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RESUMO: A ferrugem-da-folha, causada pelo
fungo Pucciniatriticina, € umadoencaimportante
para a ftriticultura do Sul do Brasil. Nesse
contexto, buscamos compreender através de
analises histoquimicas, a expressao temporal
das cultivares de trigo Toropi (resistente) e
IAC 13-Lorena (suscetivel) a ferrugem-da-
folha. A analise foi realizada na folha bandeira
e na fase de espigamento das plantas, sendo
determinados quatro tempos pré e apds as
inoculagcdes do patdgeno: 0, 24, 48 e 72
horas. Os compostos histoquimicos utilizados
e a relacdo com as estruturas histologicas

e resposta da planta foram: fluroglucina
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(ligninas), Sudan Il (lipideos totais), cloreto
férrico (compostos fendlicos) e cloreto de
aluminio (flavonoides). Para cada cultivar foram
avaliadas oito repeticdes, sendo que 0s cortes
histologicos foram analisados em microscopia
Optica e de fluorescéncia. As analises foram
comparativas frente aos tempos de inoculagdes
de cada cultivar e por sintese dos compostos,
através dos seguintes critérios: (=) igual/
semelhante, (*) fraco, (**) médio, (***) forte. Os
resultados obtidos evidenciaram a presenca e
intensidades diferenciadas para os compostos
histoquimicos em ambas as cultivares:
para as ligninas, apenas Toropi mostrou-se
diferenciado nas 72h; para Sudan lll a cultivar
IAC 13-Lorena se mostrou mais evidenciada
nas 24 e 48 h; para fendis, Toropi evidenciou
maior intensidade nas 48 e 72h; flavonoides
ambas as cultivares tiveram intensidades
expressivas nas 24 e 48h. Diante do que ja foi
evidenciado serdo necessarios novos estudos,
com outros intervalos po6s-inoculagédo, para
maior compreensdo da expressao temporal
frente a resisténcia/suscetibilidade a ferrugem-

da-folha.

PALAVRAS-CHAVE: Triticum aestivum,
Puccinia triticina; Ligninas; Lipidios;
Flavonoides; Fendis.

Capitulo 5




TEMPORAL HISTOCHEMICAL EXPRESSION OF WHEAT CULTIVARS WITH
DISTINCT REACTION OF LEAF RUST

ABSTRACT: Leaf rust, caused by the fungus Puccinia triticina, is an important disease
for the triticulture of southern Brazil. In this context, we seek to understand through
histochemical analysis the temporal expression of Toropi (resistant) and IAC 13-Lorena
(susceptible) wheat cultivars to leaf rust. The analysis was performed at the planting
stage. Four times were determined for leaf collection, before and after inoculation of the
pathogen: 0, 24, 48, 72 hours. The histochemical compounds used and the relationship
with the histological structures and response of the plant were: fluroglucin (lignins),
Sudan Il (total lipids), ferric chloride (phenolic compounds) and aluminum chloride
(flavonoids). For each cultivar, eight replicates were evaluated, and the histochemical
sections were analyzed by light microscopy and fluorescence. The analyzes were
comparative to the reaction time of each cultivar and by histochemical compound and
through the following criteria: (=) equal / similar, (*) weak, (**) medium, (***) strong.
The results obtained evidenced the presence of the histochemical compounds in the
histochemical composition of the leaves. The results obtained evidenced the presence
and differentiated intensities for histochemical compounds in both cultivars: for lignins,
only Toropi was differentiated in 72h; for Sudan Il the cultivar IAC 13-Lorena, was
more evidenced in the 24 and 48 h; for phenols, Toropi showed greater intensity in
48 and 72h; flavonoids, both cultivars had expressive intensities at 24 and 48h. In the
light of what has already been demonstrated, new studies with other post-inoculation
schedules will be necessary for a better under standing of the temporal expression in
relation to resistance/susceptibility to leaf rust.

KEYWORDS: Triticum aestivum, Puccinia triticina; Lignins; Lipids; Flavonoids; Phenolic
compound.

11 INTRODUCAO

A ferrugem-da-folha no trigo é ocasionada pelo basidiomiceto Puccinia triticina
Erikss. Parasita obrigatério exige que o hospedeiro permaneg¢a vivo em razao
de desenvolver seu ciclo de vida. Sendo classificado como biotréfico, devido ao
mecanismo que utiliza para retirar os nutrientes de células vivas do hospedeiro
(Niks, 1990). Em condi¢des de temperatura e umidade propicias, os propagulos do
patdgeno se disseminam através das correntes de ar, contaminando toda a lavoura.
O contato com os uredosporos do fungo, que se instalam e ocupam as regides
intercelulares, chegam até o mesofilo e ocasionam a sintese e acumulo pronunciado
de metabolitos secundarios. Essa patologia interfere negativamente na qualidade
do gréo e na produtividade final da cultura de trigo, sendo considerada uma das
doencas foliares mais destrutivas do trigo no mundo (Chamam et al., 2013).
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Ainteracdo planta-patdégeno é a divergéncia entre o hospedeiro e o patégeno,
onde ambos reagem para preservar sua subsisténcia, em que as células vegetais
irdo utilizar de metabolitos secundarios, que sao produzidos constitutivamente,
e se aglomeram no meio intracelular e sdo armazenados de forma segura em
compartimentos celulares (Singh et al., 2011).

A cultivar Toropi, lancada em 1965, vem mantendo a resisténcia por mais de 50
anos, sob as condicbes de elevada presséo de indculo. Apresenta Resisténcia de
Planta Adulta (RPA), a qual é tipicamente ndo especifica a raca e caracterizada pelo
fenétipo suscetivel. O progresso da infeccao € lento, atingindo uma propor¢éao muito
baixa da area foliar desde as primeiras folhas até a folha bandeira (Wesp-Guterres
et al., 2013). Em contrapartida, IAC 13-Lorena, cultivar lancada no Brasil em 1977,
foi desenvolvida no Instituto Agronémico de Campinas. E altamente suscetivel as
principais ragas do fungo P. triticina.

No entanto, ainda ndo esta totalmente elucidado os tempos e como ocorrem as
expressdes mais significativas dos genes de resisténcia/suscetibilidade a doenca.
Como estratégia para a compreenséo da ativagéo de tais genes, pode-se analisar e
determinar componentes histoquimicos associados a resisténcia e suscetibilidade
a ferrugem-da-folha. A histoquimica consiste na determinagcdo da natureza das
substancias quimicas presentes nos tecidos e da sua localizagdo. Dentre estes
destacam-se os compostos, Sudan lll, para indicar a presenca de lipidios totais;
floroglucina em HCL a 20%, para ligninas; cloreto férrico 10%, para compostos
fendlicos e cloreto de aluminio, para flavonoides.

O objetivo do estudo foi quantificar os metabolismos secundarios envolvidos
na defesa das plantas de trigo, frente a ferrugem-da-folha, e avaliar, por meio de
analises de microscopia, as distintas estruturas celulares ap0s a interacgéo P. triticina-
Toropi e P. triticina-IAC 13-Lorena em diferentes momentos pré e pos-inoculagéo.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Embrapa Trigo, localizada na latitude de 28°
15’ 46”S, na longitude 52° 24’24”W e altitude de 684 m, na cidade de Passo Fundo,
Rio Grande do Sul. As cultivares Toropi, IAC 13-Lorena e Morocco (controle de
suscetibilidade) foram semeadas em baldes plasticos com capacidade de 8 kg,
contendo solo de mato, substrato Macplant® Horta 01 e vermiculita (propor¢éo 1:1:1).
A densidade da semeadura foi de sete sementes por balde com trés repeti¢cdes. As
plantas foram mantidas em camara de crescimento especificas até o estadio 10.1,
conforme a escala de Large (1954). As condicdes ambientais foram 14 horas de luz
e 10 horas de escuro, com 80% de umidade relativa e 20 °C de temperarura.
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No Laboratério de Ferrugens, multiplicou-se, inicialmente, os indculos das
racas B60 (nomenclatura americana: TFK RP), B59 (MFT MT), B57 (TFT MT), B55
(MFT MT) e B34 (MCK RS) de P. triticina, que serviram de material biol6gico para
as inoculacdes e avaliacOes fitopatologicas. Para esta etapa foram usadas plantas
de trigo da cultivar BRS Umbu, por ser a cultivar padao para a obtencéo de in6culo.
Nas coletas, utilizou-se um aparelho de ar comprimido, a qual foram aspiradas todas
as pustulas, sendo os esporos mantidos em frascos bem vedados na geladeira e
devidamente identificados, até o momento do uso.

As inoculacbes foram realizadas na folha bandeira da espiga principal e
seguiram os protocolos estabelecidos pelo Laboratorio das Ferrugens. Com o
auxilio do equipamento de ar comprimido, foram aspergidos os esporos oriundos de
uma mistura das cinco ragas, suspensas em Oleo mineral Soltrol na proporgéo 1:1.
As plantas foram mantidas em cadmara escura, durante 21 horas, em temperatura
controlada de 20 °C e 100% de umidade. Posteriormente, foram transferidas para
casa-de-vegetacao comfotoperiodode 12h, temperaturaemtorno de 20 °C e umidade
elevada, visando ao desenvolvimento da doenca. A confirmacéo da severidade da
doenca foi realizada em todas as plantas,14 dias posterior a inoculagdo por meio
da escala de Roelfs (1985).

As coletas das folhas aconteceram em quatro tempos diferentes: 0 hora
(pré-inoculacao), 24, 48 e 72 horas (pés-inoculagdo). As analises histoquimicas
foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia — area de citogenética. As folhas,
coletadas manualmente e com auxilio de uma tesoura, foram mantidas em agua
destilada em temperatura ambiente para a preparacdo imediata das laminas
citologicas e analises histoquimicas. Com auxilio de navalha de ago inoxidavel, foram
feitos pequenos cortes nas folhas. Os corantes empregados foram: Sudan Il (para a
deteccao de lipidios totais), floroglucina em HCL a 20% (ligninas); cloreto férrico 10%
(compostos fendlicos) e cloreto de aluminio (flavonoides). Os cortes do tecido foliar
foram mergulhados no corante e permaneciam submersos nos tempos adequados,
conforme as recomendacdes de Santos (2016). Para a deteccéo dos lipidios totais,
os cortes ficaram submersos por 60 minutos, sinalizando em vermelho positivo a
presenca do composto. Para flavonoides e fendis, os cortes ficaram submersos em
cloreto de aluminio e cloreto férrico, respectivamente, por 30 minutos, sendo que
as cores indicativas dos compostos sao, respectivamente, amarelo-esverdeado e
verde intenso/preto. Para deteccéo das ligninas, os cortes ficaram submersos em
floroglucina por 2 minutos e o corante se fazia positivo na presenca da cor rosa.
As laminas foram montadas e analisadas em microscépio Optico para deteccao de
lipidios totais, ligninas e compostos fendlicos e em microscopio de fluorescéncia
para deteccao de flavonoides.

Os cortes histolégicos foram fotografados visando dar destaque para os
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principais vasos condutores, xilema e floema, observando-se também o conjunto
de células do parénquima e esclerénquima. As imagens coletadas nas analises
foram identificadas, agrupadas e comparadas frente aos diferentes horarios e
entre as cultivares resistente e suscetivel. Como ponto de referéncia para esses
comparativos, foram usados os cortes realizados em tempo 0 (zero) na auséncia
da interacdo com o patdgeno. Para quantificar as reagdes utilizamos a escala
com os seguintes critérios: (=) igual/semelhante, (*) fraco, (**) médio e (***) forte.
Posteriormente, esses simbolos foram transformados em valores para a geracao
dos histogramas, descritos a seguir: (=) nota 0, (*) nota 1, (**) nota 2 e (***) nota 3.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagcbes realizadas no tempo 0 (zero), foram usadas como base
comparativa para julgar as subsequentes horas apds inoculacdo, visto que as
folhas foram coletadas antes de ocorrer a inoculagdo com a mistura das racgas. Por
tanto determinamos o padrao de nota zero, para todos os compostos histoquimicos
estudados nessa condicao no presente trabalho.

Sabe-se que a germinacado dos esporos leva em torno de seis horas para
germinar no tecido foliar (Singh, 2011) e consequentemente a expressao dos genes
tem inicio quando os ureddsporos do fungo entram em contato com o tecido vegetal
e colonizam a regido intracelular produzindo haustérios, que retiram nutrientes
diretamente da célula viva, desencadeando o mecanismo de reconhecimento e
induzindo a resisténcia (Mysore, K.S.; Ryu, 2004), inibindo o progresso da doencga
no tecido foliar nas primeiras horas apos a infeccédo (Wesp-Guterres et al., 2013).
Apéds as 24 horas da inoculagdo, no mesofilo, uma célula especializada se expande
formando o haustério (HARDER; HABER, 1992).

A resisténcia ao patégeno pode ser descrita pela habilidade da planta em
interromper o crescimento do fungo sob a lamina foliar e € tipicamente néo especifica
a racga, caracterizada pelo fenétipo suscetivel. Contanto o progresso da infecgcao é
lento, atingindo uma proporc¢é&o muito baixa da area foliar desde as primeiras folhas
até a folha bandeira (Wesp-Guterres et al., 2013).

Os compostos fendlicos, como os fendis, sao produtos oriundos do metabolismo
secundario das plantas e esta correlacionado a defesa da planta, evitando o ataque
e o crescimento das pustulas do fungo, pois sé&o substéancias adstringentes e toxicas
(Bruneton, 1999). O composto esteve presente significativamente nas analises de
ambas as cultivares, sinalizando sua presenca nas cores verde e preta.

Na cultivar Toropi, a presenca dos compostos fenodlicos foi visualmente
significativa e a intensidade do composto amplificou gradualmente com o passar das
horas analisadas. Apds 24 horas, o tom de verde sinalizado no tecido intensificou
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tornando-se relativamente mais escuro. Também foi possivel notar a presenca
de alguns pontos pretos no entorno das células do parénquima clorofiliano e no
conjunto de células que formam a epiderme abaxial e adaxial da folha, justificando
a nota 1 (um) na intensidade. Nas 48 horas a intensidade da cor verde néao teve
alteracéo, porém os pontos pretos se evidenciaram e ocuparam mais espago no
tecido, alterando a nota de intensidade para dois pontos. Em 72 horas, o tom que
antes era verde intensificou significativamente e passou a se expressar na cor
marrom-esverdeado. Os espac¢os com a sinalizagdo preta passaram a se localizar
principalmente na parede celular do esclerénquima, por este motivo, aumentou para
trés pontos sua intensidade de coloracéo.

Considerando a cultivar IAC 13-Lorena, nas 24 horas ocorreram alteracdes
na regiao das células do parénquima clorofiliano e a visualizagcao de pontos pretos
pouco vigorosos, recebendo nota 1(um) de intensidade. Em 48 horas, manteve sua
intensidade de cor, permanecendo com nota. Em 72 horas, a cor que representa
a presenca dos fendis, passou a se expressar pela coloracao marrom-esverdeada
e nas regides no parénquima clorofilianos, onde ocorreu a expansao dos pontos
pretos, alterando a nota para dois pontos de intensidade.

Os flavonoides exercem diversas funcdes dentro do metabolismo das plantas,
como por exemplo defender as plantas do estresse oxidativo. Fazem parte do
grupo dos compostos fendlicos e séo identificados como metabolitos secundérios
hidrossolluveis, que estdo presentes em quase todos os 6rgédos das plantas com
diferentes concentragcées (Chamam et al., 2013). As concentragcdes podem ser
alteradas por fatores como, por exemplo, raios UV, estacbes do ano, estresse
hidrico, patégenos e poluentes (Nijveldt et al., 2001).

A deteccdo de flavonoides, mostrou-se presente na coloragdo amarela-
esverdeada. Nas observacgdOes realizadas com a cultivar Toropi, a intensidade de
coloracao iniciou em 24 horas, se mostrando presentes nas células que formam
a epiderme adaxial e abaxial do tecido, também foi possivel notar alteracées nas
células da bainha do feixe vascular e ao longo da sua extenséo, resultando em
um ponto de intensidade. Em 48 horas, ndo foram encontradas alteracdes visiveis
na intensidade, sendo assim a nota se manteve. Em 72 horas, a cor amarela-
esverdeada, esteve predominante, além das regides ja citadas anteriormente, nas
células do parénquima clorofiliano, recebendo a pontuacao dois de intensidade.

Entretanto, na cultivar IAC 13-Lorena, o composto reagiu de forma
diferenciada quanto a presenca dos flavonoides nos seus tecidos. Nas 24 horas,
nao foram visualizadas nenhuma alteracéo significativa na coloracao expressada
no tecido, recebendo nota zero. Em 48 horas a coloragédo no tecido se intensificou
significativamente e passou a se expressar com vigor, aumentando a sua pontuacao
para dois. Nas analises em 72 horas, a sintese dos flavonoides se manteve estavel,
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estando presente nas células do parénquima clorofiliano e extensao da bainha do
feixe vascular, permanecendo com a pontuacao dois.

Os ureddsporos em contato com folha do trigo se instalam e ocupam os meios
intracelulares. Esse processo provoca alteracdo das paredes celulares do tecido
vegetal e, como consequéncia, acaba por ocasionar a sintese e acumulagao de
ligninas (Singh et al., 2011). A lignina € considerada como resistente a agentes
patogénicos e interfere na reducéo da digestibilidade da matéria seca (Da Silva et
al., 2012), podendo contribuir indiretamente na reducao dos danos as membranas
celulares.

Na deteccéo da presenca de lignina, buscamos visualizar a coloragdo rosa.
Em Toropi, a presenga de lignina aumentou progressivamente na intensidade da
cor. Em 24 horas, a tonalidade da cor rosa intensificou, sinalizando as regides do
esclerénquima e o conjunto de células que formam a bainha do feixe e contornam a
regiao vascular, alteando para nota 1 (um) de intensidade. Em 48 horas, a presenca
das ligninas se mostrou mais intensa, evidenciando as células do esclerénquima da
regiao da epiderme abaxial das folhas, além dos locais ja comentados nos horarios
anteriores, aumentando para dois de intensidade. Novamente, em 72 horas apés
inoculacéo do patdgeno, a intensidade da cor rosa ficou evidente em todas células
que formam a extenséo da bainha do feixe, local onde estédo presentes as fibras e
os feixes vasculares da folha; dessa maneira pontuando na intensidade trés.

Em IAC 13-Lorena, as analises feitas a partir das 24 horas a intensidade da
coloracao no tecido se intensificou alteando para 1 (um) a expresséo do composto.
Em 48 horas, a intensidade de coloracao elevou recebendo nota dois de intensidade.
A avaliacdo ocorrida em 72 hora ndo mostrou nenhuma alteracdo notéria, mantendo
a classificacéo da intensidade em dois pontos.

Tecidos vegetais sdo compostos por células, que séo constituidas por parede
celular e vacuolos constituidos por moléculas como acidos organicos, carboidratos,
lipidios e fendis (Hu; Rijkenberg, 1998). Com frequéncia os lipidios estdo sendo
associados a protecao de plantas contra herbivoros e patégenos (Bowers et al.,
2015), pois a infeccéo por patdégenos danifica e altera a parede celular e a membrana
associada, onde o transporte de lipidios seria necessario para fazer a restauracéao
dos tecidos (Casassola et al., 2015). Esse composto é procedente do metabolismo
primario e estao presentes principalmente na cuticula da folha do trigo.

A deteccéo de lipidios totais se confirma na coloragdo vermelho positivo e
resultou nas subsequentes pontuac¢des. Na cultivar Toropi, a presenca desse
composto histoquimico ndo se mostrou significativa nas 24 horas, recebendo assim
a pontuagao de intensidade zero. Nas observacdes das 48 horas, foram possiveis
notar alteracdes no padréo de intensidade da coloragéo, que resultaram no primeiro
sinal visivel de intensidade, localizados principalmente nas células que compdem
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a epiderme, no esclerénquima e nas células da bainha do feixe vascular e na sua
extensao, classificando a intensidade em nota 2 (dois). Em 72 horas, a alteracéo da
intensidade do composto no tecido foi significante, porém permanecendo no mesmo
locais citados nos tempos anteriores. Alterando para trés pontos de intensidade.

A presenca dos lipidios na cultivar Toropi ndo foi expressiva inicialmente e se
mostrou sensivel somente nas 72 horas. Entretanto, estudos feitos por Casassola et
al., (2015) através de uma aborgem diferente sobre a relagdo dos lipidios na defesas
das plantas, avaliaram a expressao de 15 genes relacionados com 0 processo
de defesa na cultivar Toropi. Dentre eles, estd o gene da proteina precursora de
transferéncia de lipidio n&o-especifica tipo | (LTP).

Se comparado com a cultivar IAC 13-Lorena, que evidenciou expressdes
significativas entre horarios observados, se mostrando sensivel a doenca. Nas
analises de 24 horas a coloragéo passou a se intensificar com vigor, principalmente
nas células que formam a epiderme, onde a cuticula esta presente. Em 48 horas,
as mudancgas na coloracao no tecido nao foram notérias, permanecendo assim
com a mesma nota do topico anterior. Em 72 horas, as expressdes tiveram um
salto expressivo, se mostrando com maior intensidade perante aos horarios vistos
anteriormente, recebendo nota trés de intensidade.

Na resisténcia quantitativa ou parcial h4 uma variagdo no grau de resisténcia,
indo de plantas altamente resistentes como no caso da cultivar Toropi até altamente
suscetiveis como IAC 13-Lorena. Tem-se como exemplo, o gene de resisténcia Yr36
que confere resisténcia a ferrugem amarela do trigo e codifica uma proteina com um
dominio quinase ligado a um dominio lipidico (Fukuoka et al., 2009). Evidenciando
que a presenca dos lipidios esta relacionada com a protecao e resisténcia das
planas de trigo.

Destaca-se, portanto, que devido a ativacdo do metabolismo primario e
secundario das plantas de trigo como forma de protecédo ao ataque do patdgeno,
quanto maior foi a intensidade de coloragcdo, maior foi a sintese do composto
observado. Isso foi visto na cultivar Toropi (resistente a ferrugem-da-folha) que
apresentou pontuacdes menores, se comparada com |IAC 13-Lorena. Evidenciou-
se que a cultivar IAC-13 Lorena foi mais sensivel ao patégeno, reagindo com
mais intensidade aos corantes, principalmente ao teor de lipidios e flavonoides na
composicao no tecido foliar.

41 CONCLUSOES

Diante ao trabalho realizado, verificamos que a interacdo planta-patdgeno,
(trigo-P. triticna), afetou a sintese dos compostos histoquimicos ao decorrer do
tempo nas cultivares Toropi e IAC 13-Lorena. As coloragdes indicativas da presenca
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dos compostos, iniciaram a intensificacdo predominantem nas primeiras 24 horas e
com maior alteracdo da intensidade em 48 horas, no qual a cultivar IAC 13-Lorena,
se mostrou mais suscetivel devido a maior sintese de metabolitos primarios
e secondarios, para sua protecdo ao ataque, evidenciando a suscetibilidade ao
patdgeno. Predominando nos compostos: Sudan Il nas 24 e 48 horas e cloreto de
aluminio nas 48 horas. A cultivar Toropi evidenciou nos compostos: floroglucina nas
72 horas, cloreto férrico nas 48 e 72 horas e cloreto de aluminio nas 24 horas.
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Figura 1. Intensidades de compostos histoquimicos expressados em quatro momentos, pré e
pés-inoculagdo com Puccinia triticina, nas cultivares de trigo Toropi e IAC 13-Lorena.

Nota: Horério (0) indica pré-inoculacgao e (24), (48) e (72) indicam p6s-inoculagdo com a mistura de ragas de
Puccinia tricina, na fase de espigamento do trigo.
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