POTENCIAL PARA “SCREENING” DE DOENCASFOLIARESEM MILHO
ATRAVES DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA

Frederico Ozanan M achado Dur des', Carlos Roberto Casela®
Antonio Carlosde Oliveira®

INTRODUCAO

A fluorescéncia da clorofila (FC) in vivo € um método potente, ndo-destrutivo e
rapido para detectar mudancas na atividade fotossintética de folhas devido a variagéo
ambiental e a fatores de estresse natural e antropogénico. Usando a técnica de FC é
possivel estimar os par@metros de eficiéncia fotossintética atual da folha, sob alguma
condicéo em algum tempo (PPSII) e também o potencia méximo da eficiéncia quantica
(FW/Fm). O ®PSlI indica a efetividade da utilizacdo da luz pela folha e revela a extenséo
de outras limitactes para fotossintese e a presenca da adaptacéo ou aclimatacéo. A razéo
F./Fm tem mostrado ser um indicador confiavel de estresse.

A ferrugem polissora, causada pelo patdgeno Puccinia polysora Underw., € uma
das mais importantes doencas na cultura do milho no Brasil, e € favorecida pela
ocorréncia de temperaturas entre 23 e 28'C e alta umidade relativa (Melching, 1975). Os
danos causados pela doenca incluem a reducdo no vigor da planta suscetivel, seca e
morte prematura das folhas, redugdo no peso dos gréos e acamamento (Albuquerque,
1971; Leonard, 1974). Perdas na producéo foram relatadas no Brasil por Von Pinho et
al. (1998), variando de 18 a 56% em experimentos de campo.

O objetivo desse trabalho foi demonstrar que medidas de fluorescéncia de
clorofilain vivo podem ser (teis para screening de milho visando tolerancia a estresses
ambientais (com énfase em doencas foliares).

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal e Tratamentos: 04 linhagens endogamicas de milho (L;-1199, L,-
527, L3-5128412891, L4-420) foram cultivadas em casa de vegetacdo, com 3 plantas por
vaso de 5,0 kg de um LEm, fase “cerrado”, em 03 repeticdes, até os 35 dias apos a
semeadura. Aos 20 dias apds a semeadura as plantulas foram inoculadas com 02
isolados (1,-08.99, de Goiania-GO e 1,.05.99, de Jardindpolis, SP) de Puccinia polysora,
para avaliacdo de patogenicidade (metodologia descrita por Robert, 1962), e a técnica
de fluorescéncia da clorofila (FC), segundo Durées et al. (2000). A avaliacéo foi
realizada aos 15 dias apds a inoculacdo, sendo consideradas duas classes de reacOes,
conforme Robert (1962), modificado: resistente (R) — pontuagbes cloréticas ou
necroticas, sem a formag&o de pustulas ou formagdo de pequenas pustulas com pouca
esporulacéo e suscetivel (S) — pustulas abertas com ou sem a formagdo de clorose, com
moderada a abundante esporulagdo. Buscou-se definir parémetros de FC e sua
associacdo com o parametro fenotipico de classificagdo convencional da reagéo de
patogenicidade da doenca “per se’.
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M edidas de fluorescéncia da clor ofila: A fluorescéncia daclorofilain vivo foi medida,
em cada experimento, apds aimposi¢ao do tratamento especifico, na superficie superior
da ultima folha com ligula visivel, usando um PEA Il (Hansatech Instruments Co., UK).
A priori de medidas dos parametros de fluorescéncia (Fo, inicial; Fm, maxima; Fv,
variavel; tm e relagbes), porcao das folhas escolhidas para avaliagéo foram adaptadas no
escuro (com leafclip) por um minimo de 30 minutos em temperatura ambiente, em 03
plantas intactas de para cada uma das 03 repeticdes. A folha intacta foi entdo acoplada,
no escuro, na sonda do fluorimetro. Para o célculo e definicdo de pardmetros da
fluorescéncia da clorofila (procedimento experimental e importancia de parametros em
andlise de quenching da fluorescéncia da clorofila, vide Scholes & Horton, 1993 e
Duré&es et a. 2000):

RESUL TADOSE DISCUSSAO

Os resultados dos parametros de fluorescéncia da clorofila e patogeni cidade por
Puccinia polysora séo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3.

Em condi¢gdes fisiolégicas normais, Fo é constante e ndo responsivo para
mudancas no metabolismo fotossintético (Goedheer, 1972). Entretanto, em condi¢fes de
pressdo de indculo de P. polysora, o Fo foi aumentado em apenas 3/8 dos (gendtipos x
in6culo), indicando nestes danos na funcionalidade do aparato fotossintético (Tabela 1).
Esse fenbmeno deve ocorrer se os centros de reacdo PSIl sdo danificados, ou se a
transferéncia de energia de excitagdo da antena para os centros de reagdo € impedida,
conforme relatado por Bolhar-Nordenkampf et al. 1989. Isto sugere que Fo ndo se
apresentou como um bom parametro para avaliar os genotipos submetidos aos isolados
de P. polysora.

No gendtipo sensivel a P. polysora, a fluorescéncia variavel (Fv) decresceu
cerca de 5 e 9 vezes para 0 genotipo L3-5128412891 x Isolado 1,-08.99 e Isolado I,
05.99, respectivamente (Tabela 1), indicando um site inibitério no lado foto-oxidante
do PS 1, de acordo com Govindjee et a. (1981) e Havaux and Lannoye (1983).

O decréscimo nas razdes Fv/Fo e Fv/Fm sugerem que a exposi¢cdo da linhagens
L3-5128412891, principalmente (Tabela 1), para os dois isolados de P. polysora causou
injuria na estrutura do tilacdide e afetou o transporte el etréni co fotossintético, como tem
também sido sugerido por Havaux and Lannoye (1983) e Durées et al. (2000) para
toleréncia a secaem milho.

Os quatro gendtipos utilizados no teste de screening diferiram em tolerancia para
resisténcia a Puccinia polysora, baseando-se nos parametros fenotipicos (escala visual)
e através da fluorescéncia da clorofila. A Tabela 2 mostra o ranking para resisténcia a
P. polysora entre os tratamentos (linhagens x isolados), usando algum dos parametros
do método de screening de fluorescéncia da clorofila.

E de interesse que todas as taxas de fluorescéncia da clorofila estejam no mesmo
ranking como nas técnicas convencionais de screening. Com base nos dois isolados e
quatro genadtipos testados, a L4-420 foi a mais resistente e a L3-5128412891 a mais
susceptivel a Puccinia polysora. Os demais tratamentos (genétipos x isolados), ou sgja,
L:-1199 Isolado 1,-05.99 e L»-527 Isolado 1,-08.99, embora classificados pela técnica
de fluorescéncia como de resisténcia intermediaria, foram classificados pela técnica
visual de patogenicidade como resistentes, com a justificativa de que a reacdo avaliada
representa a resposta a apenas um ciclo do patdgeno na planta. Os dados sugerem que 0s



critérios definidos na Tabela 3 poderdo ser de grande valia para avaliar patogenicidade
de P. polysora em condigdes de campo, durante o ciclo da cultura do milho.

Pelas combinagdes gendtipos x isolados observa-se que os gendtipos L4-420 e
L1-1199 parecem ter um potencial de crescimento em condigbes de ataque do P.
polysora, desde que seu aparato fotossintético tem mostrado marcadas caracteristicas de
resisténcia a ferrugem, como pode ser visto pelas razbes Fv/Fo e Fv/Fm, que foram mais
altas em folhas inoculadas com P. polysora do que em controles (Tabelas 1 e 2). Isto
sugere gque esses gendtipos exibiram uma melhor conversdo do quantum fotossintético
sob influéncia de inoculagdo dirigida de P. polysora do que sem inoculacdo, em relacéo
a gendtipos sensiveis, como por exemplo o L3-5128412891. O rendimento quantico
(atividade fotoquimica) do PSII pode ser medido pela razédo Fv/Fm. A eficiéncia pela
qual a energia de excitacdo colhida pela antena PSI| é transferida e utilizada pelo centro
de reacdo PSII para fotoquimica pode ser estimada também por Fv/Fm (Durdes et al.
2000). A porcentagem que decresce em Fv/Fm do genétipo sensivel (L3-5128412891)
apos inoculacdo com P. polysora (Tabela 2) indica um decréscimo na eficiéncia da
fotoquimica primariado PSII. A porcentagem de flutuagfes na razéo Fv/Fm mostrou-se
correlacionar muito fortemente com a taxa de injuria avaliada pelo indice visua de
patogenicidade.

Como no caso de outras injurias, provocadas por estresses ambientais (Havaux
and Lannoye 1983), medidas de fluorescéncia de clorofila in vivo pode ser usado para
screening para tolerancia a estresses abioticos (Al, N, temperaturas extremas, seca)
como também a estresses bi éticos, como nainfecgdo por Puccinia polysora.

CONCLUSOES

Os resultados de classificacdo de resisténcia a Puccinia polysora através de
parametros de fluorescéncia da clorofila (L4 1,.05.99, L1 1,.08.99, L4 1,.08.99, L, I
05.99) > (L1 1,.05.99, L, 1,.08.99) > (L3 1,.05.99, L3 1,.08.99), apontam as linhagens L 4-
420, L1-1199 e L,-527 (resistentes) e linhagem L3-5128412891 (sensivel), de acordo
com os critérios visuais de patogenicidade.

A técnica de fluorescéncia da clorofila se presta para screening de linhagens de
milho visando resisténcia a doencas foliares por Puccinia polysora.
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Tabela 1 - Par@metros de Fluorescéncia da Clorofila, em quatro linhagens de milho, cultivadas
em LEm, envasados (5,0 kg) em casa de vegetac&o, e inoculados com dois isolados
de Puccinia polysora, avaliados aos 35 dias apds semeadura. Média de 03 plantas
por vaso. Embrapa Milho e Sorgo. Sete Lagoas, MG. Junho/2001.

T,r z-sltamentos Fg(l)f:a Par dmetr os de Fluor escéncia da Clor ofila
Genotipo | 1s0lado | by e Fo Fv Fm Tm Fv/IFm | Fv/Fo | Area
|- 08.99 1. NI 404 1316 1720 301 0,765 | 3,261 | 24567
L,- 1199 2.1 431 1242 1673 275 0,741 | 2,891 | 19400
.- 05.99 1. NI 440 1275 1715 414 0,743 | 2,898 | 22800
Z 0 557 854 1410 323 0,590 | 1,748 | 14405
|- 08.99 1. NI 498 1265 1763 336 0,716 | 2,565 | 27433
L,-527 2.1 357 674 1031 239 0489 | 1,423 | 12675
.- 05.99 1. NI 491 1339 1830 228 0,732 | 2,730 | 22875
Z 0 476 975 1381 208 0,657 | 1,940 9688
Ls I.- 08.99 1. NI 455 1234 1689 186 0,730 | 2,716 | 20367
5128412891 | " TUY (2| 633 255 888 171 0,290 | 0,422 3493
|- 05.99 1. NI 443 1213 1655 261 0,732 | 2,756 | 20567
2.1 303 132 435 179 0,302 | 0,502 1673
|- 08.99 1. NI 430 1354 1783 277 0,759 | 3,161 | 23050
L, 420 2.1 416 1028 1444 249 0,712 | 2,473 | 12550
.- 05.99 1. NI 457 1246 1703 325 0,732 | 2,726 | 24600
20 407 1054 1461 245 0,721 | 2,590 | 15500

* Planta por vaso: NI = Folha ndo-inoculada (controle), 1" folha superior com ligulavisivel; e, |
= Folha inoculada, inferior.

Tabela 2 - Efeitos da resi sténcia/susceptibilidade a Puccinia polysora em milho, nos paréametros
de fluorescéncia da clorofila. Embrapa Milho e Sorgo. Sete Lagoas, MG.

Junho/2001.
Tratamentos Fv/Fo Ema;]:gije Fv/Em Ema;]:gije
Gendtipo I solado 1. NI 2 % do Escorede 1. NI 2 % do Escorede
(Controle) Contraole lab (Controle) Contraole lab

L1199 1,-0899| 3,261 |2,891| 0,87 1 0,765 |0,741| 0,97 1

1-0599] 2898 |1,748| 0,60 3 0,743 |0,590| 0,79 2

527 1,-0899| 2565 |1,423| 0,55 4 0,716 |0,489| 0,68 3

1-0599] 2730 |1,940| 0,71 2 0,732 |0,657| 0,90 1

La 1,-08.99| 2,716 |0,422| 0,16 5 0,730 |0,290| 0,40 5

5128412891 |1,-05.99| 2,756 |0,502| 0,18 5 0,732 10,302| 0,41 5

L 220 1,-08.99| 3,161 |2473| 0,78 2 0,759 |0,712| 0,94 1

¢ 1,-05.99| 2726 |2590| 0,95 1 0,732 0,721 | 0,98 1

|

* Planta por vaso: NI = Folha ndo-inoculada (controle), 1" folha superior com ligula visivel; e,

= Folhainoculada, inferior.
Escala de doencgas foliares em milho, para Puccinia polysora: 1- resistente, 2- parcialmente
resistente, 3-intermediario, 4- parcialmente sensivel, 5- totalmente sensivel (Robert, 1962).




Tabela 3 - Classificagdo de resisténcia/susceptibilidade de linhagens de milho a Puccinia
polysora, baseada em pardmetros de fluorescéncia (% do Controle = I/NI) e Escala
visual de patogenicidade. Embrapa Milho e Sorgo. Sete Lagoas, M G. Junho/2001.

Par ametros de Fluor escéncia

Gendtipo (% do Controle) Escala visual de doencas em milho
Fv/Fo Fv/Fm
Resistente >0,80 >0,80 1
Intermedidrio 0,50-0,79 0,50-0,79 2-3-4
Sensivel <0,50 <0,50 5

Planta por vaso: NI = Folha ndo-inoculada (controle), 1

Folhainoculada, inferior.
Escala de doencgas foliares em milho, para Puccinia polysora: 1- resistente, 2- parcialmente
resistente, 3-intermediario, 4- parcialmente sensivel, 5- totalmente sensivel (Robert, 1962).

folha superior com ligulavisivel; e, | =
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