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RESUMO

A mancha foliar de Glomerella (MFG) ¢ uma doenga emergente ¢ tem se tornado uma grande preocupagao para os produtores
brasileiros de maca, porque a cultivar mais plantada, Gala, ¢ altamente suscetivel a doenca. Desta forma, este trabalho teve como objetivos
investigar as fases iniciais do processo infeccioso de C. gloeosporioides e verificar o envolvimento das enzimas peroxidase (POD) e
B-1,3-glucanases (GLU) em plantulas de macieira de gendtipo suscetivel (‘Gala’) e resistente (‘Fuji’). Para tanto, plantulas com 75
dias foram inoculadas com C. gloeosporioides e a severidade da MFG foi avaliada aos 10 dias pds-inoculagdo. Os eventos iniciais da
infeccdo (germinacdo dos conidios e a formagdo de apressorios) de C. gloeosporioides foram avaliados as 24, 48 e 72 horas apds a
inoculagdo. Paralelamente, a atividade da POD e GLU foi monitorada nos mesmos intervalos de tempo. Plantulas do genétipo resistente
ndo apresentaram sintomas da MFG, enquanto que as do gendtipo suscetivel exibiram 11% de severidade média. O padrdo dos eventos
iniciais de penetra¢do do C. gloeosporioides foi o mesmo em ambos os gendtipos. A resisténcia cultivar-especifica foi associada a um
aumento da atividade de POD, enquanto que a atividade de GLU néo variou entre os genotipos.
Palavras-chave: Malus domestica, apressorio, 3-1,3-glucanases, peroxidases, resisténcia.

ABSTRACT
Infectious process and activity of enzymes in apple seedlings of genotype resistant or susceptible to Glomerella leaf spot caused by
Colletotrichum gloeosporioides

The Glomerella leaf spot (GLS) is an emerging disease and has become a major concern to Brazilian apple producers because the
most widely grown cultivar, ‘Gala’, is highly susceptible to the disease. So, this study aimed to investigate the early stages of infectious
process of C. gloeosporioides, and understand the role of peroxidase (POD) and B -1,3-glucanases (GLU) in susceptible (‘Gala’) and
resistant (‘Fuji’) apple seedling genotypes. Seedlings (75 days-old) were inoculated with C. gloeosporioides and the severity of GLS was
assessed at 10 days after inoculation. Conidial germination and appressoria formation of C. gloeosporioides were evaluated at 24, 48 and
72 hours after inoculation. Enzyme activity for POD and GLU were also determined at the same time interval. Seedlings of the resistant
genotype did not show symptoms of GLS, whereas the susceptible genotype exhibited 11% of necrotic leaf area. The early penetration
events of C. gloeosporioides were similar in both genotypes. Cultivar-specific resistance was associated with an enhanced POD activity,
while GLU activity was similar in both genotypes.
Key words: Malus domestica, appressoria, peroxidases, -1,3-glucanases, resistance.

INTRODUCAO

A mancha foliar de Glomerella (MFG) é uma
doenga emergente da macieira (Malus domestica Borkh.)
e que ocorre com maior intensidade em regides de clima
subtropical tmido, como Sudeste dos EUA (Gonzélez et
al., 2006) e Sul do Brasil (Becker et al., 2000). A MFG
se desenvolve geralmente com verdes chuvosos e tem
se tornado uma grande preocupagdo nos ultimos anos no
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Brasil, onde a cultivar mais plantada (‘Gala’) é altamente
suscetivel. Sob tais condigdes, a doenca pode resultar em
desfolha intensa (superior a 75%), reduzindo o rendimento e
enfraquecendo as reservas nutricionais das plantas (Becker
et al., 2000; Gonzalez et al., 2000).

A MFG pode ser causada por Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. e Colletotrichum
acutatum, porém a primeira espécie parece ser mais
importante devido a sua dominancia nas popula¢des e maior
agressividade (Crusius et al., 2002; Gonzalez et al., 2006).
Os primeiros sintomas da doenga sdo manchas vermelho-
arroxeadas que aparecem ao redor de dois dias apds a
inoculagdo. As manchas evoluem para lesdes necréticas de
formato irregular, podendo ocasionar a queda das folhas
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com aproximadamente 10 dias apds a inoculagdo em casa-
de-vegetagdo. (Araujo et al., 2008).

Eventos das fases iniciais do desenvolvimento
de estruturas infectivas de Colletotrichum spp tais como
a germinagdo e¢ a formacdo de apressérios possuem
semelhangas entre si em diferentes patossistemas (Wharton
& Diégues-Uribeondo, 2004; Peres et al., 2005). Apesar
de existirem informagdes sobre as fases de infecgdo de
Colletotrichum spp. em outras espécies vegetais, para
MFG alguns processos como as relagdes entre patdgeno
e hospedeiro ainda sdo pouco conhecidos (Stadnik et al.,
2009).

Quanto ao controle da MFG, o uso de fungicidas
tém sido a principal tatica empregada (Becker et al., 2000),
sendo especialmente aplicados preventivamente ou logo
que os sintomas iniciais sejam observados e repetidos
sempre que ocorra acumulo de 30 milimetros ou mais de
chuva (Becker et al., 2000; Crusius et al., 2002). Apesar de
eficientes, aplicagdes freqiientes de fungicidas aumentam
os custos de producdo e também podem ter efeitos danosos
sobre o meio ambiente e a saude humana (Stadnik et al.,
2009; Furlan et al., 2010).

A cv. Gala descendente do grupo Golden Delicious
¢ amaga mais consumida no mundo é altamente suscetivel
a MFG. Por outro lado, as que descendem do grupo
Delicious, como cv. Fuji apresentam resisténcia completa
a doenga, sendo de cardter monogénico recessivo
(Becker et al., 2000; Dantas et al., 2009; Furlan et al.,
2010). Em estudos com acessos de macieira do grupo
Golden Delicious, Furlan et al. (2010) ndo encontraram
diferengas significativas quanto a resisténcia a MFG ¢
por isso concluiram que, atualmente, as cultivares de
maga que levam genes de resisténcia 8 MFG como a Fuji
(grupo Delicious) sao uma das Unicas fontes para estudo e
desenvolvimento de novas variedades.

Um dos mecanismos de defesa mais comuns e
eficientes ativados apo6s o reconhecimento de patogenos ¢é
a sintese de proteinas relacionadas a patogénese (Métraux,
2001), como por exemplo peroxidases (PODs) e [-1,3-
glucanases (GLUs) (Van Loon et al., 2006). POD cataliza
a oxidagdo e polimerizagdo de alcool hidrocindmico na
presenca de peréxido de hidrogénio (H,0,), produzindo
a lignina, que juntamente com a celulose e outros
polissacarideos se acumulam na parede celular das células
vegetais e funcionam como uma barreira fisica a penetragao
fungica (Stadnik & Buchenauer, 2000). O aumento da
atividade de POD tem sido associado com a resisténcia
em macieira, contra fogo bacteriano (Brisset et al., 2000;
Hassan & Buchenauer, 2007) ¢ em mangueira contra C.
gloeosporioides (Zhu et al., 2008).

Ja GLUs sdo enzimas liticas que hidrolisam o B-1,
3 glucanas, um dos principais componentes das paredes
celulares de bactérias e fungos (Van Loon et al., 2006). O
aumento da atividade de GLU tem sido associado com a
resisténcia em macieira, contra fogo bacteriano (Brisset et
al., 2000) e podriddes de pos-colheita (El Ghaouth et al.,
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2002). Em outras espécies de plantas, niveis mais elevados
de resisténcia a doengas causadas por Colletotrichum spp.
vém sendo também relacionados a uma maior expressao de
GLU, e restri¢do do desenvolvimento do fungo (Nantawanit
et al., 2010). O objetivo deste trabalho foi investigar e
comparar os eventos iniciais do processo infeccioso de
C. gloeosporioides em gendtipos de macieira resistente e
suscetivel a doenga, além de entender o papel das enzimas
POD e GLU na resisténcia cultivar-especifica a MFG.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal condi¢des de crescimento e inoculagio

Plantulas de macieira foram obtidas de sementes de
acordo com metodologia adaptada de Brisset et al. (2000)
¢ Hassan & Buchenauer (2007). Para tanto, as sementes
oriundas do cruzamento das cv. Gala e Fuji foram distribuidas
em caixas plasticas do tipo ‘gerbox’ entre camadas de
algoddo umedecido e, em seguida, armazenadas a 5°C por
50 dias para a quebra de dorméncia. Sementes germinadas
que apresentavam radiculas de comprimento >2cm foram
transferidas para sementeiras de isopor, contendo solo e
mantidas sob condigdes casa-de-vegetacdo sem controle de
umidade, temperatura e fotoperiodo.

Quando as plantulas atingiram o estadio de trés a
quatro folhas elas foram transplantadas para vasos plasticos
individuais contendo 1 L de uma mistura de composto
organico e solo argiloso (1:2, v/v), onde cresceram por mais
45 dias até apresentarem de 10 a 15 folhas expandidas.
As plantulas foram irrigadas de acordo com as suas
necessidades hidricas e adubadas individualmente com
0,25 g de fosfato monoamonio (12-61-0/ NPK). Oidio e
pulgdes foram controlados com pulverizagdes semanais de
enxofre 80% (3 g/L) e inseticidas deltametrina (3 mL/L),
respectivamente. Antes de iniciar o experimento, 0 €Xcesso
de enxofre residual foi removido por lavagem das folhas.

Os gendtipos dos segregantes suscetiveis ou
resistentes a8 MFG, foram identificados por meio de um
bioensaio em folha destacada de acordo com metodologia
adaptada de Liu et al. (2007). Para isso, a ultima folha
expandida foi destacada quando as plantulas tinham 40
dias de idade e pulverizada com uma suspensdo conidial
de C. gloeosporioides (10° conidios/mL). Oito dias apos a
incubagdo em camara imida a 25°C e fotoperiodo de 12 h,
as folhas foram avaliadas quanto a incidéncia e severidade
visual da MFG de acordo com Araujo et al. (2008).
Individuos suscetiveis e que exibiram niveis similares de
severidade de doenga foram selecionados, enquanto que os
individuos resistentes foram identificados pela auséncia de
sintomas nas folhas.

O isolado CGF1 de C. gloeosporioides proveniente
da cole¢do da Embrapa Uva e Vinho foi mantido em meio
BDA. Para obtengdo de indculo, discos de 8 mm das
culturas fingicas foram transferidos para placas de Petri
com meio de cultura BDA. Apos dez dias a 25°C e 12 h
de fotoperiodo, as colonias foram raspadas superficialmente
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com alca de Drigalsky e a concentracdo da suspensdo de
conidios foi determinada com camara de Neubauer.
Plantulas dos genotipos suscetiveis e resistentes
foram inoculadas por aspersdo com uma suspensdo de
3x10° conidios/mL de C. gloeosporioides até o ponto de
escorrimento. As pulverizagdes foram realizadas com
auxilio de pistola acoplada a motocompressor de ar.
Plantulas inoculadas foram mantidas no escuro a 26°C
com 100% de umidade relativa por 24 h e, posteriormente
transferidas para as bancadas da casa-de-vegetagdo, onde
permaneceram até a avaliagdo da severidade.

Avaliacio da doenca

A severidade (propor¢ao de area foliar com tecido
necrosado) da MFG foi avaliada aos 10 dias apods a
inoculagdo (d.a.i.). Para tal, todas as folhas (de 10 a 15)
das plantulas foram destacadas, sendo dispostas entre uma
placa de vidro transparente (28 x 21 x 0,8 cm) ¢ uma lamina
com fundo preto para serem digitalizadas com um scanner.
A proporgcédo de area foliar necrosada foi determinada com
auxilio do programa Quant ® (v.1.01; Universidade Federal
de Vigosa, 2003).

Analise microscopica do processo infeccioso

Das plantulas de ambos genotipos, retiraram-
se dois discos da 2* e 3* folhas expandidas com auxilio
de um vazador (8 mm diametro) as 24, 48 e 72 horas
apos a inoculacdo (h.a.i.). Apds a coleta, os discos foram
imediatamente depositados com a superficie adaxial
voltada para cima em placas de Petri (9 cm) contendo papel
de filtro, previamente umedecido com solugdo de etanol
e acido acético (3:1, v/v), para a retirada da clorofila dos
tecidos. A solucdo foi trocada periodicamente durante dois
dias. Em seguida, os discos foram conservados em solugdo
de lactoglicerol, acido latico e agua destilada (1:1:1 v/v/v)
(Stadnik & Buchenauer, 2000).

A andlise microscopica foi realizada com auxilio
de um microscépio de luz, binocular, no aumento de 400X
(modelo FWL1500, Feldemann Wild Leite, Brasil). Para
visualizagdo das estruturas do fungo, os discos foliares foram
montados em laminas de vidro e corados com azul de Aman
em lactofenol (&cido lactico, 10 mL; glicerina, 10 mL; acido
fénico 10 g; azul de algoddo, 0,1 g ¢ agua destilada, 10 mL).

A germinagdo foi determinada em 100 conidios
sobre os discos foliares e expressa em percentual. Foram
considerados conidios germinados aqueles que apresentaram
a emissdo de um tubo germinativo maior que a largura do
proprio conidio, ou quando foi formado um apressorio
(Morin et al., 1996). Dos conidios germinados determinou-
se a freqiiéncia de duas classes: i. conidios que emitiram
tubo germinativo e ndo formaram apressorio; ii. conidios
que emitiram tubo germinativo que se diferenciaram em
apressorio melanizado. Os conidios e as estruturas de
infeccdo do fungo foram fotografados com uma camera
digital acoplada ao microscépio (5.1 megapixels, modelo
cyber-shot DSC-P93, Sony, Brasil).
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Extracio e quantificacdo protéica

Para a obtencdo do extrato protéico, utilizou-se o
tecido remanescente da 2* e 3 folha expandida de acordo
com metodologia adaptada de Brisset et al. (2000) ¢ Hassan
& Buchenauer (2007) as 24, 48 ¢ 72 h.a.i. As folhas foram
embaladas em papel aluminio, congeladas em nitrogénio
liquido e, em seguida, armazenadas a -20°C até o momento
da extragdo protéica.

Amostras de folhas foram maceradas usando-se
almofariz e pistilo de porcelana na presenca de nitrogénio
liquido. O p6 foi homogeneizado em tampdo fosfato
de soédio (50 mM; pH 7,5) na propor¢do de 1:4 (p/v)
contendo triton x-100, 01% (Sigma-Aldrich, USA),
polivinilpolipirrolidona 1%  (Sigma-aldrich, USA),
ImM EDTA (Sigma-Aldrich, USA), ImM fluoreto
de fenilmetilsulfonila (Sigma-Aldrich, China) e ImM
2-mercaptoetanol  (Sigma-Aldrich, Japdo). Apos a
centrifugagdo a 20.000 g por 30 min a 4°C (centrifuga
modelo 5804R, Eppendorf, Alemanha), o sobrenadante foi
coletado e dividido em duas partes iguais. Uma parte foi
armazenada a -20°C para posterior avaliacdo da atividade
de GLU, enquanto outra foi mantida sob gelo para a
determinagdo imediata de proteinas e atividade da POD. O
teor de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(1976), usando como proteina padrdo albumina de soro
bovina (BSA, Sigma, USA).

Determinacio da atividade de POD e GLU

AatividadedaPOD foideterminadaporespectrometria
de acordo com a metodologia adaptada de Stadnik &
Buchenauer (2000). Para tal, 100 pL do extrato protéico foram
adicionados em 2,9 mL de tampao acetato de sodio (50 mM;
pH 5,5), contendo guaiacol 0,25% (v/v) (Sigma, EUA) e 100
mM H,O, (Merck, Alemanha). Os valores de absorbancia de
reagdo foram registrados a cada 30 s durante 3 min a 30°C por
meio de um espectrofotometro a 470 nm (modelo 700 Plus,
Femto, Brasil). A atividade de POD foi expressa em unidades
de Densidade Optica a 470 nm/mg proteina/min.

A atividade de GLU foi determinada segundo a
metodologia adaptada de Wirth & Wolf (1996) e Brisset et
al. (2000). Carboximetilcurdlan-remazol azul brilhante
(CM-curdlan-RBB, Loewe Biochemica, Alemanha)
foi usado como substrato. Uma quantidade de 200 pL
de CM-curdlan-RBB (4,0 mg/mL) e 200 pL de tampéo
acetato de sodio (200 mM; pH 5,0) foram pipetados em
microtubos de 2 mL, centrifugadas por 5 s e incubadas
a 40°C em banho-maria por 10 min. Depois disso, 400
puL do extrato bruto das amostras foram adicionados,
a mistura foi agitada novamente e entdo incubada a
40°C em banho-maria por 2 h. Apds parar a reacdo
com 200 pL de HCI 2N e manter em gelo por 10 min
as amostras foram centrifugadas por 10.000 g por 10
min. Em seguida a absorbancia do sobrenadante das
amostras foi determinada a 600 nm com auxilio de um
espectrofotometro. A atividade de GLU foi expressa em
unidades de Densidade Optica a 600 nm/mg proteina/min.
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Delineamento experimental e analise estatistica

O delincamento experimental foi inteiramente
casualizado com cinco repetigdes por tratamento, sendo
que cada unidade experimental foi constituida de uma
plantula por vaso. Para a avaliagdo do processo infeccioso
(germinagdo e formagdo de apressorios), cada unidade
constou de quatro discos/plantula. Para determinagdo da
atividade enzimatica cada unidade foi composta pelo tecido
remanescente de duas folhas/plantula. Foram realizados
dois experimentos independentes em diferentes momentos
com resultados semelhantes para gendtipos resistentes e
suscetiveis. Elegeu-se um experimento representativo para
mostrar os resultados.

Depoisde verificadaahomogeneidade das variancias,
os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
com esquema fatorial (tempo x genotipo - 3x2) e ao teste
Tukey a 5% de probabilidade para a separagdo de médias.
As analises estatisticas foram feitas no programa Statistica
6.0 - Stat Soft®, versdo 2001.

RESULTADOS

Severidade da MFG

Plantulas dos gendtipos suscetiveis e resistentes
previamente selecionados pelo método de inoculagdo em
folha destacada confirmaram as respectivas reacdes de
resisténcia durante os experimentos em casa-de-vegetacao.
Ou seja, plantulas do genotipo resistente ndo apresentaram
sintomas, enquanto que as do genotipo suscetivel exibiram
11% de severidade média aos dez d.a.i., estimado com
auxilio do programa QUANT.

Germinacio e formacio de apressorio
Pela analise de variancia somente o fator tempo foi
significativo para a germinagdo de conidios e formagao

de apressorios, com uma tendéncia de incremento nos
valores ao longo do tempo. Por exemplo, as 24 h.a.i.,
a germinagdo de conidios foi de 57,6%, incrementando
para 86,3% em média as 48 e 72 h.a.i. (Figura 1 e 2).
Dos conidios germinados, as 24 h.a.i., observou-se que
cerca de 30% desses formaram apressorios sobre folhas
de ambas cultivares, aumentando para 50% as 48 e 72
h.a.i. (Figura 3). Na comparagdo dos gendtipos, esses
ndo se diferenciaram significativamente quanto a essas
duas variaveis (P>0,05) (Figura 2 e 3).

Teor de proteinas totais

Pela analise de variancia fatorial somente o
fator tempo apresentou efeito significativo. Nao houve
diferenca estatistica para o teor de proteinas totais em
genotipos suscetiveis e resistentes. No entanto, o teor
de proteina médio as 72 h.a.i. foi 91% superior ao valor
registrado as 24 h.a.i. (Tabela 1).

Atividade de POD e GLU

Pela analise de variancia fatorial os fatores tempo
e genotipo apresentaram efeito significativo para atividade
de POD. Para a atividade de GLU somente o fator tempo
apresentou efeito significativo. A interag@o entre os fatores
foi significativa a 5% de probabilidade somente para a
atividade da POD.

A atividade maxima de POD foi verificada as
72 h.a.i. em ambos os genoétipos. A atividade de POD
no genotipo resistente foi 41,2% maior que aquela
mensurada do genoétipo suscetivel. Plantulas com
resisténcia cultivar-especifica apresentaram o maior
valor da atividade de POD as 72 h.a.i. (Figura 4A). A
atividade maxima de GLU foi observada as 24 h.a.i.
e n3o houve diferenca estatistica entre os genodtipos
(Figura 4B).

FIGURA 1 - Eventos iniciais da infec¢do de Colletotrichum gloeosporioides na superficie adaxial de folhas de macieira
as 48 horas apo6s a inoculag@o. A. Conidios germinados sem apressorio; B. Conidio germinado com apressorio. Barras =
10pm.
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FIGURA 2 - Germinagdo de conidios de Colletotrichum
gloeosporioides na superficie adaxial de folhas de macieira de
genotipo suscetivel e com resisténcia cultivar-especifica as 24,
48 e 72 horas apos a inoculacdo. Colunas seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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FIGURA 3 - Freqiiéncia de conidios germinados com (A) ou
sem apressorio (B) na superficie adaxial de folhas de macieira
de gendtipo suscetivel ou resistente as 24, 48 ¢ 72 horas apos a
inoculag@o com Colletotrichum gloeosporioides. Colunas seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.
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TABELA 1 - Teores de proteinas totais em plantulas de macieira
de genotipo suscetivel e com resisténcia cultivar-especifica as
24, 48 e 72 horas apos a inoculagdo (h.a.i.) com Colletotrichum
gloeosporioides

Proteina total (mg/g de peso fresco)

Genotipo 24 h.a.i. 48 h.a.i. 72 h.a.i.

Suscetivel 0,87 1,10 1,84

Resistente 0,89 1,31 1,52 n.s.

Média 0,88a 1,20ab 1,68b
n.s.= Nao significativo pelo teste Tukey (p < 0,05) para o fator
genotipo.

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para o fator tempo.
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FIGURA 4 - A. Atividade de peroxidases (POD); e B. B-1,3
glucanase (GLU) em plantulas de macieira de genotipo suscetivel
(S) e com resisténcia cultivar-especifica (R) as 24, 48 e 72 horas
apos a inoculagdo de Colletotrichum gloeosporioides. Barras em
cada ponto representam o desvio padrao da média. Pontos seguidos
pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

DISCUSSAO
Plantulas do genotipo resistente ndo apresentaram
sintomas da MFG em condi¢des de casa-de-vegetag@o,

confirmando que a reagdo observada nos segregantes
resistentes no bioensaio com folhas destacadas ¢ de
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carater monogénico recessivo (Dantas et al., 2009).
A resisténcia monogénica caracteriza-se por ter uma
distribuigdo descontinua no fendtipo, de tal modo que
individuos resistentes podem ser facilmente distinguidos
dos suscetiveis (Kiraly et al., 2007). Tendo em conta que a
‘Gala’ ¢ auto-incompativel (Hegedus, 2006) e a resisténcia
a MFG ¢ conferida por um gene maior (Dantas et al., 2009),
a introducdo de genes de resisténcia através de métodos
tradicionais de melhoramento nao deve ser dificil.

A partir da amostragem das 48 h.a.i., a germinacao
de conidios de C. gloeosporioides e formagao de apressorios
ocorreu em taxas maiores sobre folhas de ambos os
genotipos (Figura 1, 2 e 3). Estes resultados estdo de
acordo com diversos trabalhos da literatura que relataram
que Colletotrichum spp. podem apresentar maior taxa de
germinac¢ao e formagao de apressorio em intervalos de tempo
superiores as 24 h.a.i. sobre plantas como: Stylosanthes
guianensis (Munaut & Maraite, 1998), guaranazeiro (Bentes
& Matsuoka, 2002), sorgo (Basavaraju et al., 2009), oliveira
(Gomes et al., 2009) e feijoeiro (Ishikawa et al., 2010).
No entanto, em outros patossistemas como pimentdo - C.
gloeosporioides (Kim et al., 1999) e fumo - C. orbiculare
(Shen et al., 2001) € possivel detectar altas taxas de emissao de
tubo germinativo ¢ formagao apressorio até 24 h apds o contato
do fungo com frutos e folhas, respectivamente. A germinagao
e a diferenciagdo do tubo germinativo em apressorio em
Colletotrichum sp ocorrem entre 3 ¢ 48 h apds a deposi¢do
do conidio, e sua velocidade ¢ fortemente influenciada por
fatores ambientais e sinais quimicos e/ou fisicos presentes na
superficie do hospedeiro (Mendgen et al., 1996; Deising et al.,
2000; Wharton & Diégues-Uribeondo, 2004).

Conidios de C. gloeosporioides germinaram e
formaram apressorio de modo semelhante na superficie de
folhas de gendtipos resistente ou suscetivel (Figura 1, 2 e 3).
Outros estudos com C. gloeosporioides em videira (Daikin
& Milholland, 1984), malva (Morin et al., 1996), pimentao
(Kim et al., 1999) e sorgo (Wharton et al., 2001), além de
C. lindemuthianum - feijoeiro (Ishikawa et al., 2010) t€m
também revelado que os eventos iniciais de penetragdo
ndo diferem em cultivares suscetiveis ou resistentes.
Conidios emitem tubos germinativos, que formam
apressorios globosos e melanizados, ¢ que por sua vez
emitem hifas peg de penetragdo que infectam diretamente
c¢lulas da epiderme (Wharton et al., 2001; Wharton &
Diégues-Uribeondo, 2004). No entanto, ha relatos, em
algumas interagdes (Munaut & Maraite, 1998; Basavaraju
et al,, 2009) que sugeriram uma menor freqiiéncia de
germinacdo ¢ formagdo apressorios de Colletotrichum sp.
em gendtipos resistentes, quando comparados a suscetiveis.
Caracteristicas quimicas e fisicas presentes nas folhas, tais
como ions de calcio, agiicares simples, monomeros de cera,
etileno, hidrofobicidade e propriedades topograficas da
planta podem afetar a germinacdo de Colletotrichum sp. e
também a diferenciacdo do tubo germinativo em apressorio
(Mendgen et al., 1996 ; Munaut & Maraite, 1998; Deising
et al., 2000 ; Basavaraju et al., 2009).
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Diversos trabalhos t€ém demonstrado que diferencas
durante processo infeccioso de Colletotrichum spp. em
gendtipos com diferentes niveis de resisténcia ocorrem
somente apds a penetragdo, durante o processo de
colonizagdo do fungo nos tecidos internos do hospedeiro
(Morin et al., 1996; Shen et al., 2001; Wharton et al.,
2001; Bentes & Matsuoka, 2002; Wharton & Diégues-
Uribeondo, 2004; Peres et al., 2005, Gomes et al., 2009).
Apos a penetragdo inter e intracelular das hifas infectivas
de Colletotrichum spp. se iniciam os mecanismos de
resisténcia no hospedeiro como: formagdo de papilas,
acumulacdo de compostos fendlicos e fitoalexinas que
paralisam o desenvolvimento ou matam o fungo (Wharton
et al., 2001; Wharton & Diégues-Uribeondo, 2004; Peres et
al., 2005; Basavaraju et al., 2009). No presente trabalho, os
eventos iniciais de penetragao foram os mesmos em ambas
cultivares. Desta forma, a resisténcia cultivar-especifica da
macieira ‘Fuji’ parece atuar apos a penetracdo e durante
colonizagdo de C. gloeosporioides em tecidos internos do
hospedeiro. No entanto, estudos ultraestruturais com outras
técnicas de microscopia sdo necessarios para verificar qual
a interferéncia no crescimento inter ¢ intracelular de hifas
primarias e secundarias de C. gloeosporioides em tecido
resistente de macieira.

Embora ndo se tenha observado diferencas entre
os gendtipos no teor de proteinas um aumento gradual do
teor de proteinas totais no tempo foi observado (Tabela 1),
provavelmente devido a acumulagdo de proteinas PR apos a
inoculagdo. Sabe-se que o teor de diversas dessas proteinas
¢ freqlientemente incrementando durante a infec¢do por
fungos patogénicos (Métraux, 2001; Van Loon et al.,
2000).

Plantulas do genétipo resistente apresentaram
maior atividade de POD, comparado as suscetiveis (Figura
4A). A indugdo de enzimas de defesa tais como POD tem
sido reconhecida como resposta inicial de resisténcia em
plantas (Métraux, 2001). Plantas resistentes reconhecem
rapidamente a presenga do patdogeno e ativam seus
mecanismos de defesa contra a invasdo. Ao contrario,
em plantas suscetiveis, o reconhecimento ocorre mais
tardiamente e a planta pode ser infectada (Métraux, 2001;
Wharton et al., 2001). Por exemplo, em cana-de-actcar,
plantas resistentes a podriddo vermelha apresentam maior
atividade de POD, comparado as suscetiveis nas fases
iniciais de infec¢do (24 h.a.i.), controlando a infecgdo de C.
falcatum (Asthir et al., 2009).

Apesar do papel das PODs ndo ser entendido
completamente, este vem sendo freqiientemente associado a
biossintese da parede celular, respostas a injurias, resisténcia
a doengas e reparos de feridas (Van Loon et al., 2006). PODs
sdo responsaveis pela formagao de lignina que se acumulam
na parede celular das células vegetais, funcionando como
uma barreira fisica a penetragdo fungica (Stadnik &
Buchenauer, 2000). A rapida lignificagdo da parede celular
de plantas resistentes sob o apressorio de Colletotrichum
spp. ¢ um dos mecanismos de defesa primordiais para evitar
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a penetragdo do fungo em seus tecidos (Hammerschmidt
& Kuc, 1982). Por exemplo, plantas de pepino previnem a
infeccdo por C. lagenarium devido a um rapido acimulo de
lignina na parede celular (Hammerschmidt & Kuc, 1982).
A resisténcia a doengas também pode ser mediada pelo
H,O, que ¢ freqlientemente associada com a atividade de
POD (Mlickova et al., 2004). Plantas de sorgo resistentes
acumulam mais H,O, abaixo do apressorio e ao redor das
vesiculas de infeccdo de C. sublineolum do que plantas
suscetiveis, controlando a colonizagao do fungo (Basavaraju
et al., 2009).

Os resultados de nosso estudo sugerem que a
resisténcia nao afeta a atividade de GLU nos intervalos
de tempo estudados ¢ que o pico da atividade da enzima
ocorreu as 24 h.a.i. (Figura 4B), ou mesmo mais cedo.
Alguns estudos em macieira t€ém mostrado que a atividade
maxima da GLU relacionadas com outros patossistemas
pode ocorrer entre intervalos de tempo que ndo foram
analisados em nosso trabalho (inferior a 24 h.a.i. ou superior
a72h.a.i.) (Brisset et al., 2000; El Ghaouth et al., 2002). Em
outras espécies de plantas inoculadas com Colletotrichum
spp. tem se detectado maior acimulo de GLU em intervalos
superiores a 72 h.a.i. (Zhu et al., 2008; Nantawanit et al.,
2010). No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade
de que o pico da GLU possa ter ocorrido antes das 24 h.a.i.
nas plantas do genotipo resistente. Proteinas PR como as
GLU, possuem fungdo imediata na defesa de plantas, com
acdo direta sobre as hifas invasoras (Van Loon et al., 2000).
Além disso, deve-se levar em conta que os mecanismos de
defesa sao dependentes do genotipo (Métraux 2001; Kiraly
etal., 2007). Por exemplo, Borsato et al. (2010) observaram
um aumento significativo na atividade de GLU em plantas
moderadamente suscetiveis tratadas com ulvana, mas ndo
naquelas resistentes a ferrugem. Em suma, os padrdes dos
eventos iniciais do processo infeccioso da MFG foram os
mesmos em folhas de macieira de genotipo suscetivel ou
resistente. J4 um aumento da atividade de POD foi associado a
resisténcia cultivar-especifica, o que ndo foi observado para a
atividade de GLU, que ndo foi influenciada pelos genotipos.
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