
2). Em alguns casos, houve diferencas entre os isolados cultivados em um mesmo
meio de cultivo e em uma mesma faixa de temperatura. Por exemplo, no cultivo em
meio milho-cenoura, cenoura e BDA/ 15°C e em cenoura, aveia e V8/ 25°C,
observou-se maior crescimento micelial do isolado Py5003 quando comparado ao
isolado Py6017. O inverso foi observado para o cultivo em milho-cenoura, BDA e V8/
20°C e milho-cenoura/ 30°C, onde o isolado Py6017 apresentou crescimento micelial
significativamente superior ao isolado Py5003 (Tabela 2). Tanto o isolado Py5003
quanto o isolado Py6017 apresentaram as maiores medias significativas de

crescimento micelial quando submetidos a temperatura de 30°C (Tabela 2).

Tabela 2 — Influéncia da temperatura e meio de cultivo sobre o crescimento micelial (mm) de dois
isolados do fungo Magnaporthe oryzae em condicbes de alternancia luminosa
(fotoperiodo de 12h)

. . Isolados*
Temperatura Meio de Cultivo

Py5003 Py6017
15°C Milho-Cenoura 43,78 eA 33,35B
Cenoura 45,90 eA 34,25 fB
BDA 43,71 eA 36,35 fB
Aveia 53,21 dA 51,50 eA
V8 47,74 eA 49,12 eA
20°C Milho-Cenoura 51,77 dB 62,20 cA
Cenoura 54,59 dA 57,78 dA
BDA 45,57 eB 57,13 dA
Aveia 65,95 cA 67,52 cA
V8 53,66 dB 62,87 cA
25°C Milho-Cenoura 71,28 bA 68,66 bA
Cenoura 73,06 bA 66,00 cB
BDA 67,60 cA 62,47 cA
Aveia 71,00 bA 63,27 cB
\VZ:] 70,77 bA 62,99 cB
30°C Milho-Cenoura 64,36 cB 76,03 aA
Cenoura 69,19 cA 71,21 bA
BDA 67,69 cCA 70,20 bA
Aveia 79,60 aA 79,84 aA
V8 72,32 bA 75,68 aA

CV% 21,28

*Médias de cinco repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e mailscula

nas linhas nédo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p = 0,05)
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As colbnias crescidas em condi¢cdo de alternancia luminosa apresentaram
aspectos distintos em funcao do isolado e meio de cultivo testado. Os dois isolados
crescidos em meio BDA, aveia e V8 apresentaram coldénias mais densas e
volumosas do que as colbnias produzidas pelo cultivo do fungo nos meios milho-
cenoura e cenoura (Figuras 6 e 7, linha C). O cultivo do isolado Py5003 em meio
aveia produziu colénias branco-acinzentadas, lisas e cotonosas, enquanto que, 0
cultivo do isolado Py6017, também em aveia, produziu colbnias cinza-escuras de
bordos esbranquicados, micélio abundante e de crescimento com formacéo de halos
concéntricos, indicando variabilidade de respostas morfolégicas em funcdo dos
isolados testados mesmo quando crescidos em um mesmo meio de cultivo (Figuras
6-4C e 7-4C). A temperatura pareceu nao ter efeito sobre o perfil cromatico das

colbnias.

Figura 6 — Crescimento micelial do isolado Py5003 do fungo Magnaporthe oryzae obtido de trigo, em

diferentes condi¢8es de luminosidade — luz continua (A), escuro continuo (B) e alternancia
luminosa (fotoperiodo de 12h) (C) — e meio de cultivo — milho-cenoura (1), cenoura (2),
BDA (3), aveia (4) e V8 (5) — ap6s 20 dias de incubacao a 25°C
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Figura 7 — Crescimento micelial do isolado Py6017 do fungo Magnaporthe oryzae obtido de trigo, em

diferentes condic¢des de luminosidade — luz continua (A), escuro continuo (B) e alternancia
luminosa (fotoperiodo de 12h) (C) — e meio de cultivo — milho-cenoura (1), cenoura (2),
BDA (3), aveia (4) e V8 (5) — ap0s 20 dias de incubacao a 25°C

Em fotoperiodicidade, os isolados apresentaram alta esporulagéo, atingindo
0 seu maximo quando crescidos em meio de cultivo aveia, incubados a 25°C,
diferindo significativamente dos demais tratamentos. Além disso, o isolado Py5003
mostrou esporulacdo estatisticamente maior do que o isolado Py6017 quando os
dois foram submetidos as temperaturas de 20, 25 e 30°C. Assim sendo, o cultivo de
Py5003, a 25°C, apresentou-se como o tratamento de maior esporulagdo do fungo
neste ensaio (Tabela 3; APENDICE F).
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Tabela 3 — Influéncia da temperatura e do meio de cultivo sobre a esporula¢do de dois isolados do
fungo Magnaporthe oryzae em condi¢6es de alternancia luminosa (fotoperiodo de 12h)

. . Isolados*
Temperatura Meio de Cultivo PY5003+* PY6O17*
15°C Milho-Cenoura 12,0 cA 11,0 bA
Cenoura 12,5cA 10,5 bA
BDA 13,5cA 13,5 bA
Aveia 20,5 bA 15,5 bA
V8 14,0 cA 13,0 bA
20°C Milho-Cenoura 10,5cA 10,0 bA
Cenoura 11,5cA 11,0 bA
BDA 13,0 cA 11,5 bA
Aveia 23,0 bA 14,5 bB
V8 12,0 cA 11,0 bA
25°C Milho-Cenoura 13,0 cA 11,5 bA
Cenoura 13,0 cA 15,0 bA
BDA 12,5cA 16,5 bA
Aveia 33,0 aA 26,5 aB
V8 14,0 cA 14,0 bA
30°C Milho-Cenoura 12,0 cA 12,5 bA
Cenoura 13,0 cA 14,5 bA
BDA 15,5cA 12,5 bA
Aveia 25,0 bA 18,5 bB
V8 13,5cA 16,0 bA
CV% 34,26

*Médias de cinco repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra minUscula nas colunas e mailscula
nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p = 0,05)
**Média x 10° esporos/mL

A composicado e concentracdo de nutrientes no substrato, o requerimento
nutricional e a variabilidade fisiologica do isolado, aléem das condi¢cdes ambientais,
podem influenciar a multiplicacdo de conidios de fungos fitopatogénios. Cruz,
Prestes e Maciel (2009), avaliando a esporulacdo de Pyricularia grisea em diferentes
meios de cultivo e regimes de luz, verificaram que, o isolado utilizado, obtido a partir
da cultivar de trigo ‘BRS-194’, apresentou crescimento em todas as condigdes de
luminosidade oferecidas ao fungo (escuro, luz continua e fotoperiodo de 12h),
entretanto, a esporulagcéo variou tanto em funcéo das condi¢bes de luminosidade
guanto do meio de cultivo usado para o crescimento do patégeno, sendo que, 0s
maiores valores significativos foram observados no meio de farinha de trigo, aveia,

arroz e BSA, em fotoperiodo de 12h.
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A baixa ou auséncia de esporulacéo de Pyricularia grisea (sin. P. oryzae) em
escuro continuo j4 havia sido relatada por Kato e Dimond (1966). De acordo com
esses autores, a producao de conidiéforos na auséncia de luz é mais lenta quando
comparada a presenca de luz e dificilmente gera conidios. Além disso, Namai e
Yamanaka (1985) observaram que a esporulacdo de M. oryzae esta relacionada a
idade da hifa conidiogénica, sendo ausente nas margens das coldnias, onde as hifas
sdo mais novas, abundante na area localizada apdés 10-15 mm, internamente ao
bordo da cultura e decrescente a medida que se aproxima do centro da placa de
Petri.

Netam et al. (2013) avaliando a influéncia de diferentes meios de cultivo,
fontes de carbono, fontes de nitrogénio, temperatura e pH sobre o crescimento
micelial e esporulagéo de P. grisea, isolado de milheto, constataram que o cultivo do
patbgeno na faixa de temperatura que variou dos 25 aos 30°C favoreceu o
crescimento e esporulagdo do fungo, assim como observado neste trabalho. Maior
crescimento vegetativo in vitro para M. oryzae foi observado por Partridge-Metz e
Chandra (2011) quando o fungo foi incubado a 26°C nos meios de cultivo BDA, V8 e
aveia. Além disso, os autores destacaram maior ocorréncia de pigmentacdo do
patégeno quando cultivado nos meios V8 e aveia.

Dias Neto et al. (2010), também avaliando a influéncia do meio de cultivo na
esporulacdo de M. oryzae, além da relacdo da concentracdo de conidios com a
severidade da brusone em arroz, verificaram que gquando cultivado em aveia, 0
fungo apresentou esporulacdo significativamente superior aos demais tratamentos,
assim como observado para os isolados Py5003 e Py6017. Além disso, os autores
citam que a maior concentracdo de esporos proporcionou maior severidade da
doenca em plantas inoculadas com suspensdo de conidios preparadas a partir do
cultivo de M. oryzae em aveia, quando comparadas as plantas inoculadas com
suspensao de conidios preparadas a partir do crescimento do fungo em outros
meios de cultivo. Andrade et al. (2007), trabalhando com Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal de antracnose no mamoeiro e em diversas outras
fruteiras tropicais, verificou que diferentes meios de cultivo, além de ocasionarem
diferencas quanto ao crescimento e desenvolvimento das colonias do fungo, podem
influenciar na severidade do patégeno na cultura. Tais resultados apontam para a

necessidade da escolha correta do meio de cultivo para o preparo e padronizagao
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de in6culo, sendo esta uma das principais dificuldades enfrentadas por grupos de
pesquisa que visam a identificacdo de plantas resistentes as doencas.

As diferencas de respostas morfologicas observadas entre os diferentes
isolados de M. oryzae para crescimento micelial e esporulacéo, independente do
regime luminoso e meio de cultivo utilizado, sdo variaveis devido a enorme
variabilidade genética que a espécie apresenta (DEAN et al., 2005; URASHIMA et
al., 2004).

4.2 Estimativa da pressao de turgor do apressorio

Os resultados demonstraram que os dois isolados do fungo apresentaram
elevada pressdo de turgor no interior de seus apressoérios, importante para a
formacéo do peg de penetragéo e inicio da infeccdo. O isolado Py6017 apresentou
maior pressao de turgor do que o isolado Py5003 e ambas situam-se na faixa dos
7,5 MPa (Figura 8).
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Figura 8 — Presséao de turgor dos apressorios de dois isolados do fungo Magnaporthe oryzae, Py5003
e Py6017

Quanto mais se aumentou a concentragdo de solutos na solugcéo extra-
austorial, maior foi a quantidade de apressoérios rompidos, caracterizados
morfologicamente por uma fissura de cor escura sobre a estrutura de fixacao

(Figuras 9C, D e E). A cor escura da area apressorial em colapso demonstra a
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presenca do pigmento melanina no interior da parede do apressoério que, depois de
rompida, fica exposto.

Figura 9 — Representacdo dos conidios de Magnaporthe oryzae antes (A) e apos (B) a germinagéo.

As setas em vermelho (C, D e E) apontam para o ponto de lise apressorial, apds a
substituicdo da agua pela solugéo de PEG-8000

Esta técnica tem sido amplamente utilizada para a determinacdo da pressao
de turgor apressorial de isolados fungicos pertencentes ao género Colletotrichum,
onde para a espécie de C. acutatum Simmonds, valores na faixa de 6,0 MPa ja
foram descritos (CHEN et al., 2004; LIAO et al., 2012).
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Tentativas anteriores de medicéo direta da pressao de turgor do apressorio
de M. oryzae com o0 auxilio de sonda de presséo foram inuteis devido ao tamanho
reduzido da estrutura (HUSKEN; STEUDLE; ZIMMERMMAN, 1978; MONEY, 1990).
Howard et al. (1991), aplicando técnica semelhante a utilizada neste trabalho,
aferiram que a pressdo de turgor de diferentes isolados de M. oryzae, obtidos de
arroz, estava na faixa de 8,0 MPa, valor proximo ao encontrado para os isolados
Py5003 e Py6017. Ebolle (2007) afirma que a pressdao de turgor apressorial do
agente causal da brusone em gramineas chega a 80 atmosferas ou 800 metros de
coluna d’agua, valores equivalentes a 8,08 MPa.

Money e Howard (1996) confirmaram em seus experimentos que existe
correlacdo entre a pigmentacdo do apressério, a pressdo de turgor e a
patogenicidade de isolados selvagens, produtores de melanina, e mutantes,
deficientes quanto a producdo do pigmento. Enquanto que os isolados mutantes
geravam apressorios capazes de suportar pressao de turgor maxima de 1,92 MPa,
isolados selvagens suportavam valores na faixa de 6,18 MPa, valor 3,2 vezes maior
do que o observado em isolados mutantes. Os primeiros eram incapazes de penetrar
eficientemente membranas de poliéster, enquanto que os selvagens eram altamente
eficientes, formando os chamados “appressorial footprint”, observados a partir da
remocdao do conidio por sonicagdo, como proposto por Howard e Ferrari (1989).

A reproducéao do fungo, desenvolvimento e demais eventos que culminam na
patogenicidade sdo mediados por fatores genotipicos de cada espécie de
microrganismo. Liu et al. (2007) apontam para a necessidade da expressao do gene
MgATG1, codificador da enzima serina-treonina quinase, importante no processo de
autolise do conidio e geracdo do apressoério de M. oryzae. Em patdégenos mutantes,
AMgatg1, nos quais o gene codificador da enzima foi deletado e, portanto, a autolise
do conidio foi bloqueada, nao foi verificada a formagéo de mucilagem na parte mais
afilada da estrutura, importante nas etapas iniciais de fixacdo do patdgeno ao
substrato. Além disso, tais modificacbes geraram baixa pressdo de turgor do
apressorio formado e, também, atraso no inicio da germinagdo do conidio.
Consequentemente, o isolado mutante foi incapaz de causar doenca em arroz e
cevada. O inverso foi observado para os isolados portadores do gene MgATGL1,
codificador da enzima, mostrando o relevante papel da presséo de turgor apressorial
como primeiro passo a patogenicidade (VENEAULT-FOURREY et al., 2006).
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4.3 Teor de proteinas totais do micélio

Em valores absolutos, foi verificado maior teor de proteinas totais, expressas
em mg de proteina/g de micélio, no isolado Py5003 do que no isolado Py6017
(Figura 10). Entretanto, a analise de variancia demonstrou que ndo ha diferencas
significativas quanto a producédo de proteinas totais entre os isolados.

0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

mg de proteina/ g de micélio fresco

Py 5003 Py 6017
Isolados

Figura 10 — Teor de proteinas totais do micélio fresco produzido pelos isolados Py5003 e Py6017 do

fungo M. oryzae. (*) Ndo ha diferencas significativas entre os tratamentos

4.4 Determinacgao da atividade celulolitica

4.4.1 Atividade da enzima exo-B-1,4-glucanase (avicelase, celobiohidrolase)

A Figura 11 apresenta os dados da atividade enzimatica in vitro de exo-p-
1,4-glucanase. O patdgeno foi capaz de produzir a enzima no meio MNM acrescido
de celulose microcristalina (Avicel, 1%), com pico de producédo aos seis dias de
cultivo, apresentado sucessivo decréscimo ap0s esse periodo, tanto para Py5003
quanto para Py6017 (Figuras 11A e B). Sabe-se que a exo-B-1,4-glucanase atua
sobre a celulose microcristalina solubilizando-a através da remoc¢ao de unidades de
celobiose da cadeia de celulose. Porém, esta enzima também estd sujeita a
repressao catabdlica através da celobiose ou glicose. Neste caso, € possivel que M.
oryzae tenha produzido a enzima até por volta do 6° dia de cultivo, periodo suficiente
para a hidrélise parcial do substrato e producao de celobiose em quantidade capaz
de inibir a enzima, determinando assim um decréscimo na atividade apos esse
periodo (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003).
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Figura 11 — Producdo de exo [B-1,4 gucanase por dois isolados do fungo Magnaporthe oryzae,
Py5003 (A) e Py6017 (B), cultivados em meio MNM acrescido de celulose
microcristalina 1% (Avicel), como fonte de carbono. Atividade enzimatica determinada

pelo método espectrofotométrico indireto, tendo Avicel como substrato

Endoglucanases de um sistema tipico de enzima celulase séo inibidas pela
presenca de celobiose (CHAVES, 1982) o que, possivelmente, pode ter ocorrido
também com as celobiohidrolases produzidas pelos isolados de M. oryzae. O
acumulo de celobiose enquanto inibidor da atividade de avicelases, produzidas por
fungos fitopatogénicos, ja foi confirmado por inUmeros pesquisadores (GARDNER;
DOERMER; WHITE, 1987; GRUNO et al., 2004; LAHJOUJI et al., 2007; MORAG et
al., 1991; SCHMIDHALTER; CANEVASCINI, 1993). Esses autores verificaram que
muitos microrganismos possuem celulossomas, complexos enzimaticos capazes de
degradar a celulose, sendo que a celobiohidrolase ja foi relatada como componente
de celulossomas em Clostridium thermocellum e, o acumulo de celobiose apontado
como inibidor de avicelases produzidas pela bactéria (BAYER et al., 2008; MORAG
et al., 1991).

Exoglucanases fungicas pertencem as familias glicosil-hidrolase 6 e 7 (GH-6
e GH-7) e, baseado no sequenciamento genémico completo do género Magnaporthe
(DEAN et al., 2005), hoje é aceito que o fungo apresenta trés representantes de
celobiohidrolases na familia GH-6 e quatro representantes na familia GH-7
(TAKAHASHI et al., 2010). A caracterizacdo de uma dessas celobiohidrolases
(MoCel6A), produzida por M. oryzae, demonstrou alta atividade da enzima nos
estagios iniciais de producado (6-10 dias), assim como observado para Py5003 e
Py6017, com progressivo decréscimo nos dias subsequentes (TAKAHASHI et al.,

2010). Além disso, os autores observaram que a adicdo de celobiose aos meios de



55

cultivo utilizados para a inducéo da producé@o enzimética, inibiu consideravelmente a
producado de exo-B-1,4-gucanase.

Ainda referente ao complexo de enzimas celuloliticas, aqui representado
pelo efeito sinergistico de endo e exoglucanase e [-glicosidase, em termos
absolutos, foi verificada maior producdo de exoglucanase do que das demais
enzimas celuloliticas estudadas, assim como observado por Pettipher e Letham
(1979) na purificacdo e caracterizacdo de uma exo-B-1,4-glucanase produzida por
Ruminococcus flavefaciens, bactéria fitopatogénica com alto potencial celulolitico.

Em fungos celuloliticos, a exemplo de Humicola sp. e Trichoderma sp., ja foi
relatada por Chaves (1982) a producéo de exo-B-1,4-glucanase quando cultivados
em meio contendo celulose microcristalina como substrato e indutor. O autor
verificou que Humicola sp. apresentou maior atividade de avicelase ligada a massa
celular, correspondente ao precipitado obtido apds a centrifugacdo em meio mineral
e meio mineral + celulose microcristalina. Para T. reesei a maior atividade da enzima

foi observada no sobrenadante de ambos os meios testados.

4.4.2 Atividade da enzima endo-B-1,4-glucanase (carboximetilcelulase,
CMCase)

Para endo-B-1,4-glucanase, verificou-se que os isolados Py5003 e Py6017
do fungo M. oryzae cultivados em CMC apresentaram atividade enziméatica
relativamente menor quando o meio foi suplementado com uma pequena quantidade
de glicose (0,1%) como fonte de carbono, embora o perfil da atividade enzimatica
para ambos 0s meios tenha sido praticamente o mesmo. A maior atividade
enzimatica ocorreu 6 dias apos o cultivo, para os dois isolados, com reducdo nos
dias subsequentes, apresentando-se praticamente constante até o final do

experimento.
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Figura 12 — Producdo de endo-B-1,4-glucanase por dois isolados do fungo Magnaporthe oryzae,
Py5003 (A) e Py6017 (B), cultivados em meio MNM acrescido de carboximetilcelulose
0,5% (CMC) ou CMC + glicose (0,1%), como fontes de carbono. Atividade enzimatica
determinada por método espectrofotométrico indireto, tendo carboximetilcelulose
(CMC) como substrato. (m ; ) CMC; (A ; ¢) CMC + glicose

Linkins e Antibus (1981) verificaram que a presenca de glicose no meio
reprimia a atividade de endoglucanase em Cenococcum geophilum e Hebeloma
pusillum. O mesmo foi verificado por Schwan-Estrada et al. (2003), avaliando a
atividade da enzima produzida por Cylindrocladium clavatum em MNM com e sem
adicao de glicose.

Fungos e bactérias produzem endoclucanases pertencentes a familia GH-12
com importante hidrolise  de como
carboximetilcelulose (CMC) (GOEDEGEBUUR et al., 2002; OKADA et al., 1998; OOl

et al., 1990) e, ap6s o sequenciamento genémico de M. oryzae (DEAN et al., 2005),

funcdo na B-1,4-glucanas, tais

trés endoglucanases pertencentes a familia GH-12 j& foram descritas para a espécie
(TAKEDA et al., 2010). A caracterizagdo enzimatica de endo-1,3-1,4-B-glucanases,
pertentencentes a familia GH-12, de diferentes isolados de M. oryzae, demonstrou
alta especificidade de determinada endoglucanase (MoCell2B), programada para
superexpressdao nos isolados, por substrato contendo carboximetilcelulose. Os
autores apontaram ainda para a diminuicdo drastica da enzima na presenca de
glicose, assim como foi verificado para os isolados Py5003 e Py6017 (TAKEDA et
al., 2010).
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4.4.3 Atividade da B-glicosidase (celobiase)

O fungo M. oryzae apresentou incremento na atividade de B-glicosidase com
o tempo de cultivo. O isolado Py5003, apresentou picos de producdo da enzima aos
6 e 30 dias de cultivo em MNM com substituicdo da glicose por carboximetilcelulose
(1%), e baixa producdo enzimatica no intervalo entre os picos maximos de producéo
(Figura 13A). Ja o isolado Py6017 apresentou aumentos progressivos de producao
enzimatica no transcorrer dos dias, com picos maximos de producdo observados aos
18 e 30 dias de cultivo do patégeno (Figura 13B). Para os dois isolados, os valores
de producdo da enzima em MNM acrescido de carboximetilcelulose (1%) foram
maiores, em termos absolutos, que aqueles observados para a atividade enzimatica
obtidos no meio com celobiose (1%). O pico de producédo com celobiose ocorreu aos
6 dias, com diminuic&o progressiva nos dias subsequentes, tanto em Py5003 quanto
em Py6017.
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Figura 13 — Produgao de B-glicosidase por dois isolados do fungo Magnaporthe oryzae, Py5003 (A) e
Py6017 (B), cultivado em meio MNM acrescido de celobiose 1% (m ; o) e
carboximetilcelulose 1% (¢ ; A). Atividade enzimética determinada por método
espectrofotométrico indireto, tendo p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo como substrato

A baixa atividade apresentada pode indicar que a celobiose, na
concentracdo utilizada, teria reprimido a acdo enzimatica extracelular, sendo esse
substrato hidrolisado pela enzima celobiase intracelular, levando ao acumulo de
glicose que age como repressor enzimatico (MANDELS; REESE, 1960).

A produgado de [B-glicosidase in vitro ja foi relatada por Peres et al. (2000)
para Fusarium, Ascochyta e Colletotrichum, e por Kader e Omar (1998), que
observaram a producdo da enzima por trés espécies de Aspergillus e duas de
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Trichoderma, quando cultivadas em meio de cultivo suplementados com
caboximetilcelulose. A atividade celulolitica de B-glicosidase em C. clavatum também
ja foi descrita por essa técnica por outros autores onde, também em presenca de
celobiose, o fungo mostrou baixa atividade enzimatica (SHWAN-ESTRADA et al.,
2003).

Takahashi, Konish e Takeda (2011), estudando a caracterizacdo bioquimica
de B-glicosidases produzidas por M. oryzae e a eficiéncia dessas enzimas na
hidrélise da B-glucana, verificaram que a acdo da enzima resulta na liberacdo de
glicose e celobiose, com subsequente supressédo enzimatica. Além disso, os autores
destacam que os eventos que culminam na completa hidrélise da celulose presente
na parede celular, sdo integrados, e a presenca de celobiohidrolases maximizam a

acao da B-glicosidase.

4.5 Metabdlitos toxicos

Os resultados contidos nos itens 4.5.1 e 4.5.2 sao referentes a quantificacédo
da liberacdo de eletrolitos por condutivimetria de fragmentos de raizes e folhas de
plantulas de trigo, expostas aos filtrados dos isolados Py5003 e Py6017, apdés 5 e 10
dias de cultivo em BD e o efeito desses filtrados e suspensdo de conidios de M.

oryzae sobre o desenvolvimento de plantulas, respectivamente.

4.5.1 Quantificacdo da liberacdo de eletrélitos por condutivimetria

A Figura 14 apresenta o resultado da liberacdo de eletrdlitos determinada
pela exposicdo de fragmentos de raizes e folhas de plantulas de trigo, cultivar BRS
264, ao filtrado obtido a partir do cultivo dos isolados Py5003 e Py6017 por 5 e 10
dias em BD (batata-dextrose). Os resultados sugerem a presenca de metabolitos
toxicos produzidos por M. grisea.

Os fragmentos de raizes e folhas expostos ao filtrado obtido no 10° dia de
cultivo do fungo, para os dois isolados, exibiram maior liberacdo de eletrolitos,
indicando que, provavelmente, deve haver um pico de producédo desses metabdlitos
neste ou em um periodo superior a este. Dentre os isolados, observou-se, também,
maior condutividade, ao longo do tempo, da exposi¢cdo de fragmentos de plantulas

ao filtrado proveniente do cultivo de Py5003, indicando maior atividade das



substéancias liberadas por esse isolado. Maior atividade dos filtrados foi observada
quando do contato destes com folhas de trigo do que com raizes da plantula, nas

duas épocas de observacao (Figura 14).

A. Raiz exposta ao filtrado obtido no 5° dia de B. Raiz exposta ao filtrado obtido no 10° dia de

cultivo do fungo em BD. cultivo do fungo em BD.
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Figura 14 — Quantificacdo da liberacao de eletrélitos em raiz e folha de trigo expostas ao filtrado de
dois isolados do fungo M. oryzae cultivado em meio BD por 5 e 10 dias. Isolado Py5003
(-#-); Isolado Py6017 (-m-); controle BD (- A-)

A Figura 15 representa a atividade dos filtrados, apds autoclavagem (121
°C/1 atm/20 min). Os resultados obtidos demonstraram pronunciada reducdo da
liberacdo de eletrélitos no filtrado obtido a partir do cultivo dos isolados Py5003 e
Py6017 de M. oryzae em BD, por 5 e 10 dias, sendo que, quando comparado ao
filtrado n&o autoclavado, na segunda época de coleta, essa reducéo foi ainda mais
pronunciada. Contudo, o perfil observado no ensaio em que se utilizou o filtrado néo
autoclavado, foi mantido neste ensaio e o0 isolado Py5003 apresentou maior
atividade do que Py6017, quando em contato com fragmentos de raiz e folha de
plantulas de trigo, em todas as épocas observadas.
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As diferencas quanto a atividade do filtrado, em relagdo aos valores
absolutos expressos em uS/g de peso fresco, nas diferentes épocas testadas, foram
minimas para o filtrado autoclavado. Também com relacdo a parte da planta exposta
aos metabolitos, raiz ou folha, ndo se observou diferencas quanto a capacidade do
filtrado de degradar as membranas celulares das plantulas (Figura 15).

A. Raiz exposta ao filtrado autoclavado obtido no B. Raiz exposta ao filtrado autocavado obtido no

5° dia de cultivo do fungo em BD. 10° dia de cultivo do fungo em BD.
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Figura 15 — Quantificacdo da liberacdo de eletrdlitos em raiz e folha de trigo expostas ao filtrado
autoclavado de dois isolados do fungo M. oryzae cultivado em meio BD por 5 e 10 dias.
Isolado Py5003 (-¢-); Isolado Py6017 (-m-); controle BD (- A-)

Os resultados obtidos a partir da liberacdo dos eletrélitos de fragmentos de
raizes e folhas de trigo expostos ao extrato bruto obtido da separagcdo com acetato
de etila estdo representados na Figura 16. Os dados demonstraram aumento, em
valores absolutos, da atividade metabdlica do filtrado, quando usado na forma de
extrato bruto, em comparacao com o filtrado autoclavado ou ndo. Maior atividade foi
observada para o extrato bruto obtido da filtragem dos isolados aos 10 dias de

cultivo em BD. O extrato do isolado Py5003 apresentou maior atividade para as duas



épocas testadas, independentemente da parte vegetal exposta. Também neste
caso, assim como para o filtrado ndo autoclavado, observou-se maior liberacao de
eletrdlitos quando se expos fragmentos de folha quando comparada a exposicéo de
fragmentos de raiz ao extrato bruto obtido do filtrado dos isolados, para as duas

épocas de coleta dos filtrados (Figura 16).

A. Raiz exposta ao extrato metandlico do fungo B. Raiz exposta ao extrato metandlico do fungo

obtido no 5° dia de cultivo em BD. obtido no 10° dia de cultivo em BD.
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Figura 16 — Quantificac@o da liberacdo de eletrélitos em raiz e folha de trigo expostas ao filtrado, na
forma de extrato bruto, de dois isolados do fungo M. oryzae cultivado em meio BD por 5
e 10 dias. Isolado Py5003 (-¢-); Isolado Py6017 (-m-); controle BD (- A-)

4.5.2 Observacdo dos sintomas em plantulas de Triticum aestivum

A exposicao de plantulas de trigo ao filtrado ndo autoclavado, obtido a partir
do cultivo dos isolados Py5003 e Py6017 de M. oryzae, coletado aos 5 e 10 dias de
incubacéao, implicou em mau desenvolvimento das raizes, amarelecimento, murcha e
necrose da parte aérea da plantula, o que afetou diretamente o peso fresco total das

parcelas. Contudo, em presenca de suspensao de conidios (SC) dos isolados, as
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plantas apresentaram maiores valores para o peso fresco total, ndo diferindo
significativamente do tratamento controle, mas sendo estatisticamente superiores as

parcelas tratadas com os filtrados (Figura 17 e Tabela 4).

L & U ) B
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Py5003 Py6017 BD SC5003 SC6017 PyS003 Py6017 BD  SOGS003 SGG017

Figura 17 — Sintomas e aspecto das plantulas de trigo, com 25 dias de idade, expostas ao filtrado do
meio de cultivo BD, obtido apés 5 e 10 dias de crescimento fungico dos isolados Py5003
e Py6017, ao controle BD e as suspensdes de conidios dos isolados Py5003 (SC 5003)
e Py6017 (SC 6017)

Adicionalmente, plantulas com o sistema radicular imerso em suspenséo de
conidios do isolado Py5003 (SC 5003) foram as Unicas que diferiram
significativamente daquelas submetidas a acdo dos filtrados obtidos aos 5 dias de
incubacao de M. oryzae, apresentando individuos com peso fresco maior (Tabela 4).
Para as plantulas colocadas em contato com os filtrados de 10 dias de crescimento
fungico, tanto o isolado Py5003 quanto o isolado Py6017, apresentaram pesos
frescos totais significativamente inferiores aos demais tratamentos e plantulas com
sistema radicular submerso na suspensao de conidios dos dois isolados foram
estatisticamente iguais ao controle. N&o houve diferenca estatistica quanto ao peso
fresco total de plantulas entre os periodos de incubacédo dos filtrados, com excecéo
da suspensdo de conidios do isolado Py6017 (SC 6017), incubada por 5 dias
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Peso fresco total (g) de plantulas de trigo, com 25 dias de idade, expostas a filtrados e
suspensao de conidios (SC) de M. oryzae

Periodo de Incubacéo

Tratamentos*
5 dias 10 dias
Filtrado Py5003 0,19 bA 0,15 bA
Filtrado Py6017 0,21 bA 0,16 bA
BD (CONTROLE) 0,23 abA 0,25 aA
SC 5003 0,30 aA 0,31 aA
SC 5017 0,27 abB 0,32 aA

CV% 18,93

*Médias de seis repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra minUscula nas colunas e mailscula

nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05)

Schwan-Estrada et al. (2003) obtiveram resultados semelhantes ao
aplicarem esta metodologia para a verificacdo de metabdlitos toxicos produzidos por
Cylindrocladium clavatum em plantulas de eucalipto, contudo, estas apresentaram
sintomas da doenca também sob a acao de suspenséo de conidios do fungo.

Bousquet e Kollmann (1998), em estudos sobre a producdo de metabdlitos
toxicos produzidos por isolados de Septoria hodorum, verificaram que varias toxinas
estavam envolvidas no desenvolvimento de sintomas em trigo e em cevada.
Tsurushima et al. (2010) verificaram a presenca de Mag-toxina e evidenciaram que
ela esta relacionada com a ocorréncia de clorose, espécies reativas de oxigénio
(ROS) e morte celular em plantas parasitadas por P. oryzae.

Trabalhos como o de Fugita et al. (1994) demonstraram a importancia dos
metabdlitos tdxicos para a patogenicidade. Fluidos obtidos a partir da germinacéo de
conidios de P. oryzae foram capazes de induzir suscetibilidade em plantas de arroz
inoculadas com uma estirpe ndo patogénica de Alternaria alternata, independente da
variedade de arroz utilizada no ensaio ou das ragas do fungo causador da brusone
utilizadas para a extracdo dos compostos. Em contrapartida, Aver'yanov, Lapikova e
Lebrun (2007) sugerem que o acido tenuazonico, fitotoxina isolada de M. grisea (sin.
M. oryzae), apesar de causar pequenas manchas necréticas e de coloragdo marrom
em folhas de arroz, pode estar relacionada a resisténcia local dessa graminea a
brusone.

Ando et al. (2010), estudando a 2’-deoxiuridina, coletada do sobrenadante
obtido a partir de suspenséo de conidios de M. oryzae, verificaram que a molécula

esta relacionada a promocdo de crescimento de plantas de arroz, suscetiveis a
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brusone. Quando inoculada em plantas resistentes a doenca, a molécula néo
produzia qualquer efeito sobre as mesmas. Os autores afirmaram também que 2’-
deoxiuridina ndo inibia as demais respostas de defesa da planta, como a expresséo
de genes relacionados a patogénese, PR-proteinas, acumulo de peroxido de
hidrogénio e producao de fitoalexinas. De forma semelhante aos resultados obtidos
por esses autores, foi observado que a suspensao de conidios dos isolados Py5003
e Py6017 induziu crescimento em plantulas e estudos posteriores devem ser
conduzidos no intuito de entender como se da esse processo de inducao.
Metabdlitos toxicos produzidos por fitopatégenos, normalmente,
desempenham um papel importante no estabelecimento de interagbes compativeis
entre 0 patdgeno e o hospedeiro (WALTON, 1996). Contudo, inUmeros mecanismos
ainda sao desconhecidos e precisam do empenho de pesquisadores interessados
em elucidar tais processos o que facilitara, assim, o entendimento de passos
metabdlicos importantes na intricada relacdo patdégeno-hospedeiro e que levarédo ao
cumprimento do objetivo préatico da fitopatologia que € o controle de doencas de

plantas.
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5 CONCLUSOES

A partir dos experimentos conduzidos, pode-se concluir que o fungo M.
oryzae apresenta ponto O6timo para crescimento a temperatura de 30°C e
esporulacdo a temperatura de 25 °C em fotoperiodo de 12 h, sendo o meio de
cultivo composto de aveia o indicado para o seu melhor desempenho in vitro.

A pressdo de turgor do apressoério desenvolvido pelo patégeno, apos a
germinacao do esporo, indispensavel ao processo de infeccéo, situa-se na faixa dos
7,5 a 8,0 MPa, valores recorrentes entre diferentes isolados da espécie.

O fungo apresenta sistema enzimatico com elevado potencial de degradacéo
da celulose. Os picos mais altos de producdo enzimética para exoglucanases e
endoglucanases situam-se aos 6 dias de cultivo do patdgeno em meio MNM, e B-
glicosidase, a partir do 6° dia de cultivo no mesmo meio com aumento crescente nos
dias subsequentes.

M. oryzae, quando em cultivo em meio BD por 5 e 10 dias, apresenta
producdo de metabdlitos toxicos capazes de causar sintomas cloréticos e necroticos
em plantulas de trigo postas em contato com os filtrados do fungo obtidos nas duas
épocas de coleta. A autoclavagem dos filtrados diminui, mas nao elimina a atividade
toxica do material. A separacdo desses metabdlitos toxicos em acetato de etila e a
obtencdo de extrato bruto apds ressuspensdo em metanol aumenta a atividade
eletrolitica sobre as plantulas.

As exposi¢cles de plantulas as suspensdes de conidios produzidas a partir
de isolados de M. oryzae induzem maior crescimento radicular e desenvolvimento do
vegetal.

O fungo M. oryzae aparentemente apresenta um sistema integrado e
bastante evoluido de parasitismo, onde a acdo mecanica, representada pela pressao
de turgor apressorial, 0 aparato enzimatico e a producdo de metabdlitos toxicos sao
mecanismos presentes e importantes para a infeccdo e, portanto, para o
estabelecimento das relacdes parasitérias estaveis e subsequente colonizacdo do
hospedeiro, eventos evidenciados pelo aparecimento dos primeiros sintomas em

plantas.
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APENDICE A — Curva padrdo para a determinacdo do teor de proteinas totais,
segundo Bradford (1976)
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APENDICE B — Curva padrdo para a dosagem de glicose, segundo Lever (1972)
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APENDICE C — Curva pard&o para a determinacdo de p-nitrofenol

ABS (405 nm)
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APENDICE D — Crescimento micelial total (mm) do fungo M. oryzae, mantido em

escuro continuo, 20 dias ap0s o crescimento em diferentes meios de

cultivo e faixas de temperatura
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APENDICE E — Crescimento micelial total (mm) do fungo M. oryzae, mantido em
fotoperiodo 12 h, 20 dias ap6s o crescimento em diferentes meios

de cultivo e faixas de temperatura
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APENDICE F — Esporulacdo do fungo M. oryzae em diferentes meios de cultivo,

faixas de temperatura e fotoperiodo 12 h, 20 dias ap6és incubacéo
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