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RESUMO

BRITO JUNIOR, Joel Guimaries de. Relacdes de Phakopsora pachyrhizi com
sementes de soja. Lavras: UFLA, 2007. 93p. Dissertagdo (Mestrado em
Fitopatologia).'

A ferrugem da soja tem sido, nos Ultimos anos, uma das mais sérias ameacas ao
cultivo dessa oleaginosa no Brasil, em razdo de sua natureza explosiva e em
fun¢do da inexisténcia de variedades com resisténcia aceitavel. Em adig@o aos
reflexos negativos de sua presenca nas areas de producdo comercial de graos, a
ocorréncia de P. pachyrhizi, em amostras de sementes, procedentes de diferentes
localidades no pais, tem sido detectada em analises sanitarias de laboratorio. O
presente trabalho foi conduzido com o intuito de verificar a ocorréncia e
viabilidade de P. pachyrhizi em amostras de sementes de soja recebidas de
produtores e ao longo do periodo de armazenamento, e avaliar a
transmissibilidade do agente da ferrugem a partir de sementes contaminadas.
Pelo método de exame de suspensdo de lavagem, com posterior contagem de
urediniosporos, a ocorréncia de P. pachyrhizi foi detectada em todas as amostras
analisadas a uma taxa variavel de 83 a 1056 urediniosporos/100 sementes. Em
ensaio de armazenamento, usando sementes contaminadas artificialmente com o
patdégeno, nao houve germinagdo dos urediniésporos ao longo de seis meses.
Nestas condigdes, pelo teste de tetrazolio, observou-se que no periodo de
armazenamento, em condi¢des naturais, houve uma queda brusca dos indices de
viabilidade dos urediniosporos, ap6s a primeira época avaliada, tendo 2% destes
esporos apresentado atividade enzimatica ao final de seis meses. Em relagdo ao
estudo de transmissibilidade, sementes com contaminagdo artificial de P.
pachyrhizi, foram semeadas em vasos dentro de caixas com armag¢do de madeira
revestidas por plastico transparente e tecido antiafidico, pelo periodo de 80 dias,
em condigdes controladas. Paralelamente, as sementes contaminadas com o
patogeno foram semeadas em substrato de areia e mantidas em camaras de
crescimento vegetal, com temperaturas de 15 e 20 +2°C e umidade relativa
elevada, pelo periodo de 20 dias. Em nenhum desses ensaios, foram observados
sintomas da ferrugem nas plantas emergidas.

'Comité de orientagdo: Jos¢ da Cruz Machado — UFLA (Professor Orientador); Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Professor Co-orientador).



ABSTRACT

BRITO JUNIOR, Joel Guimaraes. Association of Phakopsora pachyrhizi with
soybean seeds. 2007. 93p. Dissertation (Master in Phytopathology — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil).l

Soybean rust has been one of the most devastating diseases in Brazil over the
last 3 years, being considered an obstacle for the expansion of this crop in the
country. Besides its explosive epidemiological nature, the control of such
disease is difficulty in reason of the inexistence of cultivars with acceptable
resistance. In addition, the occurrence of P. pachyrhizi, in seed samples of
soybean from different regions in Brazil, has been detected in health tests in the
Seed Pathology Laboratory of the Federal University of Lavras, MG. Based on
that, the present work was proposed with the following aims: 1- to verify the
occurrence of that fungus in seed samples of soybean collected in different seed
fields located in some areas in Brazil, 2- to evaluate the viability of
urediniospores, artificially incorporated to seeds, along a storage period of six
months under natural conditions and 3- to evaluate the transmission of that
pathogen from seeds to emerged plants under different conditions. By the
washing method the occurrence of P. pachyrhizi was detected in all seed
samples analyzed at a rate ranging from 83 to 1056 uredinidosporos/100 seeds. In
specific trial using artificially contaminated seeds, germination of urediniospores
was not observed during six months storage. Under those conditions, viability of
urediniospores, as revealed by the tetrazolium test, declined sharply after the
first time of evaluation. At the end of the storage period, 2% of the spores
examined presented enzymatic activity. In relation to seed transmission, that
was checked out under two different conditions. In one trial, seeds were sown in
pots which were kept in individual boxes with protection against external
contamination for the period of 80 days. In another experiment, seeds
contaminated with urediniospores were sown in trays containing sand substrate
and kept in incubation room under 15 e 20 +2°C for three weeks. In any case
symptoms of rust disease were observed in the emerged plants.

'Advising Committee: José da Cruz Machado — UFLA (Major Professor); Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Co-adviser Professor).
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO



INTRODUCAO GERAL

A ocorréncia da ferrugem da soja, no Brasil, foi constada,
primeiramente, em cultivo de soja na Estagdo Experimental da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria do Estado de Minas Gerais, a Epamig, em Lavras,
MG, em 1979 (Deslandes, 1979). Embora tenha sido encontrada em outras areas
produtoras de soja, nos estados de Minas Gerais, Goias e Parana e no Distrito
Federal, nos anos subseqiientes, causando danos variaveis, a sua ocorréncia, em
geral, ndo foi considerada de natureza epidémica, deixando de ser uma
preocupagdo prioritaria, mas constituindo-se em um risco potencial para os
produtores brasileiros.

A partir de 2001, em uma de suas formas mais agressivas, de origem
asiatica, a ferrugem da soja passou a causar danos dos mais preocupantes,
havendo, inicialmente, relatos de prejuizos da ordem de US$ 24,7 milhdes
(Yorinori et al., 2002). Estima-se que, na safra de 2005/6, os prejuizos tenham
sido em torno de US$ 1,75 bilhdo, contabilizados nessa soma, além do valor da
perda em toneladas, os produtos e demais recursos utilizados para o seu controle
no campo (Roessing, 2006). Os reflexos negativos desses danos sdo percebidos
rapidamente na pauta de exportagdo do pais onde o volume de grios de soja
representa uma parcela das mais expressivas. Um agravante decorrente da
ocorréncia explosiva dessa doenga no Brasil, nos ultimos anos, foi o aumento
substancial do uso de fungicidas para o seu controle, praticado em quase todas as
regides produtoras no pais.

Em adicdo aos reflexos negativos da ocorréncia da ferrugem nas areas
de produgdo comercial de grdos, foi constatada, em analises sanitarias de
amostras de soja realizadas pelo Laboratorio de Patologia de Sementes do

Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG, a



ocorréncia de urediniésporos do agente etiologico da referida doenga, associados
as sementes de algumas amostras destinadas a exportagdo, o que inviabiliza a
aprovacao destes lotes para o comércio com alguns paises que exigem o
certificado negativo para este e outros patdgenos.

A longevidade do indculo (urediniosporos) do referido agente
patogénico ¢ curta, havendo registros de sua viabilidade por 50 dias (Caldwell &
Laing, 2001) e por 15 a 270 dias, sob condigdes artificiais de estocagem, ou seja,
inoculo em ambiente na auséncia do hospedeiro natural (Godoy & Flausino,
2004; Zambenedetti & Alves, 2004).

Diante da escassez de informagdes sobre a associagdo de P. pachyrhizi
com sementes de soja, sob varios aspectos, como viabilidade de ino6culo durante
o armazenamento e transmissibilidade deste fungo via sementes, torna-se
evidente que estudos pontuais sobre estes aspectos sdo necessarios para as

condig¢oes brasileiras.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ocorréncia e importancia econémica da ferrugem da soja no Brasil

A cultura da soja [Glycine Max (L.) Merril] é atacada por duas espécies
de fungo pertencentes ao género Phakopsora, que sdo os agentes etiologicos da
doenga denominada ferrugem: Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur (fase
anamorfica: Malupa vignae) e Phakopsora pachyrhizi H. Sidow & Sidow (fase
anamorfica: Malupa sojae). Ono et al. (1992) demonstraram a possibilidade de
se diferenciar estas espécies por meio de estudos morfologicos dos telidsporos e
das télias. No entanto, a sua diferenciacdo pode ser realizada, também, por
intermédio de técnicas de PCR (Frederick et al., 2002).

P. meibomiae, agente etiologico da ferrugem “americana”, ocorre de
forma natural no Continente Americano. O fungo utiliza uma vasta série de
hospedeiros, podendo infectar, naturalmente, cerca de 42 espécies em 19
géneros de leguminosas e, ainda, mais 18 espécies em 12 géneros, quando a
inoculacdo ¢ artificial (Hennen, 1996).

P. pachyrhizi, nativo do Oriente (China) ¢ agente etiologico da ferrugem
“asiatica” (terminologia adotada com a finalidade de se diferenciar da ferrugem
“americana”), presente na Asia e Australia, foi detectado, pela primeira vez fora
desses paises, no Hawaii, em 5 de maio de 1994 (Bonde & Peterson, 1996;
Kilgore, 1996). No continente africano, foi constatada, pela primeira vez, em
Uganda, em 1996, em area experimental de soja (Kawuki et al., 2003). Em 1998,
foi detectado no Zimbabwe e Zambia (Levy, 2004) e, em 2001, na Africa do Sul
(Caldwell & McLaren, 2004; Pretorius et al., 2001). No continente americano, a
primeira constatagdo da ferrugem “asiatica” foi feita no Paraguai, em 5 de margo

de 2001 (Paiva, 2001) e no oeste e no norte do Parana (Londrina), entre 26 e 28



de maio de 2001 (Yorinori et al., 2002).

A rapida expansdo e a dimensdo de perdas que esta tem causado
destacam a importancia da ferrugem “asiatica” (Yorinori et al., 2003; Yorinori et
al., 2004), promovendo o declinio de rendimento, que torna invidvel a colheita
em diversas lavouras dos Cerrados. A area afetada no Brasil e no Paraguai, em
2001, foi estimada em 10.000 ha. Na safra 2001/02, a expansdao da doenca
ocorreu em quase toda regido produtora de soja do Paraguai e em,
aproximadamente, 60% das areas de produgdo no Brasil, onde as perdas
estimadas nessa safra foram de 569,2 mil toneladas (US$125,5 milhdes;
US$220,50/t) (Yorinori et al., 2002). Na safra 2002/03, a area de producdo no
Brasil atingida pela ferrugem superou o indice de 90%, provocando perdas
superiores a 3,3 milhdes de toneladas ou o correspondente a US$737,5 milhGes
(US$223,50/t) (Yorinori et al., 2003). Na safra seguinte (2003/04), as perdas
ultrapassaram US$1,2 bilhdo (US$260,80/t), equivalente a 4,6 milhdes de
toneladas (Yorinori, 2004).

Além do Brasil ¢ do Paraguai, a ferrugem foi detectada em parcelas
experimentais na Argentina, no final da safra 2001/02, na localidade de
Misiones (Rossi, 2003). No final da safra 2003/04 (abril), atingiu lavouras
semeadas tardiamente nas principais areas de produgdo do pais. Na Bolivia, a
doenga foi detectada, pela primeira vez, em 2003, no plantio de inverno (julho),
causando severas perdas em algumas lavouras ndo tratadas com fungicidas
(Navarro et al., 2004). Atualmente, pode-se dizer que a ferrugem “asiatica”
encontra-se disseminada por todo o hemisfério sul do continente americano.

Em 10 de novembro de 2004, foi feita a primeira notificacdo de sua
ocorréncia nos Estados Unidos, tendo sido encontrada em unidades
experimentais da Louisiana State University, Baton Rouge, Louisiana (Rogers &
Redding, 2004).

A ocorréncia de Phakopsora sp em sementes de soja, conforme



detectada no Laboratorio de Patologia de Sementes do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, em 2004, em amostras
provenientes de areas produtoras em Mato Grosso (Machado, comunicacao
pessoal, 2005), ¢ um fato novo que pode caracterizar risco, do ponto de vista de
defesa sanitaria e um aspecto de relevancia questionavel, do ponto de vista de
qualidade de sementes, em esquemas de certificacdo regional (Machado, 1988;
Neergaard, 1977). O fundamento € o de que os agentes etioldgicos de ferrugens
ndo sdo, salvo raras excegdes, transmissiveis por sementes de seus hospedeiros.
Os riscos se caracterizam, no entanto, pelo fato de as sementes constituirem em
veiculos de disseminacdo para a maioria dos agentes etiologicos de doencgas de
plantas. Na medida em que patdgenos e hospedeiros interagem ao longo do
tempo, e dai podendo sofrer influéncias e transformagdes bioldgicas de toda
ordem e intensidade, todas as possibilidades de investigagdo sobre as
verdadeiras relagdes entre P. pachyrhizi e sementes de soja devem ser, por
conseguinte, exploradas, conforme se faz com qualquer outro tipo de

patossistema (Neergaard, 1977).

2.2 Aspectos taxondmicos e epidemioldgicos

O género Phakopsora, ao qual pertencem as espécies de fungo
causadoras de ferrugem em soja, pode ser classificado, taxonomicamente, da
seguinte maneira: Reino: Fungi, Filo: Basidiomycota, Classe: Urediniomycetes,
Subclasse: Urediniomycetidae, Ordem: Uredinales e Familia: Phakopsoraceae.

P. pachyrhizi ¢ considerado um parasita obrigatorio, ou seja, um
organismo biotréfico, que depende de tecido vivo em hospedeiro para que possa
completar seu ciclo.

No que tange aos aspectos epidemiologicos, Casey, citado por Vale

(1985), constatou em seus estudos que epidemias severas da ferrugem podem



ocorrer quando dilatados periodos de molhamento foliar, cerca de dez horas/dia,
e temperaturas em torno de 18° a 26°C coexistem. Ja sob temperaturas acima de
30°C e abaixo de 15°C, bem como, em ambiente com baixa umidade relativa, o
desenvolvimento da ferrugem sofre desaceleragdo. O mesmo autor afirma que
temperaturas superiores a 27°C, por longo periodo de tempo, mesmo em
condicdes favordveis de molhamento foliar, pareciam dificultar o
desenvolvimento do patdégeno. Por outro lado, Sinclair & Backman (1989),
também observaram que epidemias severas ocorriam em areas cuja temperatura
média diaria se encontrava entre 18° e 28°C, com precipitacdes e periodos de
molhamento foliar bastante prolongados (10 a 12 horas), estendendo-se por toda
a safra. Os autores acrescentam que o periodo de germinagdo dos urediniésporos
varia entre trés e seis horas, sob temperaturas de 14°C a 29°C, no entanto,
afirmam que tanto a germinacdo quanto a penetra¢do no tecido foliar podem
ocorrer sob influéncia de temperaturas situadas entre 8° e 28°C.

A manifestacdo de reduzidas pontuagdes (maximo Imm de didmetro),
de tonalidade mais escura que o tecido sadio da folha, de coloragdo esverdeada
tendendo a cinza-esverdeado, pode caracterizar sintomas iniciais da ferrugem
asiatica na planta de soja. Estas podem surgir em peciolos, vagens e ramos,
sendo, no entanto, mais evidente nas folhas, especialmente na superficie inferior
(face abaxial) das mesmas. A quantidade de urédias se eleva com a idade da
lesdo, adquirindo coloragdo castanho-clara a castanho-escura. Estas se abrem em
minasculos poros, liberando os uredinidsporos que, inicialmente hialinos,
tornam-se, posteriormente, com o amadurecimento, de coloragdo bege. Apos se
acumularem ao redor dos poros, sdo carregados pelo vento, no transcorrer do
tempo, podendo ser facilmente disseminados para areas de cultivo situadas a
curta ou a longa distancia (Zambenedetti, 2005).

Cada lesdo apresenta um numero diverso de urédias, podendo variar de

uma a seis, na medida em que transcorre o periodo de esporulagdo. Ao redor das



primeiras urédias, o tecido foliar passa a apresentar colora¢do castanho-clara a
castanho-avermelhada, sendo, portanto, facilmente perceptivel, tanto na face
superior quanto na face abaxial da folha. As erupgdes, expondo notoriamente os
poros abertos, destituidos de urediniésporos ao seu redor, caracterizam as
urédias que nao completam o processo de esporulacdo, o que facilita a distingdo
destas em relacdo as pustulas bacterianas, com as quais sdo, muitas vezes,
confundidas (Zambenedetti, 2005). Segundo a mesma autora, a ferrugem pode
também ser facilmente confundida com as lesdes iniciais de mancha-parda
(Septoria glycines), a qual produz lesdes necroticas angulares e castanho-
avermelhadas, envolvidas por halo amarelado, ocorrendo, em ambos os casos,
clorose, seca e queda prematura de folhas infectadas.

Em trabalhos realizados por Melching et al. (1979), em condi¢des de
casa de vegetacdo, sob auséncia de luz e a 20°C, urediniosporos de P. pachyrhizi
apresentaram o inicio de sua germinagdo em uma hora e meia, a contar do
instante de precipitacdo do orvalho, atingindo o nivel maximo seis a sete horas
apos. De acordo com os autores, transcorridas cerca de oito horas de
precipitacdo de orvalho e sob temperaturas que variaram entre 18°C e 26,5°C, a
incidéncia de lesdes ocorrentes foi multiplicada por dez vezes, quando
comparada com o periodo de seis horas, sob as mesmas temperaturas. As lesdes
iniciais surgiram sete dias apos a inoculagdo e a produgdo de uredinidsporos
secundarios teve inicio aos nove dias. Em estudos desenvolvidos em casa de
vegetagdo, por Godoy & Canteri (2004), na Embrapa Soja, Londrina, lesdes
iniciais puderam ser observadas cinco a seis dias apds a inoculagdo e as

primeiras frutificagdes (urédias) com seis a sete dias apos a inoculagdo.

2.3 Ciclo de vida de Phakopsora pachyrhizi

Geralmente, P. pachyrhizi ¢ relatado em estagio de urédia e télia, ndo



tendo ainda sido constatados os demais estagios que compdem o ciclo de vida
das ferrugens. Em trabalho desenvolvido por Green (1984), ndo se conseguiu
observar o estagio 0 de espermogamia e o estdgio I de aécio, sendo constatado
apenas o estagio II, de urédias, as quais sdo anfigenas, porém, com a maior parte
presente na face abaxial da folha. Segundo o mesmo autor, também o estagio IV,
germinagdo do telibsporo formando a basidia, ndo foi observado acrescentando
que o estagio III, formagdo de télia, ¢, normalmente, confundido com o estagio
de urédia. A cor da télia é de castanha a chocolate e possui de 2 a 7 esporos na
camada interna (Ono et al., 1992). E desconhecido o papel do teliésporo no ciclo
de vida de P. pachyrhizi, conforme Bromfield (1976). Saksirirat e Hoppe (1991)
relataram terem observado a germinacdo dos teliésporos, porém, na tentativa de
se reproduzir o experimento, nao obtiveram sucesso.

De acordo com Koch et al. (1983), a penetracdo na folha do hospedeiro
se da de modo direto, através da cuticula, no centro de células da epiderme
foliar. Por outro lado, Zambenedetti (2005) constatou, em seus estudos, a
ocorréncia de penetracdo em jungdes de células epidérmicas, com raras
penetracdes via estomato. Ainda, segundo Koch et al. (1983), o uredinidsporo,
ao germinar, cria um tubo germinativo de menor dimensdo, na extremidade do
qual surge um apressorio. A partir deste, ocorre a formagdo de um peg de
penetracdo que € introduzido na cuticula do hospedeiro, bem como através da
parede celular de sua epiderme. O mesmo autor afirma que a penetragdo da
célula epidermal ocorre, aproximadamente, seis horas ap6s a inoculagdo,
ocorrendo, em seguida, a expansdo do peg de penetragdo, originando, assim, a
vesicula epidermal. Constitui-se, a partir dessa, a hifa de penetragdo que
perpassa a célula da epiderme, alcancando o espaco intercelular. A hifa
secundaria se forma como conseqiiéncia do alongamento da hifa primaria,
momento em que ocorre a formagao de um septo na porgao intercelular da hifa

de penetragdo. Zambenedetti (2005), no entanto, elucida que esta modalidade de



penetracdo € atipica em ferrugens e acrescenta que a mesma valoriza, em muito,
o patossistema Phakopsora-soja, quando sdo envolvidos estudos ultra-
estruturais. Destaca ainda, a autora, que a planta, como conseqiiéncia do
surgimento de variados eventos decorrentes deste tipo de penetracdo, promove a

formacao de barreiras estruturais, tornando-a resistente ao patégeno.

2.4 Viabilidade do in6culo

Na literatura cientifica sdo relatados variados métodos de preservacdo de
urediniosporos referentes a diversos géneros de agentes etiologicos de ferrugens,
porém, sdo poucos os trabalhos relativos a preservagdo de esporos de P.
Pachyrhizi .

Estudos conduzidos por Schein (1962) demonstram que os
urediniésporos dos agentes etiologicos das ferrugens sofrem perda de sua
viabilidade, de forma acelerada, quando ndo sdo tomados cuidados especiais no
sentido de preserva-los. Segundo o mesmo autor, quando se trata da preservagdo
in vitro da viabilidade dos urediniosporos das ferrugens, de modo geral,
temperatura de 5°C e umidade por volta de 50%, sdo consideradas condig¢des
ideais no que diz respeito a armazenamento a curto e a médio prazos.
Confirmando a afirmativa anterior, Nutman & Roberts (1963) concluiram, por
meio de estudos envolvendo a biologia de Hemileia vastatrix, que, ao
armazenar urediniésporos secos, estes manifestaram tempo de vida
relativamente curto, percebendo-se uma queda de sua viabilidade em torno de
50%, apds 2 dias.

De acordo com Schein (1962), a manutengdo da viabilidade residual de
Uromyces phaseoli var. phaseoli em torno de 40% foi obtida a temperatura de
-60°C, por um periodo superior a 670 dias de armazenamento, permanecendo

invidveis, no entanto, a temperatura de -16°C, no periodo compreendido
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entre 1 a 5 meses apos a instalacdo do experimento. No entanto, segundo Kirali
(1970), a preservagdo da viabilidade de microrganismos tem se apresentado com
maior eficiéncia quando se utiliza o nitrogénio liquido (-196°C) como meio
preservativo.

Kilpatrick et al. (1971), em estudos relacionados com urediniésporos de
Puccinia graminis var. tritici, perceberam que o declinio da viabilidade, apés
dez anos de armazenamento, foi bastante reduzido quando foi utilizado o
nitrogénio liquido para a sua preservacdo, vindo a confirmar a constatagdo de
Loegering et al. (1966). Estes ultimos, ao estudarem o mesmo patdgeno
utilizando técnica semelhante de armazenamento, verificaram a inexisténcia de
alteragdes aparentes no declinio da viabilidade, durante cinco anos. Existem,
todavia, estudos que sugerem a inaplicabilidade da técnica de preservagdo de
determinados fungos em nitrogénio liquido (Doebler & Rinfret 1963, Wellman
& Waldem, 1964).

Por outro lado, alguns relatos se referem a inducdo de dorméncia em
urediniésporos provenientes de exposicdo a temperatura ultrafria de nitrogénio
liquido (Bromfield, 1964; Loegering & Harmon, 1962; Loegering et al., 1966).
Entretanto, o referido estado de dorméncia ¢é passivel de reversdo sob aplicagdo
de choque térmico a temperatura de 40°C durante 5 minutos (Bromfield, 1964;
Leath et al, 1966; Loegering & Harmon, 1962). Em sustentacdo a essa
afirmativa, Zambolim (1973), conduzindo trabalhos com Hemiléia vastatrix, e
Uromvces phaseoli var. typica, constatou a necessidade de aplicagdo de choque
térmico (40°C por 5 a 15 minutos) visando a quebra de dorméncia em
urediniosporos de H. vastatrix provocada por exposicdo a nitrogénio
liquido (-196°C), o que foi considerado dispensavel com relagdo a U.
phaseoli.

Contudo, Zambenedetti (2005), em estudos realizados com P.

Pachyrhizi, enfatiza que o armazenamento em nitrogénio liquido, além de ser
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constatado como o melhor método de preservagdo da viabilidade de
uredinidsporos do referido patdgeno, constitui procedimento que permite a
recuperacao do poder germinativo de esporos dormentes.

Em estudos empreendidos por Furtado (2007), foi avaliado o efeito de
diversas temperaturas de armazenamento na preservagdo da viabilidade de P.
Pachyrhizi, tais como, temperatura ambiente, 5°C (geladeira), -20°C (freezer)
e -80°C (deep freezer), considerando-se uredinidsporos desidratados e ndo
desidratados. Os autores constataram que a maior capacidade de preservagdo dos
uredinidsporos também se deu sob as temperaturas mais baixas, chegando a até
231 dias. Também, em trabalhos conduzidos por Vale (1985), com citagdes de
Bromfield (1976) e Zambolim & Chaves (1974), foi utilizada a técnica de
armazenamento em nitrogénio liquido, com algumas adaptagdes, visando a
manutengdo da viabilidade dos urediniésporos de P. Pachyrhizi.

No que se refere a viabilidade de uredinidsporos associados a sementes
de soja, APHIS (2004) manifesta preocupacdo em relacdo a algumas questoes.
Inicialmente, expde que, por ser considerado parasita obrigatorio, P. Pachyrhizi
apresenta perda de viabilidade muito rapida em seus uredinidsporos, apds a
morte das plantas hospedeiras. Citando Yeh et al. (1982a), o mesmo autor
acrescenta que a ferrugem asiatica da soja nao € transmitida por semente ou solo
infestado. No entanto, admite a possibilidade de, por intermédio do comércio de
exportagdo, carregamentos de grdos ou sementes de soja trazerem consigo
urediniésporos. Estes, segundo o autor, durante o manuseio dos graos, poderiam
ser levados pelo vento e depositados sobre plantas de soja ou outros hospedeiros,
em areas adjacentes.

Por outro lado, Park et al. (2006), em seus estudos, demonstraram que
esporos da ferrugem da soja podem sobreviver durante as condigdes tipicas de
inverno da Louisiana, EUA, tornando-se fonte de indculo para novas infecgdes,

no proximo periodo de cultivo, naquela regido.
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No que se refere a avaliacdo da viabilidade de unidades propagativas, o
teste de tetrazolio, inicialmente aplicado com o objetivo de se avaliar a
viabilidade de sementes de vegetais, foi estudado por Pathak et al. (1978) para
aplicagdo em testes com Peronospora manshurica. Este teste tem como
principio a agdo do sal 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio como indicativa da
presenca de atividade de enzimas desidrogenases que, por sua vez, reagem
reduzindo o sal de tetrazodlio, originando o trifenilformazan, de coloragdo
vermelha estavel e ndo difusivel (Delouche et al., 1976; Franga Neto, 1999).
Sua adaptacdo, portanto, realizada por Pathak et al. (1978), objetivou a
introdu¢@o de novo método de analise de rotina em laboratérios para a detecgdo
de odsporos de P. manshurica em sementes de soja, com presenc¢a ou ndo de
incrustagdes do patdégeno, bem como a determinagdo da viabilidade dos

referidos esporos.

2.5 Relagéo patdgeno/semente no grupo das ferrugens de plantas

As sementes constituem o elemento essencial de sustentacdo da vida no
Planeta, uma vez que cerca de noventa por cento das lavouras agricolas
dependem destas estruturas para propagacdo (Neergaard, 1977). Ao mesmo
tempo em que sdo consideradas como componente de larga importincia na
economia e no comércio mundiais, as sementes sdo produzidas e transportadas a
grandes distdncias, com a finalidade de serem plantadas e cultivadas para
originarem produtos e subprodutos consumiveis pela populacao planetaria.

Como qualquer grupo de patégenos, os fungos sdo disseminados por
varios veiculos, como vento, agua, insetos ¢ animais. No entanto, nenhum ¢ tao
eficiente quanto as sementes, especialmente por se considerar que o patdégeno
por elas veiculado possui maior chance de provocar doengas nas plantas que

delas se originaram. Como conseqiiéncia, a disseminagdo do patdogeno a outras
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plantas sadias pode dar inicio a uma provavel epidemia (Neergaard, 1977).

Segundo Machado (1988), a veiculagdo de patdogenos por sementes pode
ser efetivada de trés formas: a primeira, em mistura com as sementes, junto a
residuos que compdem a fragdo impura do lote, onde se encontram fragmentos
vegetais, sementes de plantas invasoras e particulas do solo, podendo conter
micélio dormente, corpos de frutificagcdo e esporos de fungos, cistos ou galhas de
nematdides, células bacterianas e particulas de virus, esclerddios ou estromas
fungicos; a segunda forma pode se dar por intermédio de adesdo passiva a sua
superficie, por fim, a terceira maneira de transporte de patdogenos se refere a
presenca deste no interior de sementes, podendo se localizar nas camadas
externas ou, até mesmo, no embrido. Segundo o autor, essa € a maneira mais
comum de veiculacdo entre os agentes transmitidos por sementes.

Informagdes sobre a viabilidade do indculo de P. pachyrhizi em
associagdo com sementes de soja armazenadas em circunstancias recomendadas
para as condicdes brasileiras, bem como a transmissibilidade do patégeno via
semente, ndo foram encontradas na literatura. De acordo com Hershman (2004),
P. pachyrhizi ndo ¢ um organismo transmitido por sementes de soja, porém, o
risco de contaminag@o por esta via ¢ alto. Segundo esse autor, a inexisténcia de
estudos neste campo faz com que a preocupacao pelo papel das sementes como
veiculo de disseminac@o da doenca torne se ainda mais elevada.

Todavia, contrariando o que diz respeito a transmissibilidade de agentes
etiolégicos das ferrugens, de sementes para plantas, Halfon-Meiri (1983)
constatou que Puccinia carthami, agente etiologico da ferrugem do “cartamo”
(Carthamus tinctorius), é o unico fitopatégeno dessa natureza conhecido, até
entdo, por ser transmitido de sementes para plantulas.

Provavelmente, o fato de fungos causadores de ferrugens ndo serem
transmitidos pelas sementes de seus hospedeiros, via de regra, tem sido a causa

da inexisténcia, ainda, de pesquisas neste campo.
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CAPITULO 2

OCORRENCIA DE Phakopsora pachyrhizi EM AMOSTRAS DE
SEMENTES DE SOJA
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RESUMO

BRITO JUNIOR, Joel Guimardes de. Ocorréncia de Phakopsora pachyrhizi
em amostras de sementes de soja. In: Rela¢des de Phakopsora pachyrhizi com
sementes de soja. Lavras: UFLA, 2007. p.21-33. Dissertacdo (Mestrado em
Fitopatologia).'

Phakopsora pachyrhizi, agente etiologico da ferrugem asidtica da soja, ¢
considerado um patdgeno ndo transmissivel por semente, a exemplo dos demais
agentes etiologicos de ferrugens em geral. Por esta razdo, estudos sobre este
aspecto nao tém sido realizados, embora a veiculagdo do indculo desses fungos
por sementes seja um fato conhecido. Especificamente para o patossistema
P.pachyrhizi e soja, a presenga de esporos do fungo aderido a superficie de
sementes foi registrada na Universidade Federal de Lavras, MG, por meio de
analises sanitarias de amostras provenientes de algumas localidades produtoras
de soja no pais. No presente trabalho, 30 amostras de sementes de soja obtidas
de regides produtoras de alguns municipios dos estados de Mato Grosso ¢ Minas
Gerais foram submetidas ao teste de sanidade, exame de suspensdo da lavagem
das sementes. A presenga de P. pachyrhizi foi detectada em todas as amostras
analisadas, havendo uma varia¢do do indice de ocorréncia na faixa de 83 a 1067
uredinidsporos/100 sementes.

! Comité de orientagdo: José da Cruz Machado — UFLA (Professor Orientador), Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Professor Co-orientador).
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ABSTRACT

BRITO JUNIOR, Joel Guimaries de. Occurrence of Phakopsora pachyrhizi
in seed samples of soybean. In: Relationship of Phakopsora pachyrhizi with
soybean seeds. 2007. p.21-33. Dissertation (Master in Phytopathology — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil).l

Phakopsora pachyrhizi, the aetiologic agent of Asiatic soybean rust, is
considered a pathogen which is not seed-transmitted. Although fungi causing
rusts in general may be transported by seeds of their hosts, reports on that aspect
are hardly found in literature. The presence of urediniospores of Phakopsora
pachyrhizi in seed samples analyzed in the Seed Pathology Laboratory of the
Federal University of Lavras, MG, Brazil, has been detected over the past few
years. In the present work 30 seed samples collected in different seed fields in
two States in Brazil were submitted to the seed health analysis by using washing
method. The occurrence of that pathogen was detected in all seed samples, at a
rate ranging from 83 to 1067 urediniospores per 100 seeds.

! Comité de orientagdo: José da Cruz Machado — UFLA (Professor Orientador), Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Professor Co-orientador).
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1 INTRODUCAO

A soja (Glicyne max (L.) Merril), oleaginosa de grande expressdo no
mercado internacional, vem se tornando, a cada dia, uma das culturas lideres no
rol daquelas que ocupam maiores areas cultivadas no territorio brasileiro. Como
conseqliéncia, especialmente em razdo do monocultivo, novas doencas tém
surgido e desafiado a pesquisa, no ambito da fitopatologia.

As doencgas fuingicas tém se destacado tanto em fun¢do do numero
expressivo de ocorréncias, quanto em relacdo a severidade de manifestagdo,
mormente, sob condi¢des ambientais favoraveis.

A ferrugem asiatica da soja, que tem como agente etiologico o fungo
Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow, esta presente em praticamente
todos os paises produtores dessa oleaginosa.

P. pachyrhizi, como a totalidade dos agentes causais das ferrugens de
plantas, é considerado patdogeno ndo transmissivel por semente. Em decorréncia,
ndo se tém desenvolvido trabalhos experimentais que avaliem a transmissdo de
uredinidsporos por essa via.

Em comentarios registrados por Hershman (2004), em texto cujo titulo
questiona a possibilidade da ferrugem da soja ser levada aos campos de
producdo dos Estados Unidos via sementes, graos ou farelos, ha indicacdo da
necessidade de se promover em estudos que respondam a questdes dessa
natureza.

Bradley (2005), ao considerar que o agente etiologico da ferrugem da
soja ndo ¢ disseminado por sementes, afirma que o mesmo ndo sobrevive em sua
superficie, porém, ndo descarta a possibilidade de que permanega viavel em

partes de tecidos de vagens e folhas, misturados as sementes.
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Por outro lado, a constatagdo de urediniésporos de P. Pachyrhizi,
associados a superficie de sementes de soja em amostras provenientes do estado
do Mato Grosso, por ocasido de analises realizadas no Laboratério de Patologia
de Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras, MG, levanta questionamentos sobre as implica¢des deste fato sob varios
angulos. Em algumas situacdes, na condi¢do de sementes destinadas a
exportagdo, ha a necessidade de emissdo de certificado negativo para a presenca
deste ¢ de outros patogenos, condicdo precipua para se tornar viavel o
procedimento comercial.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de urediniésporos
de P. pachyrhizi em amostras de sementes de soja de diferentes procedéncias, e

sua germinagao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e manutencéo das amostras de sementes

Foram amostrados lotes de sementes de soja das cultivares MG/BR-46
(Conquista) e BRSMT Pintado, safra 2005/2006, procedentes de alguns
municipios dos estados de Mato Grosso e Minas Gerais (Tabela 1), perfazendo
um total de 30 amostras. Estas foram remetidas ao Laboratorio de Patologia de
Sementes (LAPS) do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras, MG, onde foram processadas as avaliag¢des.

Todas as amostras foram acondicionadas em cadmara fria, com
temperatura de 10 £2°C e umidade relativa (UR) de 50%, até a realizacdo da

analise sanitaria.

2.3 Quantificacdo de uredinidsporos nas amostras

Apds homogeneizacdo, foram compostas, a partir de cada amostra, cinco
subamostras de 100 sementes e estas foram submetidas a metodologia de
obtencdo de suspensdo de lavagem, adaptada de Pathak et al. (1978). Para tal
procedimento, as subamostras foram colocadas em Erlenmeyers de 250ml com a
adicdo de 15ml de 4gua destilada por frasco e, em seguida, submetidas a
agitacdo mecanica em agitador horizontal, por 10 minutos. A suspensdo obtida
foi centrifugada a velocidade de 2.500 rpm, por 10 minutos. Apo6s descarte do
liquido sobrenadante, adicionaram-se, em cada tubo, 2,0ml de agua destilada ao
precipitado, acrescidos de 10uL. de Tweem 20 (em solugdo a 25%), submetendo-
se a agitacdo manual, possibilitando efetiva homogeneidade. Em seguida, foram

retirados 15puL de cada subamostra que, depois de vertidos em lamina para
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microscopia e cobertos com laminula, foram quantificados e, conseqiientemente,

obtido o indice de ocorréncia de urediniésporos/100 sementes.

TABELA 1. Origem (municipio/estado) das amostras de sementes submetidas
a avaliagdo, quanto a ocorréncia de uredinidésporos de Phakopsora

pachyrhizi. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Amostra Municipio/estado de origem
01 Rondonépolis, MT
02 Rondonépolis, MT
03 Lavras, MG
04 Lavras, MG
05 Lavras, MG
06 Lavras, MG
07 Lavras, MG
08 Lavras, MG
09 Lavras, MG
10 Alto Gargas, MT
11 Alto Gargas, MT
12 Alto Gargas, MT
13 Alto Gargas, MT
14 Alto Gargas, MT
15 Alto Gargas, MT
16 Alto Gargas, MT
17 Alto Gargas, MT
18 Alto Gargas, MT
19 Alto Gargas, MT
20 Alto Gargas, MT
21 Alto Gargas, MT
22 Alto Gargas, MT
23 Alto Gargas, MT
24 Alto Gargas, MT
25 Alto Gargas, MT
26 Alto Gargas, MT
27 Alto Gargas, MT
28 Alto Gargas, MT
29 Rondonédpolis, MT
30 Alto Gargas, MT

27



2.4 Germinabilidade dos uredinidsporos

Com a finalidade de conhecer o indice percentual de germinabilidade
dos urediniésporos, foram tomados 40uL do conteudo remanescente do exame
de suspensdo de lavagem e espalhados, utilizando alga de Drigalsky, em meio
agar-adgua (solidificado), 1,5%, em placa de Petri (35 x 10 mm). Em seguida,
apods serem envolvidas em papel aluminio, as placas foram acondicionadas em
BOD, a temperatura de 25°C, onde permaneceram por 4 horas. Ao fim deste
periodo, as placas foram levadas ao microscopio de luz, quantificando-se, em
termos percentuais, o numero de urediniésporos germinados. Foram
considerados germinados apenas aqueles cujo tubo germinativo apresentou

comprimento superior ou igual 2 menor dimensao do esporo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ocorréncia de Phakopsora pachyrhizi em sementes de soja

Urediniosporos de P. pachyrhizi foram detectados em todas as amostras
de soja analisadas (Tabela 2).

Assumindo que as amostras analisadas sdo representativas dos lotes dos
quais foram extraidas, pode-se inferir que o niimero provavel de urediniésporos
a serem levados para a area de plantio estaria entre 2,4 x 107 € 3,2 x 10%, em cada
hectare, o que representaria algo entre 2.490 e 32.000 unidades propagativas/m’,
considerando-se 0 menor ¢ o maior niumero de urediniésporos/100 sementes
encontrados nas amostras analisadas.

A formagdo de esporos vidveis ocorrentes em hastes, vagens e em folhas
ainda presentes na planta ou, mesmo, naquelas folhas desprendidas de plantas
doentes que permanecem na superficie do solo, no final do ciclo da cultura, pode
provocar a contaminagdo das sementes, durante a colheita (Neergaard, 1977).
Segundo Zambolim (2006), uredinidsporos presentes em folhas caidas no solo
podem apresentar uma sobrevida de até trés meses. Isto posto, aventa-se a
possibilidade de, ao se processar a colheita da soja, em campos de producdo de
sementes infestados, com a utilizagdo de colheitadeiras mecanicas, obter-se, por
conseqliéncia, a contaminagdo das mesmas. A formag¢do de uma massa de
esporos de ferrugem, provocada pelo atrito da mdaquina com as plantas
processadas, bem como com as folhas presentes no solo, resultaria no
assentamento desses sobre as sementes. Dessa forma, seria favorecida a
disseminacdo dos uredinidsporos para outras areas de plantio, o que se daria em
razdo da manipulagdo das mesmas durante a semeadura. Isso explicaria a

presenca dos urediniosporos associados as sementes que constituem as amostras
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em estudo. Em principio, esta tem sido a dindmica de contaminacdo das

sementes por indculo de patdgenos como os agentes das ferrugens.

TABELA 2. Numero médio de urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi
presentes em amostras de sementes de soja provenientes de
diferentes areas dos estados de Mato Grosso ¢ Minas Gerais.

UFLA, Lavras, MG, 2007.

NUmero médio de

Amostra urediniésporos por 100 sementes
01 83
02 275
03 100
04 100
05 300
06 325
07 250
08 150
09 293
10 640
11 445
12 400
13 427
14 1067
15 533
16 480
17 800
18 560
19 293
20 640
21 667
22 427
23 613
24 533
25 347
26 507
27 640
28 293
29 667
30 533
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3.2 Germinabilidade dos uredinidsporos

Nenhum dos urediniésporos avaliados pelo teste de germinabilidade em
meio agar-agua manifestou qualquer sinal de germinagdo, ou seja, nao foi
observado qualquer indicio de formagao de tubo germinativo. Portanto, em todas
as amostras, os uredinidésporos associados as sementes encontravam-se em
aparente estado de inatividade metabdlica ou de dorméncia.

E importante ressaltar que este tipo de resultado seria previsivel,
considerando-se o periodo decorrente entre a colheita da soja realizada por volta
de margo e abril, e o periodo deste levantamento ocorrido nove meses depois.
Conforme ja é conhecido, o poder germinativo dos urediniésporos apresenta
redugdes drasticas em curto periodo de tempo. Segundo Caldwell & Laing
(2001), a sobrevida de uredinidsporos de P. pachyrhizi é de 50 dias. No entanto,
segundo Zambolim (2006), essa sobrevida é de até trés meses, em folhas caidas
no solo. Por sua vez, Zambenedetti (2005), em estudos relacionados a
preservagao de urediniosporos dessa referida espécie, concluiu que temperaturas
mais elevadas, como as de dessecador (10°C), refrigerador (4°C) e folha
herbarizada (24 a 30°C), provocaram quedas bruscas no poder germinativo dos
referidos esporos. Sobre esta questdo, o autor acrescenta que essas condigdes de
temperatura podem induzir, nestes esporos, um estado de dorméncia, ou, até
mesmo, leva-los a morte. Portanto, em razdo do longo periodo de
condicionamento das sementes analisadas, em camara fria e seca, ¢ possivel que
se tenha favorecido a uma condi¢do de dorméncia dos referidos urediniésporos,

resultando em interrup¢do temporaria de seu poder germinativo.
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4 CONCLUSOES

As sementes de soja constituem meio de transporte de urediniosporos de
P. pachyrhizi, unidades propagativas do agente etioldgico da ferrugem asiatica
da soja, podendo, assim, representar, de alguma forma, potencial via de
disseminacdo desse fitopatdogeno, com riscos epidemiologicos.

Os urediniésporos associados as sementes de soja de amostras analisadas
ndo apresentaram qualquer indicio de germinagdo, quando submetidos ao teste

em meio agar-agua.
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CAPITULO 3

VIABILIDADE DE UREDINIOSPOROS DE
Phakopsora pachyrhizi
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RESUMO

BRITO JUNIOR, Joel Guimardes de. Viabilidade de uredinidsporos de
Phakopsora pachyrhizi. In: Relagdes de Phakopsora pachyrhizi com sementes
de soja. Lavras: UFLA, 2007. p.34-54. Dissertagdo (Mestrado em
Fitopatologia).'

De acordo com relatos de literatura, urediniésporos de P. pachyrhizi apresentam
germinabilidade reduzida na auséncia do hospedeiro. Dentre as causas que
podem ser responsaveis por esta baixa germinabilidade, o estado de dorméncia
dos esporos é uma possibilidade que se levanta. Neste trabalho o intuito foi
estabelecer uma metodologia para avaliagdo da viabilidade dos uredinidésporos
de P. pachyrhizi, visando a sua aplicagdo em testes de sanidade de sementes, no
caso, o exame de suspensdo de lavagem das sementes. A utilizacdo do teste de
tetrazolio, neste estudo, foi assumida com base em seu uso, ja conhecido, para
outros patossistemas, como Peronospora manshurica em soja. Inicialmente a
técnica foi adaptada, tendo se em mente aspectos como concentracdo do sal de
tetrazolio (0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%), temperaturas (30° e 35°C) e periodos de
exposicdo das sementes (24, 48, 72 ¢ 96 horas). Com base na adaptagdo do teste
estabelecida, a viabilidade média de uredinidésporos encontrada foi de até 87%,
enquanto a germinacdo desses esporos, em meio agar-agua, foi de 45%. Pelos
resultados deste ensaio, a aplicagdo do referido método na avaliacdo da
viabilidade de uredinidésporos de P. pachyrhizi, associados a sementes de soja,
pode ser de utilidade em testes de sanidade, para o presente patossistema. Em
ensaio especifico, usando sementes contaminadas artificialmente com o
patogeno, ndo houve germinacdo dos uredinidsporos ao longo de seis meses de
armazenamento. Nestas condi¢des, houve uma queda acentuada dos indices de
viabilidade dos urediniésporos, apos a primeira época avaliada, tendo 2% destes
esporos apresentado atividade enzimatica ao final do referido periodo.

! Comité de orientagdo: José da Cruz Machado — UFLA (Professor Orientador), Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Professor Co-orientador).
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ABSTRACT

BRITO JUNIOR, Joel Guimardes de. Initial studies on viability of
urediniospores of Phakopsora pachyrhizi associated to soybean seeds.
2007. p.34-54. Dissertation (Master in Phytopathology — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil).1

According to literature, urediniospores of Phakopsora pachyrhizi present
low germinability in nature in the absence of the host. One of the postulated
reasons for that is the dormancy that may occur in those spores. In this study the
aim was to establish a methodology to evaluate the viability of the
urediniospores of that fungus, looking at its application into seed health test in
complement to the washing method. Initially, the work was concentrated on the
adaptation of the tetrazolium test, as it has been used for that purpose in the case
of Peronospora manshurica in soybean seeds. Concentrations of the tetrazolium
salt (0.5%, 1.0%, 1.5% and 2.0%), temperatures (30° and 35°C), and exposition
periods of seeds (24, 48, 72 and 96 hours), were considered in that phase. Based
on the tetrazolium method, percentage of viability of urediniospores of a fresh
isolate of Phakopsora pachyrhizi was of 87%, and germination rate of 45% as
evaluated in agar method. In an additional trial, viability of Phakopsora
pachyrhizi inoculum associated to soybean seeds, checked out during six months
storage under natural conditions, declined to 2% in the end of that period. Such
index presented a reduction of an average of 80% after the first time of
evaluation, taken place 30 days after the beginning. From that time germination
of urediniospores was not observed during the whole period of storage.

! Advising Committee: José da Cruz Machado — UFLA (Major Professor); Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Co-adviser Professor).
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1 INTRODUCAO

Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow, agente etiologico da
ferrugem asiatica da soja [Glycine max (L.) Merril], tem sido objeto de um
numero crescente de pesquisas, em fun¢do de sua complexidade no que se refere
a aspectos fisiologicos e epidemioldgicos.

A totalidade dos agentes etiologicos de ferrugens, por apresentar habitos
biotroficos, ¢ capaz de completar seu ciclo reprodutivo apenas na presenga de
seus hospedeiros vivos (Agrios, 2005; Kendrick, 1992). A germinabilidade de P.
pachyrhizi tem sido relatada como sendo bastante reduzida, em periodo muito
curto de tempo, quando na auséncia de planta hospedeira, exceto em condi¢des
de preservagdo bastante especificas (Caldwell & Laing, 2001; Zambenedetti &
Alves, 2004; Godoy & Flausino, 2004).

A falta de informagdes referentes a viabilidade do indculo em associagdo
com sementes armazenadas, em circunstancias recomendadas para as condi¢des
brasileiras, bem como em relagdo a transmissibilidade da doenca via sementes, é
notoria. No entanto, Hershman (2004) admite existir um alto risco de
contaminagdo por essa via, apesar de ndo ser P. pachyrhizi um organismo
transmitido por sementes de soja. Embora ndo seja a ferrugem da soja uma
doenca originaria de semente, Bradley (2005) questiona a possibilidade de
sobrevivéncia de seu agente causal em tecidos de vagens ou folhas infectados,
em mistura com as sementes. Uma outra evidéncia da preocupagdo do transporte
de inoculo de P. pachyrhizi por sementes de soja ¢ apresentada por McGee
(2002), que descreve protocolo de teste de sanidade para avaliagdo de ocorréncia
deste tipo de indculo, em amostras de sementes de soja.

A ocorréncia de urediniosporos de Phakopsora sp associados a

superficie de sementes de soja, registrada por Machado (Comunicagdo pessoal,
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2005) constitui, pelo menos, fato que caracteriza risco, no que se refere a defesa
sanitaria, especialmente no tocante a qualidade de sementes em esquemas de
certificacdo regional (Machado, 1988; Neergaard, 1977).

A quase totalidade dos esporos de fungos manifesta dorméncia em
determinada fase de vida, geralmente antecedente a germinagdo, quando entdo,
apresentam metabolismo bastante reduzido (Deacon, 1997; Kendrick, 1992).
Portanto, parte-se do pressuposto de que, ao se avaliar a germinabilidade de
urediniosporos de P. pachyrhizi, pode-se ndo estar determinando sua viabilidade,
caso estes esporos encontrem-se em estado de dorméncia.

Em estudos empreendidos por Zambenedetti (2005), foi constatada a
condi¢do de dorméncia em urediniosporos de P. pachyrhizi, cujo indice de
germinabilidade variou de forma crescente, apds o armazenamento dos mesmos
esporos na presenca de nitrogénio liquido.

Tomando como referéncia o trabalho desenvolvido por Pathak et al.
(1978), que constataram a possibilidade de utilizagdo do teste de tetrazélio para
avaliar a viabilidade de o6sporos de Peronospora manshurica, optou-se por,
utilizando-se os mesmos principios, definir como objetivo deste trabalho a
adequacdo da técnica, visando a avaliacdo da viabilidade de uredinioésporos de P.
pachyrhizi, associados & sementes de soja, bem como a determinagdo da
longevidade desses esporos, ao longo do periodo de armazenamento das

referidas sementes.
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2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos laboratoriais deste trabalho foram realizados no
Laboratério de Patologia de Sementes do Departamento de Fitopatologia da

Universidade Federal de Lavras, MG.

2.1 Coleta e preparo de urediniésporos de P. pachyrhizi

Os uredinidsporos foram obtidos a partir de folhas de soja com ferrugem,
recém-colhidas de plantas cultivadas em casa de vegetacao.

A coleta foi realizada sobre papel aluminio, por liberacdo mecanica
(leves toques na superficie ventral das folhas). Os esporos obtidos foram
acondicionados em Eppendorf e este mantido em refrigerador convencional, por

até 24 horas.

2.2 Adequacao e conducdo do teste de viabilidade do in6culo

A solu¢do de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio (sal de tetrazolio),
responsavel pela coloracdo de esporos vidveis, foi preparada em tampao
(pH 6,5 — 7,0), conforme Pathak et al. (1978). Para o preparo da solucao tampao,
foram adicionadas duas partes da solugdo “A” (0,545g de KH,PO, em 60ml de
agua deionizada), em trés partes da solugdo “B” (2,149g de Na,HPO,.12H,0 em
90ml de 4gua deionizada). Ap6s homogeneizagdo, foram vertidos cinco volumes
de 24ml de solugdo tampdo, em Erlenmeyers, acrescidos de dosagens de sal de
tetrazolio (zero; 0,12; 0,24; 0,36; 0,48g), resultando nas concentragdes: zero;

0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%.
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Com a intengdo de se promover a otimizagdo do processo de penetragio
da solucdo de tetrazolio nos uredinidsporos, realizou-se a pré-embebicdo do
indculo por meio da adicdo de 45mg de urediniésporos em 120ml de agua
deionizada, obtendo-se, ao final, uma suspensdao com concentracdo de 9 x 10*
urediniésporos/ml. Mediante agitagdo continua da suspensdo de inoculo,
pipetaram-se, utilizando pipeta automatica, 120 amostras de 1,0ml, vertendo-as
em tubos de ensaio (15 x 100mm) envolvidos em papel aluminio e
acondicionando-os, em seguida, em BOD, a temperatura constante de 35 +1°C,
por 24 horas.

Decorrido o periodo de pré-embebicdo, adicionou-se, em cada tubo,
1,0ml de solugdo de tetrazolio (TZ), conforme concentragdo correspondente.
Aos tubos que deveriam conter o percentual zero de sal de tetrazolio, foi
adicionado 1,0ml de solugdo tampdo. Apdés homogeneizacdo, levaram-se os
tubos as BODs correspondentes, ou seja, 60 tubos (5 concentragdes de TZ x 4
periodos de incubagdo x 3 repeticdes) a temperatura de 30°C e outros 60 tubos a
35°C.

Os tubos, contendo as respectivas suspensdes de esporos na presenga de
sal de tetrazolio, permaneceram nas BODs durante os periodos de incubagdo
testados. Ao se completar cada periodo, os tubos foram subtraidos do
condicionamento térmico e seu conteudo submetido a avaliacdo colorimétrica.
Para tal, pipetaram-se 15uL da solugdo contida em cada tubo e verteu-se em
laminas para microscopia, avaliando-se o percentual de esporos coloridos, em
microscopio de luz. Para a determinagdo do percentual de uredinidsporos
coloridos, foram tomados, por referéncia, alguns critérios existentes para
avaliagdes em sementes de vegetais (Delouche et al., 1976; Franca Neto, 1999).
Foram considerados viaveis todos os esporos com coloragdo de amarelo-
alaranjado a laranja-avermelhado, incluindo o vermelho, em qualquer

intensidade.
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Pelo motivo de ndo haver diferenca significativa entre os periodos de
exposicdo, optou-se por adotar o tempo de 24 horas, pela maior rapidez na
obtengdo de resultados, bem como pelo menor risco de contaminagdo do meio, o
que poderia resultar em falso positivo. Com relagao a temperatura de exposi¢ao,
optou-se pela utilizagdo de 35°C, em razdo de se ter definido essa temperatura,
em testes preliminares, como sendo a ideal para a fase de pré-embebicdo dos
urediniésporos, adotando-se, portanto, em todo o teste, uma unica temperatura
de trabalho.

Uma parcela dos uredinidsporos coletados para o ensaio de adequagdo
do teste de tetrazolio foi submetida a avaliagdo de germinabilidade em agar-

agua, resultando em 45% de esporos germinados.

Delineamento experimental e anélise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
tendo sido aplicado o esquema fatorial 4x4x2, na combinagdo dos fatores
concentragdo da solugdo de tetrazolio (0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%), periodo de
exposi¢do dos uredinidsporos a solugdo de tetrazolio (24; 48; 72; 96 horas) e
temperaturas de exposi¢do dos uredinidsporos a solugdo de tetrazolio (30° e
35°C). Foram utilizadas 3 repetigdes, sendo cada repeticdo representada por um
tubo de ensaio contendo 2ml de suspensdo de uredinidsporos.

A andlise estatistica dos dados foi efetuada aplicando-se o programa
Sisvar (Ferreira, 2000) e o grafico foi plotado no programa Microsoft® Office

Excel 2003.
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2.4 Inoculacdo e armazenamento das sementes

Para avaliar a longevidade de uredinidsporos associados a sementes de
soja, sob condigdes de armazenamento em ambiente protegido, procedeu-se a
avalia¢des periddicas (com intervalos de 30 dias), utilizando-se o método do
teste de tetrazolio, anteriormente descrito. Nos mesmos intervalos de tempo,
avaliou-se também a germinabilidade dos referidos esporos, aplicando-se o
método agar-agua, ja descrito.

Foram utilizadas, neste ensaio, sementes de soja cultivar MG/BR-46
(Conquista), peneira 2, classe S2, com grau de pureza 99% e indice de
germinacdo de 80%. Seu percentual de umidade foi avaliado em 10,3%, a
temperatura de 29,3°C.

O procedimento de inoculagdo se deu com a utilizagdo de indculo
retirado de 40 trifolios de plantas de soja, com presenga de grande ntimero de
pustulas. As folhas foram colocadas no interior de saco plastico, com capacidade
para 50 kg, acrescentando-se, em seguida, 6,0 kg de sementes de soja a serem
inoculadas. Na seqiiéncia, o saco plastico foi fechado e vedado, sofrendo, em
seguida, agitagdo manual, com movimentos leves e intermitentes, por cerca de 2
minutos, apds o qué, foi deixado em repouso, ainda fechado, por cerca de 30
minutos. Em seguida, foram retiradas todas as folhas e nova mistura foi
efetuada, permitindo, dessa maneira, a distribuicdio homogénea dos
urediniésporos na superficie das sementes.

Com a finalidade de conhecer a concentragdo de esporos associados as
sementes recém-inoculadas, coletaram-se, por amostragem, 200 sementes, que
foram submetidas a exame de suspensdo de lavagem, conforme metodologia
adaptada de Pathak et al. (1978), obtendo-se como resultado, 1,25 x 10’
esporos/100 sementes. Na seqiiéncia, utilizando-se a mesma suspensdo de

lavagem das sementes, avaliou-se a germinabilidade dos uredinidsporos em
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meio agar-dgua. Em seguida, foram coletadas trés amostras de 200 sementes
cada e, apds a obtencdo da suspensdo de lavagem, foi realizado o teste de
tetrazolio, a concentragdo de 0,5%, em 24 horas de exposi¢do a 35°C, com a
intengdo de se avaliar o percentual de esporos coloridos no momento da
inoculacgdo.

As sementes inoculadas foram divididas em seis amostras,
acondicionadas em sacos de papel que, por sua vez, foram embalados,
conjuntamente, em saco de papel trifoliado, especifico para acondicionamento
de sementes de soja. O armazenamento se deu na Unidade de Beneficiamento de
Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). A temperatura ¢ a umidade relativa do ar foram continuamente
monitoradas, durante seis meses, utilizando-se termo-higréografo convencional
(Figuras B11 — B24).

A cada intervalo de 30 dias, foi subtraida uma amostra e levada ao
Laboratério de Patologia de Sementes do Departamento de Fitopatologia da
UFLA, onde foram processadas as analises de germinabilidade e viabilidade dos
uredinidsporos, conforme metodologias citadas anteriormente.

Em razdo da ocorréncia de alguns resultados com valor zero, no que se
refere a percentual de urediniosporos coloridos, os dados foram ajustados para
Vx+0,5. A andlise estatistica foi feita utilizando o programa Sisvar (Ferreira,

2000) e o grafico foi plotado no programa Microsoft” Office Excel 2003.
Avaliacdo da germinabilidade dos urediniésporos

O percentual de germinabilidade dos uredinidsporos associados a
sementes foi determinado a partir da solugdo remanescente do exame de

suspensdo de lavagem, da qual foram tomados 40uL e, em seguida, vertidos em

meio de cultura agar-agua, 1,5%, em placa de Petri (35 x 10 mm) que, apds
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espalhados na superficie do meio solidificado, utilizando al¢ga de Drigalsky,
foram mantidos em BOD, a 25°C, por 4 horas, na auséncia de luz. Apos o
referido periodo, as placas foram conduzidas ao microscopio de luz, onde foram
quantificados, em termos percentuais, os uredinidosporos que apresentaram tubo
germinativo, cujo comprimento fosse igual ou superior a menor dimensdo do

esporo.

Delineamento experimental e analise estatistica

Para o ensaio de avaliacdo da longevidade de uredinidsporos associados
a sementes de soja, sob condi¢des de armazenamento em ambiente protegido,
utilizou-se o delincamento experimental inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (30, 60, 90, 120, 150 e¢ 180 dias de armazenamento) e trés
repeticdes. Cada repeti¢do foi constituida por uma amostra de 200 sementes, da
qual foram avaliados 100 uredinidésporos quanto & coloragdo (% de esporos
coloridos).

Para a analise de variancia, ndo foi considerado o periodo zero, em razao
do percentual de urediniésporos a este correspondente ser extremamente
elevado, em relacdo aos demais. Optou-se, portanto, por considera-lo de forma
isolada, apenas como valor demonstrativo da viabilidade dos esporos no

momento da inoculagdo das sementes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Adequacao do teste de viabilidade

A solugdo de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio influenciou na mudanga
de coloracdo de consideravel percentual de uredinidsporos, especialmente

quando foram utilizadas dosagens menores do referido sal (Figura 1a).

25um
H 25pm

FIGURA 1. Fotomicrografia mostrando diferengas de coloragdo de
uredinidsporos de Phakopsora pachyrhizi, na presenca de solugéo
de tetrazolio (0,5%), sob temperatura de 35°C, por periodo de 24
horas; (a) urediniosporos com tonalidade avermelhada; (b)
urediniésporos nao coloridos, em solugdo tampao sem tetrazodlio.

O maior nimero de uredinidésporos coloridos se deu na solugdo com
concentragdo de 0,5% de sal de tetrazolio (Tabela 1). Este fato pode ser
confirmado pelos dados da Figura 2, na qual se observa o decréscimo do

percentual de uredinidsporos coloridos em funcdo do aumento da concentracao
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da solugdo de sal de tetrazdlio, tendo como ponto maximo o percentual relativo a

concentragdo de 0,5%.

TABELA 1. Percentual médio de urediniésporos coloridos na presenca de
solu¢do de tetrazdlio, por periodos diversos de exposicdo, em
temperaturas de 30 e 35°C. UFLA — Lavras (MG), 2007.

Concentracdo do  Tempo de N° médio de N° médio de
sal de tetrazélio Exposicao uredinidsporos uredinidsporos
(%) (horas) coloridos a 30 °C coloridos a 35 °C
(%) (%)
zero 24 0 0
48 0 0
72 0 0
96 0 0
0,5 24 80 87
48 82 88
72 85 89
96 83 83
1,0 24 82 74
48 85 75
72 85 74
96 77 85
15 24 71 74
48 74 71
72 79 73
96 74 77
2,0 24 65 68
48 67 69
72 71 67
96 71 75

A ocorréncia de efeito significativo, pelo teste F (P < 0,05), se deu

apenas na fonte de variagdo “concentracdo da solucdo de tetrazolio”. Para as
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demais fontes (tempo de exposigdo, temperatura de exposi¢ao, interacdes duplas
de concentracdo x tempo e concentracdo X temperatura de exposicao e interacdo
tripla de concentracdo x tempo x temperatura de exposi¢do) nao foi observado
efeito significativo (Tabela 1A).

Portanto, ficaram assim definidos os parametros a serem utilizados no
teste de viabilidade de urediniésporos associados as sementes: concentragdo de
0,5% da solugdo de sal de tetrazolio no tempo de 24 horas de exposicdo ao sal,
em temperatura de exposicdo de 35°C. Essa condigdo promoveu a coloragdo de
urediniésporos em tonalidades que variaram do laranja-avermelhado ao
vermelho intenso, caracterizando presenca de atividade enzimatica, em maior ou

menor grau de intensidade.

S 100 1 y=-10,42x + 89,985

g ‘ R?=99,97

5 80 -

3

S

g 60 -

8

k=

3

S5 40 ‘ ‘ ‘
05 1 15 2

Concentragdo da solugdo de tetrazolio (%)

FIGURA 2. Equagdo de regressdo para percentual de uredinidésporos coloridos
em funcdo da concentragdo da solugdo de tetrazolio. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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Com o tempo de exposicdo mais dilatado, ou seja, 96 horas, houve uma
tendéncia de escurecimento dos uredinidsporos, de forma generalizada, o que
dificultou a avaliagdo colorimétrica. Referindo-se a sementes, Lakon (1949)
afirma que o processo de coloracdo, durante o teste de tetrazdlio, deve ser
completado, no maximo, em 24 horas, sob risco de ocorrer obscurecimento do
conteudo, em razdo da rdpida multiplicagdo de bactérias, caso ocorra
contamina¢do do meio. A presenca de bactérias vivas, segundo o mesmo autor,
que também podem ser tingidas pelo tetrazolio, pode interferir no resultado, caso

em que ocorre o tingimento de toda a solu¢do aquosa.

3.2 Coloracédo de urediniosporos de P. pachyrhizi associados a sementes
armazenadas

Conforme pode ser constatado (Tabela 2), por meio do teste de
tetrazolio, em todos os periodos de armazenamento houve coloracdo de um
numero variado de uredinidsporos obtidos da suspensdo de lavagem das
sementes. Essa coloragdo, indicativa de atividade enzimadtica, sugere a
ocorréncia de uma condicdo de viabilidade, com os esporos em aparente estado
de dorméncia. No momento em que se procedeu a inoculagdo, 90% dos
uredinidosporos associados as sementes amostradas exibiram coloracdo
especifica. Por outro lado, de acordo com o resultado do teste de
germinabilidade em 4gar-dgua, 63% dos uredinidésporos emitiram tubo
germinativo. Todavia, a primeira avaliacdo, aos 30 dias, bem como nas cinco
avaliacdes subseqiientes, ndo houve manifestacdo de qualquer sinal de emissdo
de tubo germinativo, por parte dos uredinidosporos. Uma das hipoteses que
poderia ser langada para explicar este tipo de resultado seria a ocorréncia do
estado de dorméncia por parte dos esporos. A possibilidade de germinagdo
subseqiiente dos esporos seria um aspecto que ainda carece de maiores

investigagdes.
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TABELA 2. Percentual médio de uredinidsporos coloridos, associados a
sementes de soja, obtidos durante o periodo de armazenamento em
unidade de beneficiamento de sementes, submetidos a solucao de
sal de tetrazdlio 0,5% e incubados por 24 horas, a 35°C. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

NUmero médio de

Periodos de armazenamento L i
urediniosporos coloridos

(dias) (%)

0 90
30 11
60 09
90 06
120 05
150 03
180 02

Pela analise de wvaridncia, a fonte de variacdo “periodo de
armazenamento” apresentou efeito significativo em relagdo ao percentual de
uredinidsporos coloridos (Tabela 2B).

Na analise de regressao realizada para comparar o efeito do periodo de
armazenamento das sementes com esporos de P. pachyrhizi (Figura 3), foi
observado que o percentual de urediniésporos coloridos, sugerindo viabilidade,
decresceu com o aumento do periodo de armazenamento das sementes, as quais
aqueles se encontravam associados. Aos trinta dias de armazenamento, somente
11% dos esporos, em média, coloriram, representando uma queda de 79%,
comparado ao percentual de esporos coloridos no momento da inoculagdo das
sementes. A partir de entdo, houve uma tendéncia a manutengdo de percentual

inferior a 10%, ao longo de todo o periodo restante avaliado. Entretanto, ao final

49



o periodo, 2% dos uredinidsporos permaneceram ainda viaveis. Este percentua
d do, 2% d d d Est tual
poderia ser considerado de significancia maior ou menor, dependendo do indice

de infestacdo das sementes.

y = -0,0132x + 3,7444
R? = 0,9869

Urediniésporos coloridos (%)
N

0 T T T T 1
30 60 90 120 150 180

Periodo de Armazenamento (dias)

FIGURA 3. Equagdo de regressdo para percentual de uredinidésporos coloridos
em fun¢do do periodo de armazenamento. UFLA, Lavras, MG,
2007.

As sementes contaminadas com P. pachyrhizi, ao serem manuseadas no
campo, ou, mesmo, em areas com presenca de corrente de ar, favoreceriam a
disseminac@o dos esporos a distdncias indeterminadas. Dessa maneira, unidades
propagativas vidveis, sendo depositadas em plantas de soja voluntarias ou,
mesmo, em plantas hospedeiras alternativas, sob condigdes climaticas
favoraveis, poderiam constituir-se em fonte de indculo primadrio, representando

risco, no que se refere a questdo epidemiologica.
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O principio do teste de tetrazolio, portanto, aplicado na avaliagdo da
viabilidade de sementes de vegetais (Delouche et al., 1976; Franga Neto, 1999) e
utilizado em metodologia adaptada para detec¢do de oosporos de P. manshurica
(Pathak et al., 1978), tem aplicagdo também na diferenciacao de coloragdo de
urediniosporos de P. pachyrhizi, em fun¢do da ocorréncia de atividade

enzimatica em seu conteudo celular.
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4 CONCLUSOES

r

Por meio do teste de tetrazdlio modificado é possivel diferenciar
intensidades de coloragdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi, o que constitui um
procedimento potencial para complementar o teste de sanidade neste
patossistema.

Com base na aplicagdo do referido teste, os urediniésporos associados as
sementes de soja mantidas em condicdes de armazenamento por seis meses,
apresentaram sinais de atividade enzimatica em 2% dos esporos analisados, o

que sugere viabilidade deste indculo, durante o periodo considerado.
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CAPITULO 4

TRANSMISSIBILIDADE DE Phakopsora pachyrhizi A PARTIR DE
SEMENTES DE SOJA, EM CONDICOES CONTROLADAS

55



RESUMO

BRITO JUNIOR, Joel Guimardes de. Transmissibilidade de Phakopsora
pachyrhizi a partir de sementes de soja, em condi¢Bes controladas. In:
Relagdes de Phakopsora pachyrhizi com sementes de soja. Lavras: UFLA, 2007.
p.55-74. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia).'

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a transmissibilidade de P. pachyrhizi a
partir de sementes de soja, por meio de dois ensaios. No primeiro, sementes,
artificialmente contaminadas com urediniésporos foram semeadas em vasos
contendo mistura de solo:areia:esterco, dentro de caixas de madeira com
prote¢do individual, pelo periodo de 80 dias, em camaras de crescimento
vegetal. O segundo ensaio constou de semeadura em substrato de areia sob duas
condicdes de temperatura, 15 e 20 £2°C, com umidade atmosférica elevada. Nos
dois ensaios, regas foram realizadas por meio de dispositivo de prote¢do contra
contaminag@o externa. Ao final dos periodos de avaliacdo de ambos os ensaios,
as plantas foram individualmente removidas ¢ cuidadosamente examinadas com
auxilio de microscopio estereoscopio, quanto a ocorréncia de sinais € ou
sintomas relativos a presenca do patéogeno. Em nenhum caso foi detectado
qualquer indicio da ocorréncia de P. pachyrhizi nas plantas analisadas.

! Comité de orientagdo: José da Cruz Machado — UFLA (Professor Orientador); Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Professor Co-orientador).
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ABSTRACT

BRITO JUNIOR, Joel Guimardes de. Level of interation of Phakopsora
pachyrhizi with seeds of soybean. In: Relationship of Phakopsora pachyrhizi
with soybean seeds. 2007. p.55-74. Dissertation (Master in Phytopathology —
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil).1

In this work the objective was to investigate the possibility of direct
transmission of Phakopsora pachyrhizi by seeds of soybean under controlled
conditions. In one trial, seeds, artificially contaminated with fresh harvested
urediniospores, were sown in pots that were kept in separate wood boxes with
protection against external contamination for the period of 80 days under
controlled conditions. In another trial, contaminated seeds were sown in plastic
trays containing sand substrate and that were maintained in growth rooms at
temperatures of 15 e 20 +£2°C for three weeks. In both trials symptoms of rust
disease were not observed in any emerged plants that were examined with aid of
microscopes.

1AdVising Committee: José da Cruz Machado — UFLA (Major Professor); Edson
Ampélio Pozza — UFLA (Co-adviser Professor).
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1 INTRODUCAO

A cultura da soja [Glycine max (L.) Merril] vem se expandindo e se
tornando um dos cultivos de maior expressdao no Brasil e no mundo. Em
contrapartida, um nimero crescente de novos patdgenos parece avangar, na
mesma propor¢do, no ataque a essa oleaginosa, no campo. Nas condigdes
brasileiras, um numero consideravel de fungos fitopatogénicos infecta ou infesta
sementes de soja. Considerados de maior importdncia, em razdo de
apresentarem maior eficiéncia em sua disseminagdo por essa via, Phomopsis
sp., Diaporthe faseolorum f. sp. meridionalis, Colletotrichum dematium var.
truncata, Cercospora kikuchii, Fusarium semitectum, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e Aspergillus spp.
devem constituir, portanto, alvo de maior atencdo, sob o aspecto de vigilancia
sanitaria.

Em estudos realizados por Halfon-Meiri (1983), foi comprovada a
transmissdo, de semente para a planta, de Puccinia carthami, agente etiologico
da ferrugem-de-cartamo (Carthamus tinctorius). Este fato demonstrou que pelo
menos um dos agentes causais de ferrugem ¢ passivel de transmissdo via
sementes.

Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow, agente etiologico da
ferrugem asiatica da soja, atualmente, pode ser constatado como um dos mais
importantes agentes causais de doengas biodticas nessa espécie vegetal, porém, a
sua transmissdo via semente ¢ desconsiderada, o que também ocorre com a
quase totalidade dos agentes etiologicos de ferrugens dos mais diversos cultivos.

Estudos tém demonstrado a possibilidade de ocorréncia de dorméncia
em uredinidsporos de P. pachyrhizi, por periodos variaveis de tempo (Formento

& Souza, 2006; Zambenedetti, 2005). Isso sugere que esporos, ao serem
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submetidos a avaliagdo de germinabilidade, ndo tendo a sua germinagdo
efetivada, podem encontrar-se em estado de dorméncia, o que caracterizaria a
condi¢do de viabilidade, constituindo-se, portanto, em provavel potencial de
ameaga ao patossistema em questio.

A ocorréncia de urediniosporos de Phakopsora sp. em sementes de soja
provenientes do estado de Mato Grosso, constatada pelo Laboratorio de
Patologia de Sementes do Departamento de Fitopatologia da UFLA, em 2004,
representa um fato de relevancia questionavel, no que se refere a riscos de
carater epidemiologico.

Em razdo da caréncia de trabalhos experimentais relacionados a essa
questdo, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de sinais ou sintomas da
ferrugem em plantas de soja originadas de sementes infestadas com

urediniosporos de P. pachyrhizi.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Transmissibilidade de Phakopsora pachyrhizi por sementes de soja, em
ambiente protegido

Para este estudo foram conduzidos dois ensaios, um em substrato
composto (solo, areia e esterco) e outro em substrato de areia, ambos sob
condig¢des controladas.

O primeiro ensaio foi realizado na camara de crescimento vegetal do
Departamento de Agricultura da UFLA, cuja temperatura esteve situada em 20
+2°C. O segundo ensaio, utilizando metodologia adaptada de Halfon-Meiri
(1983), foi conduzido em duas camaras de crescimento vegetal da area de
Epidemiologia Vegetal do Departamento de Fitopatologia da mesma
universidade, com temperaturas de 15 e 20 £2°C.

Foram utilizadas, nestes ensaios, sementes de soja da cultivar MG/BR-
46 (Conquista), classe S2, com grau de pureza 99%. Seu percentual de umidade

foi avaliado em 9,2% e o indice de velocidade de emergéncia em 11.

2.1.1 Teste de sanidade das sementes

Para a obtengdo do perfil sanitario das sementes, foi empregado o
método de papel de filtro (Neergaard, 1977), utilizando-se placas de Petri de
15cm de didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro previamente
esterilizadas e umedecidas em calda agarizada (agar-dgua a 2%) acrescida de
84,7¢ de manitol, resultando em potencial osmoético de -1,2MPa (Machado,
2003). Quatrocentas sementes foram distribuidas nas referidas placas (25
sementes/placa) e estas foram incubadas a temperatura de 20 +2°C, com

fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. Ao término desse periodo, as placas
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foram levadas ao microscopio estereoscopio e as sementes examinadas
individualmente, obtendo-se, em termos percentuais, a incidéncia de fungos
fitopatogénicos encontrados na amostra.

O condicionamento osmotico possibilitou a escolha das sementes,
aparentemente livres de patdgenos, para a utilizagdo nos dois ensaios de
transmissibilidade de P. pachyrhizi.

Realizou-se também, teste de germinacdo, de conformidade com as
regras para andlise de sementes — RAS (Brasil, 1992) e International Seed
Testing Association (ISTA, 1976).

2.1.2 Inoculagao das sementes

Para o primeiro ensaio (substrato composto), foram definidos quatro
tratamentos, representando diferentes procedimentos de inoculagdo de P.
pachyrhizi em sementes de soja. Tratamento 1: sementes ndo inoculadas,
porém, tratadas em solugdo de hipoclorito de sodio, 1%, por 1 minuto e, em
seguida, submetidas a trés lavagens em agua destilada. Posteriormente a esse
procedimento, as mesmas foram espalhadas sobre papel “germitest”, para
secagem. Tratamento 2: sementes com infestacdo natural (700
uredinidsporos/100 sementes), avaliado por meio do exame de suspensdo de
lavagem. Tratamento 3: sementes com indculo natural, conforme Tratamento 2,
foram tratadas com uma calda de dagar-agua, 1,0%, contendo 2 x 10*
urediniésporos/ml, o que resultou em concentracdo de 2.600 urediniésporos/100
sementes. Para o preparo da calda, procedeu-se, inicialmente, a fusdo do meio,
aguardando, em seguida, o seu resfriamento (35°C), quando, entdo, foram
adicionados a este 4,0ml de suspensdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi (2,82
x 10° esporos/ml). Apos a obtengdo de mistura homogénea, esta foi vertida sobre

as sementes de soja, em placa de Petri e, em seguida, colocadas em ambiente
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seco, com o proposito de favorecer sua secagem. Tratamento 4: sementes com
indculo natural, conforme Tratamento 2, foram embebidas em uma suspensio
aquosa de inoculo, contendo 2,8 x 10° esporos/ml. Para este procedimento, as
sementes foram vertidas em Erlenmeyer de 250ml, contendo 30ml de suspensdo
de esporos e, logo em seguida, retiradas e postas a secar em papel “germitest”. A
concentragdo média de esporos, avaliada por intermédio do exame de suspensdo
de lavagem foi de 1,23 x 10* esporos/100 sementes.

No segundo ensaio (substrato de areia), foram utilizados trés tratamentos
que representaram, também, distintos procedimentos de inoculagdo de P.
pachyrhizi em sementes de soja. Tratamento 1: sementes ndo inoculadas e
tratadas em solugdo de hipoclorito de sédio, 1%, conforme Tratamento 1 do
primeiro ensaio. Tratamento 2: sementes com inoculo natural (700
urediniésporos/100 sementes). Tratamento 3: sementes com refor¢o de inoculo,
resultando em concentragio de 2,8 x 10* urediniésporos/100 sementes. Este
reforco de indculo foi obtido a partir da agitag¢do, por dois minutos, em um saco
plastico, de sementes de soja com inoculo natural (700 uredinidsporos/100
sementes), junto a 20 trifélios de planta de soja recém-coletados no campo,
cobertos de soros urediniais de P. pachyrhizi em fase de efetiva esporulagdo. Em
complemento, verteu-se sobre as mesmas sementes uma calda de agar-dgua,
1,0%, contendo 3,3 x 10* urediniosporos/ml, conforme procedimentos
conduzidos no Tratamento 3 do primeiro ensaio.

Para a utilizac¢do da calda de agar-agua, foi realizado teste preliminar, em
que se avaliou a possibilidade de urediniosporos de P. pachyrhizi, submersos em
agar-agua solidificado, germinarem a indices satisfatdrios, comparado a
metodologia convencional. Para tal, foram misturados 4ml de suspensdo de
urediniésporos de P. pachyrhizi (2,26 x 10° esporos/ml) a 30ml de meio gar-
agua a 35°C. Apds a obten¢do de mistura homogénea, esta foi vertida em placa

de Petri e, em seguida, levada a BOD, a 24 +1°C, por 4 horas, na auséncia de
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luz. Subseqiientemente, foram tomados 40uL de suspensdo de uredinidsporos
(2,26 x 10° esporos/ml) e espalhados em superficie de meio agar-agua, 1,5%,
solidificado, em placa de Petri (9,0cm de didmetro), utilizando alca de
Drigalsky. Em seguida, esta foi acondicionada em BOD, a 24 £1°C, por 4 horas,
na auséncia de luz. Os indices de germinabilidade obtidos para os dois ensaios
foram de 61%, para o método convencional e de 66%, para o de uredinidsporos

submersos.

2.1.3 Preparo dos substratos e semeadura

O substrato composto foi constituido de 0,12m’ de mistura de solo, areia
e esterco, na propor¢ao 3:2:1, com adi¢ao de 96g da formulagdo 4-14-8 e 117g
de calcério dolomitico (PRNT = 95%). A referida mistura (solo: areia: esterco)
foi submetida a técnica de fumigacdo com o uso de brometo de metila.

O substrato foi acondicionado em vasos de polietileno com capacidade
de 5,0 litros que, em seguida, foram envolvidos por saco plastico para protecio
contra esporos e, dessa forma, transportados diretamente para a camara de
crescimento vegetal (20 £2°C), onde se deu a semeadura, a profundidade de
2,0cm, na propor¢ao de 9 sementes/vaso.

Para o segundo ensaio, foram utilizados recipientes plasticos, com
dimensodes de 17,0 cm de didmetro x 6,0 cm de profundidade, esterilizados e
preenchidos com areia autoclavada e umedecida. Foram conduzidos dois ensaios
sob temperaturas distintas. Cada ensaio foi implantado utilizando-se cinco
repeticdes de 50 sementes. Estes foram mantidos em camaras de crescimento
vegetal de 15 e 20 £2°C, sob iluminagdo artificial, utilizando ldmpadas
fluorescentes, tipo ‘luz do dia’, com fotoperiodo de 12 horas diarias. Com a

finalidade de se evitar a contaminagdo durante o transporte, os recipientes foram
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envolvidos em sacos plasticos e, dessa maneira, conduzidos as respectivas

camaras para que se efetuasse a semeadura.

2.1.4 Estruturas de protecéo anti-esporos

Com a finalidade de evitar contaminacdo externa por uredinidosporos de
P. pachyrhizi, via corrente aérea, os vasos referentes ao ensaio em substrato
composto foram cobertos, individualmente, com armacdes de madeira, com
dimensdes 1,0 x 0,50 x 0,50m, envolvidas com plastico transparente, exceto na
base (Figuras la e 1b). Em duas faces opostas da caixa protetora foram
reservados espacos de 0,20 x 0,50m para serem preenchidos com tecido, tipo

“tela antiafidica”, para permitir ventilacao as plantas (Figura 1a).

FIGURA 1. Fotografias mostrando estruturas de madeira revestidas com
plastico transparente, utilizadas para cobertura dos vasos. (a) Uma
das faces opostas da caixa protetora com espago preenchido com
tecido, tipo “tela antiafidica”, permitindo ventilagdo junto as
plantas; (b) Vasos, no interior das caixas de protecdo, tendo ao seu
redor quatro potes com agua para a elevagdo da umidade relativa
do ar.
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O piso da camara, por sua vez, foi revestido com plastico, evitando-se
qualquer contato daquele com o ambiente interno das estruturas de protecao.

Os recipientes pertencentes ao ensaio em substrato de areia ndo
receberam qualquer cobertura de protecdo anti-esporos, em razdo do reduzido

periodo de permanéncia do ensaio na camara (20 dias).

2.1.5 Manejo das plantas

Em relagdo ao primeiro ensaio (substrato composto), as regas foram
efetuadas, semanalmente, por intermédio de mangueira flexivel 3%”, fixada por
meio de perfuracdo na estrutura de madeira na face superior de cada caixa de
protegdo (Figura 2a).

Objetivando o monitoramento da presenga de urediniosporos de P.
pachyrhizi, no ambiente externo as caixas protetoras, foram instaladas,
semanalmente, durante 30 minutos, duas armadilhas de esporos, “Rotorod
Sampler”, situadas internamente e externamente ao ambiente do ensaio
(Figura 2b).

Aos 18 dias pods-semeio, foi realizado o desbaste, deixando-se trés
plantas por vaso.

Em razdo da ocorréncia de ninfas de espécie de tripes ndo identificada,
em intensidade consideravel, foi realizada aplicacdo do inseticida piretroide
Decis 25 CE, na dosagem de 150uL/litro de agua, aos 47 dias apos o plantio.

Em relagdo ao segundo ensaio (substrato de areia), as plantas foram
regadas manualmente, duas vezes a cada semana, utilizando regador plastico,

tendo-se o cuidado de aplicar o mesmo volume de agua por recipiente.
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FIGURA 2. Fotografias mostrando administragdo de regas e monitoramento
do ambiente com relagdo a presenca de uredinidsporos de P.
pachyrhizi veiculados por corrente aérea. (a) Aplicagdo de
volumes uniformes de dgua em cada vaso, com auxilio de pisseta
graduada; (b) Utilizacdo de armadilhas de esporos, tipo “Rotorod
Sampler”.

A temperatura e a umidade relativa do ar, nas duas cémaras de
crescimento vegetal, foram monitoradas diariamente, com uso de termo-
higrometro THO2 e termémetro de maxima e minima (Figura 3a), e os valores
registrados em caderneta especifica.

Com a intengdo de se avaliar a possivel entrada de urediniésporos no
ambiente das camaras, provenientes do meio externo, foram instaladas,
semanalmente, durante 30 minutos, duas armadilhas de esporos “Rotorod
Sampler”, uma em cada camara. Nao foi detectada a presenca de urediniésporos
em nenhuma das cadmaras, durante o periodo de condugédo do ensaio.

A avaliagdo das plantas foi efetuada apos coleta e acondicionamento em
sacos plasticos. Todas as plantas foram analisadas em microscopio estereoscopio
(Figura 3b).
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FIGURA 3. Fotografias da condug¢do do ensaio em substrato de areia sob
condi¢des controladas em camara de crescimento vegetal, com
posterior avaliacdo das plantulas em microscopio estereoscopio.
(a) Plantulas em desenvolvimento, sob temperatura ¢ umidade
relativa do ar monitoradas diariamente; (b) Analise completa das
plantulas quanto a ocorréncia de sinais e ou sintomas relacionados
a P. pachyrhizi.

2.1.6 Ocorréncia de sintomas da ferrugem

Aos 80 dias apos o plantio (estddio de desenvolvimento R1), foi
realizada a coleta da parte aérea das plantas oriundas do ensaio em substrato
composto, oportunidade em que foram destacadas todas as folhas e segmentadas
as hastes e ramos, acondicionados em saco plastico e encaminhados a camara
fria (10 +£2°C), para preservacdo, at¢ o momento da avaliagdo. A andlise do
material coletado foi realizada em microscopio estereoscopio, onde foram
avaliados folhas, foliolos, peciolos hastes principais e ramos, quanto a
ocorréncia de sintomas de ferrugem (lesdes), acompanhadas de urédias, com ou
sem liberagdo de uredinidésporos.

Algumas folhas que apresentavam lesdes suspeitas receberam
pulverizagdo de 4gua destilada, em ambas as superficies, utilizando pulverizador

manual pequeno e, em seguida, acondicionadas em placa de Petri (15cm de
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diametro), contendo trés folhas de papel de filtro umedecidas em agua destilada.
Na seqiiéncia, foram levadas a camara de incubag@o e mantidas a temperatura de
20 £2°C, por sete dias. Ao final deste periodo, foram levadas a microscopio
estereoscopio e analisadas as lesdes, no que se refere a formacao de urédias.

Aos 20 dias apés o semeio, as plantas provenientes do ensaio em
substrato de areia foram extraidas dos recipientes, lavadas e conduzidas a
microscopio estereoscopio, onde foram avaliados foliolos, cotilédones,
epicotilos, hipocotilos e raizes, quanto a ocorréncia de qualquer sinal da
presenca ativa ou passiva do patogeno.

Em ambos os ensaios, os indices de temperatura ¢ umidade relativa
foram monitorados diariamente, utilizando termo-higrometro TH02. Foram
considerados apenas os valores de maxima e minima, para a obtengdo das

médias diarias (Figuras B1 — B10).

2.1.7 Delineamento experimental

Para o primeiro ensaio (substrato composto), utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e cinco repeti¢des, sendo cada
repeti¢do representada por um vaso contendo trés plantas de soja.

No segundo ensaio (substrato de areia), foi aplicado o mesmo

delineamento, porém, com trés tratamentos e cinco repetigoes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia de sintomas da ferrugem

Nao foi constatado qualquer sintoma ou presenca de urédias da
ferrugem nas plantas emergidas, coletadas nos dois ensaios. Da mesma forma
nehuma urédia foi detectada em folhas, com lesdes suspeitas, que foram
incubadas posteriormente em condi¢des controladas.

Os sintomas normalmente observados em plantas de soja com ferrugem
sdo frequentemente confundidos, em sua fase inicial, com os sintomas de outras
doengas foliares, tais como mancha-parda (Septoria glycines), pastula bacteriana
(Xanthomonas axonopodis pv. glycines) e crestamento bacteriano (Pseudomonas
savastanoi pv. glycinea). Os sintomas referentes a ferrugem ocorrem, em sua
manifestacdo inicial, na forma de reduzidas pontuagdes cloroticas, evoluindo
para lesdes de coloracdo castanho-acinzentada e, posteriormente, podendo
chegar a condigo de necrose pontual (Vale, 1985). As urédias podem surgir em
numero de 1 a 6 por lesdo, com colora¢do que varia entre o castanho-claro e o
castanho-escuro, abrindo em um diminuto poro, por meio do qual expele os
uredinidsporos. Estes se concentram ao redor do poro de onde sdo carregados,
posteriormente, pelo vento (Zambenedetti, 2005).

Conforme pode ser observado, por meio dos graficos, para o primeiro
ensaio (Figuras 1B, 3B e 5B), a temperatura média se manteve entre 20 e 25°C,
como condi¢do térmica favoravel ao indculo (Marchetti et al., 1976; Melching et
al., 1989). E importante ressaltar que mesmo com o aumento da temperatura, a
partir do quadragésimo quinto dia, ndo houve producdo de sintomas que

caracterizassem a ocorréncia da ferrugem causada por P. pachyrhizi.

69



Com relagdo ao segundo ensaio (teste de areia), os valores de
temperatura ocorreram, em uma das cadmaras, em faixa com variagdes entre 14,3
e 16,7°C (Figura 9B). Na outra cAmara de crescimento, a variagdo ocorreu entre
18,6 ¢ 21,6°C (Figura 7B). Por outro lado, a umidade relativa do ar oscilou, nas
duas camaras, entre 60 e 98% (Figuras 8B e 10B).

Portanto, mesmo sob condi¢do de temperatura e umidade relativa do ar
favoraveis, ndo foi constatado qualquer sintoma ou presenca de urédias da
ferrugem nas plantas emergidas, coletadas nos dois ensaios. Nenhum soro
uredinial foi detectado nas lesdes suspeitas, em folhas mantidas na camara de
incubacio.

Os resultados deste ensaio reforcam, portanto, a hipdtese de que agentes
causadores das ferrugens ndo s3o transmitidos diretamente de sementes
contaminadas a progénie correspondente. Dependendo da viabilidade do
inéculo, o que se postula, para os patossistemas de ferrugens, ¢ uma transmissao
indireta, que consiste na veiculagdo do indculo pelas sementes e, a partir dai,
podendo ser disseminado, de alguma forma, as plantas hospedeiras ja em
desenvolvimento na area de plantio. Esta dindmica tem sido postulada com base
no fato de que algumas doengas de parte aérea, cujos patdogenos nao so
transmitidos pelas sementes, ocorrem em dareas onde outros agentes de

disseminagdo ndo tém sido detectados.
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4 CONCLUSOES
Com base em dois ensaios, sob condi¢des devidamente controladas, fica

evidenciado que a transmissdo direta de Phakopsora pachyrhizi a progénie, a

partir de sementes de soja, artificialmente inoculadas, ndo ocorre.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

A importancia da soja no contexto politico-s6cio-econdmico do pais, na
atualidade, tem justificado a preocupagao constante das Instituicdes de pesquisa,
em relacdo as barreiras que surgem naturalmente, em decorréncia de sua
expansdo, como uma das culturas preferenciais do agronegocio. As doencas de
soja vém se tornando uma preocupagdo cada vez maior no Brasil, em razéo do
elevado custo para o seu controle e pelas perdas que decorrem do uso de
sementes com qualidade comprometida.

A ferrugem asiatica da soja se tornou, na atualidade, uma das mais
ameacadoras fitodoencas, cuja presenca ja € registrada em praticamente todas as
areas de producdao de soja, no Brasil e no mundo. Por ser considerado, seu
agente etiologico, um parasita biotréfico do grupo das ferrugens, acredita-se ndo
ser esta uma das doengas transmitidas via semente. No entanto, em razdo do que
¢ demonstrado nestes estudos, percebe-se a necessidade premente de se efetuar
novas pesquisas no campo da patologia de sementes, especialmente no tocante
ao patossistema em questdo. Os resultados apresentados nestes trabalhos
sugerem ser a semente uma possivel via de disseminacdo do agente da ferrugem
da soja, pois possibilitaram constatar a presenga de uredinidosporos em todas as
amostras analisadas, procedentes de algumas regides no Brasil.

Com relagdo a longevidade dos esporos associados as sementes, 0s
estudos envolvendo o uso do teste de tetrazolio, permitiram levantar a hipdtese
de um possivel estado de dorméncia dos uredinidsporos, por periodo de tempo
consideravel, em ambiente ndo controlado. Novos estudos se fazem necessarios
para confirmar esta hipotese, sendo necessaria, por exemplo, a inclusdo do
ensaio de infectividade desses esporos, em paralelo a conducdo dos testes de

germinabilidade e de viabilidade pelo tetrazolio.
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Conforme foi observado, a transmissdo direta da ferrugem, de semente
contaminada para a planta de soja emergente, ndo foi constatada. Todavia,
tomando por base os resultados obtidos nestes trabalhos, pode-se inferir que as
sementes de soja sdo veiculos de esporos de ferrugem, transportando-os a outras
regides de cultivo. Na dependéncia de sua viabilidade, estes esporos
(uredinidsporos) podem representar risco, do ponto de vista epidemiologico,
caso alcancem plantas hospedeiras, em condi¢des ambientais favoraveis.

Dessa maneira, na pressuposi¢do de que novas pesquisas sejam
empreendidas, envolvendo o patossistema soja — P. pachyrhizi, especialmente no
que tange ao aspecto disseminacdo via sementes, espera-se que informacgdes
novas sejam somadas, possibilitando o esclarecimento de questdes ainda ndo

plenamente resolvidas.
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ANEXO A

TABELA 1A

TABELA 2A

ANEXOS

Resumo da analise de wvaridncia dos dados
referentes ao percentual de urediniésporos
coloridos, em fun¢do da concentragdo da solugdo de
tetrazolio, tempo e temperatura de exposicao.
UFLA, Lavras, MG, 2007 .....cccccevvieiieireieeneeneenne
Resumo da analise de wvaridincia dos dados
referentes ao percentual de uredinidsporos
coloridos, associados a sementes de soja, em func¢do
do periodo de armazenamento das sementes.
UFLA, Lavras, MG, 2007 ........ccoovvveeeeeieieeeeeeeeennnen.
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TABELA 1A. Resumo da analise de variancia dos dados referentes ao
percentual de urediniésporos coloridos, em funcdo da
concentragdo da solugdo de tetrazolio, tempo e temperatura de
exposi¢do. UFLA, Lavras, MG, 2007.

FV GL QMs e significancia

Uredinidsporos coloridos (%)

Concentragao 3 1085,416667 *

Tempo 3 48,027778 ns
Temperatura 1 0,000000000E+0000 ns
Concentracao x Tempo 9 19,129630 ns
Concentracao x Temperatura 3 93,583333 ns
Concentr. x Tempo x Temperat. 9 39,611111 ns

Erro 67 46,359453

CV (%) 8,85

* = teste F significativo, a 5%; ns = teste F ndo significativo, a 5%

TABELA 2A. Resumo da analise de variancia dos dados referentes ao
percentual de uredinidsporos coloridos, associados a sementes
de soja, em fungdo do periodo de armazenamento das sementes.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

QMs e significancia

v GL Urediniésporos coloridos (%)
Periodo de armazenamento 5 1,659815 *
Erro 12 0,356266

CV (%) 25,27

* = teste F significativo, a 5%;
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ANEXO B

FIGURA 1B

FIGURA 2B

FIGURA 3B

FIGURA 4B

FIGURA 5B

FIGURA 6B

FIGURA 7B

FIGURA 8B

Variaveis de temperatura (média, maxima e
minima), registradas na camara de crescimento (20
+2°C) do Departamento de Agricultura no més de
dezembro/2006. UFLA, Lavras, MG, 2007..............
Varidveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na camara de crescimento (20
+2°C) do Departamento de Agricultura no més de
dezembro/2006. UFLA, Lavras, MG, 2007..............
Varidveis de temperatura (média, maxima e
minima), registradas na camara de crescimento (20
+2°C) do Departamento de Agricultura no més de
janeiro/2007. UFLA, Lavras, MG, 2007...................
Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na camara de crescimento (20
+2°C) do Departamento de Agricultura no més de
janeiro/2007. UFLA, Lavras, MG, 2007...................
Variaveis de temperatura (média, maxima e
minima), registradas na camara de crescimento (20
+2°C) do Departamento de Agricultura no més de
fevereiro/2007. UFLA, Lavras, MG, 2007................
Varidveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na camara de crescimento (20
+2°C) do Departamento de Agricultura no més de
fevereiro/2007. UFLA, Lavras, MG, 2007................
Varidveis de temperatura (média, maxima e
minima), registradas na camara de crescimento (20
+2°C) do Departamento de Fitopatologia, no
periodo de 27 de dezembro/2006 a 15 de
janeiro/2007. UFLA, Lavras, MG, 2007...................
Varidveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na camara de crescimento (20
+2°C) do Departamento de Fitopatologia, no
periodo de 27 de dezembro/2006 a 15 de
janeiro/2007. UFLA, Lavras, MG, 2007...................
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FIGURA 9B

FIGURA 10B

FIGURA 11B

FIGURA 12B

FIGURA 13B

FIGURA 14B

FIGURA 15B

FIGURA 16B

Variaveis de temperatura (média, maxima e minima),
registradas na camara de crescimento (15 +2°C) do
Departamento de Fitopatologia, no periodo de 27 de
dezembro/2006 a 15 de janeiro/2007. UFLA, Lavras,
MG, 2007...ccuieieieieieieee e

Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na cémara de crescimento (15
+2°C) do Departamento de Fitopatologia, no periodo
de 27 de dezembro/2006 a 15 de janeiro/2007.
UFLA, Lavras, MG, 2007.......ccccccveeeieiiieeiiieeeeeeeinnns
Varidveis de temperatura (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de marco/2006. UFLA, Lavras, MG,

Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de marco/2006. UFLA, Lavras, MG,

Varidveis de temperatura (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de abril/2006. UFLA, Lavras, MG,

Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de abril/2006. UFLA, Lavras, MG,

Varidveis de temperatura (média, mdaxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de maio/2006. UFLA, Lavras, MG,

Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de maio/2006. UFLA, Lavras, MG,
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FIGURA 17B

FIGURA 18B

FIGURA 19B

FIGURA 20B

FIGURA 21B

FIGURA 22B

FIGURA 23B

FIGURA 24B

Varidveis de temperatura (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de junho/2006. UFLA, Lavras, MG,

Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de junho/2006. UFLA, Lavras, MG,

Varidveis de temperatura (média, mdaxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de julho/2006. UFLA, Lavras, MG,

Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de julho/2006. UFLA, Lavras, MG,

Varidveis de temperatura (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de agosto/2006. UFLA, Lavras, MG,

Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
més de agosto/2006. UFLA, Lavras, MG,

Varidveis de temperatura (média, mdaxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
periodo de 01 a 04 de setembro/2006. UFLA, Lavras,
MG, 2007 ...
Variaveis de umidade relativa (média, maxima e
minima), registradas na Unidade de Beneficiamento
de Sementes do Departamento de Agricultura, no
periodo de 01 a 04 de setembro/2006. UFLA, Lavras,
MG, 2007 ..o
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FIGURA 1B. Varidveis de temperatura (média, maxima e minima),

registradas na cdmara de crescimento (20 +£2°C) do
Departamento de Fitopatologia, no periodo de 10 a 31 de
dezembro/2006. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 2B. Varidveis de umidade relativa (média, méxima e minima),

registradas na camara de crescimento (20 +£2°C) do
Departamento de Fitopatologia, no periodo de 10 a 31 de
dezembro/2006. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Departamento de Fitopatologia, no més de janeiro/2007. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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Variaveis de umidade relativa (média, méxima e minima),
registradas na camara de crescimento (20 =+£2°C) do
Departamento de Fitopatologia, no més de janeiro/2007. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 7B. Varidveis de temperatura (média, maxima e minima),
registradas na cdmara de crescimento (20 +£2°C) do
Departamento de Fitopatologia, no periodo de 27 de
dezembro/2006 a 15 de janeiro/2007. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 9B. Varidveis de temperatura (média, maxima e minima),
registradas na camara de crescimento (15 =£2°C) do
Departamento de Fitopatologia, no periodo de 27 de
dezembro/2006 a 15 de janeiro/2007. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 10B. Varidaveis de umidade relativa (média, méxima e minima),

registradas na camara de crescimento (15 =+£2°C) do
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FIGURA 12B. Varidveis de umidade relativa (média, méxima e minima),

registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no periodo de 6 a 31 de
mar¢o/2006. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 13B. Variaveis de temperatura (média, méaxima e minima),
registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de abril/2006. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

100 +
90 -
80 -
70 -
60
50 -
40 -
30 A
20 -
10
O+ 777+ 77T T T

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Dia

Umidade Relativa (%)

—e— UR méax. —a— UR média —a— UR min.

FIGURA 14B. Varidveis de umidade relativa (média, méxima e minima),
registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de abril/2006. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de maio/2006. UFLA,
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FIGURA 16B. Variaveis de umidade relativa (média, méxima e minima),

registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de maio/2006. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 17B. Varidveis de temperatura (média, maxima e minima),

Umidade Relativa (%)

100
90 -
80 -
70 A
60 -
50 -
40 ~
30 A
20 A
10

registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de junho/2006. UFLA,
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FIGURA 18B. Varidaveis de umidade relativa (média, méxima e minima),

registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de junho/2006. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 19B. Varidveis de temperatura (média, maxima e minima),
registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de julho/2006. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 20B. Varidaveis de umidade relativa (média, méxima e minima),
registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de julho/2006. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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de temperatura (média, maxima e minima),
registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de agosto/2006. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 22B. Varidaveis de umidade relativa (média, méxima e minima),

registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no més de agosto/2006. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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Varidveis de temperatura (média, maxima e minima),
registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no periodo de 01 a 04 de
setembro/2006. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 24B. Variaveis de umidade relativa (média, méxima e minima),

registradas na Unidade de Beneficiamento de Sementes do
Departamento de Agricultura, no periodo de 01 a 04 de
setembro/2006. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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