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uredésporos germinados e com formagio de apressorio ficando atras apenas do
cultivar BRS 154 o qual apresentou maior porcentagem de germinagéo (85,5%)
¢ maior porcentagem de formagdo de apressério (66,5%). Na analise das
amostras em MEV foi possivel observar todo processo de infecgdo desde a
germinagio dos ureddsporos até a colonizagio do tecido do hospedeiro ¢ do
inicio de formagdo das urédias. Tanto a formagdo de apressérios, como as
penetragdes ocorreram nas jun¢des das células da epiderme e ndio no centro das
células através da cuticula. Apés 24 horas da inoculagio os uredésporos
comegaram a murchar e com 48 horas os apressorios. Através da remogiio da
epiderme foi possivel observar a formagdo das hifas primarias 48 horas apos a
inoculag@io e o desenvolvimento progressivo do micélio até o inicio da formagdo
das urédias com 240 horas. Varios aspectos do processo sdo mostrados neste
trabalho através das eletromicrografias de varredura.

* Comité de orientagdo: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador); Edson
Ampélio Pozza — UFLA.
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RESUMO

ZAMBENEDETT], Elisandra Batista. Preservagio de Phakopsora pachyrhizi
Sydow & Sydow e aspectos epidemioldgicos e ultra-estruturais da sua
interaciio com a soja (Glycine max (L.). Merril) Lavras: UFLA, 2005. 92p.
Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia).*

A ferrugem da soja causada por Phakopsora pachyrhizi tem sido uma
das mais importantes doengas da cultura nos ultimos anos no Brasil. Neste
estudo procurou-se avaliar o efeito de diferentes métodos de armazenamento
visando 4 preservagio de ureddsporos de Phakopsora pachyrhizi fora do
hospedeiro e verificar aspectos epidemiolégicos e ultra-estruturais da interagéo
deste patégeno com soja. Dos cinco métodos testados para preservago o do
nitrogénio liquido foi o de melhor resultado, pois além de preservar os
uredosporos por mais tempo, também permitiu a recuperagdo da viabilidade dos
mesmos. Em casa-de-vegetagdio foram inoculados com suspensdo de esporos de
P. pachyrhizs 7 cultivares (Uirapuru, BRS 134, Pintado, BRS 154, BRS 215,
FT2, BRS 231) e um genétipo P1459025 com gene de resisténcia Rpp4, para a
avaliagio dos parimetros epidemiolégicos. Houve diferenca significativa entre
os cultivares para drea abaixo da curva da incidéncia (AACPI). Os cultivares
BRS 134, FT2 e BRS 231 apresentaram maior valor AACPI, e foram
significativamente diferentes dos demais cultivares. Entre os cultivares com
menor valor de AACPI destacou-se a PI 459025. Para érea abaixo da curva da
severidade (AACPS) ocorreu interagiio entre a severidade e os tergos avaliados,
sendo que o tergo médio foi o que permitiu separar com maior precisdo as
cultivares. Em todos os tergos a P1 459025 e a cultivar FT-2 apresentaram menor
¢ maior AACPS, respectivamente. No estudo do processo de infecg#o, realizado
com o material clareado e observado em microscopio de luz, ndo se observou
diferenca entre os cultivares em relagio ao desenvolvimento do tubo
germinativo, pois em todos ocorreu formagdio do mesmo, mas houve diferenga
entre os cultivares na porcentagem de germinacdio, na formagdo de apressorio e
conseqilentemente na penetragdo. As PI 23097 (acrescentada neste estudo) e Pl
429025 apresentaram baixa porcentagem de uredésporos germinados e de
formagdo de apressorio, essa formagio comegou seis horas apés a inoculagdo,
sendo que nos outros cultivares teve inicio com quatro horas apés a inoculaggio.
O cultivar Pintado apresentou 55% de uredésporos germinados e 27,5% de
apressorios formados apesar de ser considerado um cultivar suscetivel, essa
menor porcentagem de germinagio e formagio de apressorio pode estar
relacionado com a grande quantidade de cera nas fothas. O cultivar FT-2
apresentou menor quantidade de cera nas folhas e uma maior porcentagem de



ureddsporos germinados e com formagdo de apressorio ficando atrds apenas do
cultivar BRS 154 o qual apresentou maior porcentagem de germinagio (85,5%)
€ maior porcentagem de formagdo de apressério (66,5%). Na analise das
amostras em MEV foi possivel observar todo processo de infec¢do desde a
germinagdo dos ured6sporos até a colonizagdo do tecido do hospedeiro e do
inicio de formagdio das urédias. Tanto a formagio de apressrios, como as
penetracdes ocorreram nas jungdes das células da epiderme e néio no centro das
células através da cuticula. Apés 24 horas da inoculagdo os ureddsporos
comegaram a murchar e com 48 horas os apressorios. Através da remogdo da
epiderme foi possivel observar a formagdo das hifas primarias 48 horas apés a
inoculagdo e o desenvolvimento progressivo do micélio até o inicio da formaggio
das urédias com 240 horas. Vérios aspectos do processo sdo mostrados neste
trabalho através das eletromicrografias de varredura.

* Comité de orientagdo: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador); Edson
Ampélio Pozza — UFLA.
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ABSTRACT

ZAMBENEDETTI, FElisandra Batista. Study of the preservation of
Phakopsora pachyrhizi.Sydow & Sydow, epidemiological and ultra-structural
aspects of its interactions with soybean (Glycine max (L.) Merril). Lavras:
UFLA, 2005. 92p. Dissertation (Master in Phytopathology).*

The soybean rust (caused by Phakopsora pachyrhizi) is an economically
important disease has been caused substantial yield losses in soybean in Brazil
on the least years. This study had been carried to evaluate the effect of different
methods of storage on the preservation of uredospores and epidemiological and
ultrastructural aspects of the interaction of this pathogen and soybean. Of the
five tested methods the liquid nitrogen was of better resulted, therefore besides
preserving inoculum for more time and also allowed the recovery of the viability
from some samples. To study epidemiological aspect in this patosystem, the
cultivars used were Uirapuru, BRS 134 Pintado, BRS 154, BRS 215, BRS 23],
FT 2 and PI 459025 with a Rpp4 gene of resistance for soybean rust. The
cultivars BRS 134 Pintado, FT 2 and BRS 231 showed high values of AUDIC
and were significant different from the others. PI 459025 showed the lowest
value of AUDIC. AUDSC PI 459025 cultivar showed the lowest value and FT 2
showed the high value. In the study of In decolorized sample was not observed
difference between the cultivars in relation at development of the germ tube, but
it was observed difference between the cultivar in the percentage of germination,
the formation of apressorium and consequently in the penetration. P1 429025
presented lower percentage of germinated uredospores (20%) and of appressoria
formation (11%), and the cultivar BRS 154 presented greater percentage of
germination (85,5%) and greater percentage of appressoria formation (66,5%).
The cultivar Pintado presented 55% of germinated uredospores e 27,5% of
formed apressories although to be considered one cultivar susceptible, this slow
percentage of germination and formation of apressorium can be related with the
fact of this cultivar to have presented a great amount of wax in the leaf and that
can have interfered with the germination of the uredospores. The cultivar FT-2
presented less amount of wax in leaves and a bigger percentage of germinated
uredospores and with formation of appressorium. The observation from
germination to colonization by SEM showed that the formation of appressoria
started four hours after the inoculation on all cultivar and with six hours on
genotypes PI 23097 and Pl 459025. The appressoria were formed on junction of
epidermal cells and the penetration taken place between the anticlinal walls and
not take place direct on cuticule. 24 and 48 hours after inoculation (h.a.i) the
uredospores and appressoria started to wither, respectively. The primary hypha

iii



was formed 48 (h.a.i) and with 240 (h.a.i) the uredia were formed. Several
aspects of this process are showed in this study by SEM micrographs.

* Advising Committee: Eduardo Alves ~ UFLA (Major Professor); Edson
Ampélio Pozza - UFLA.
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CAPITULO 1




1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma espécie origindria da China, na
Asia, onde vem sendo cultivada ha centenas de anos. Foi semeada pela primeira
vez no Brasil, no territério baiano em 1882, mas somente a partir de 1940
comegou a ganhar importdncia na agricultura brasileira ¢ em 1949 no cendrio
internacional. Até a década de 80, as lavouras da oleaginosa se concentravam no
sul (Rio Grande do Sul, Paran4 e Santa Catarina). Com a abertura das fronteiras
agricolas e gracas s suas caracteristicas nutritivas e industriais e & sua
adaptabilidade a diferentes latitudes, solos e condig¢des climéticas, o cultivo
expandiu por todo o territério brasileiro, constituindo-se numa das principais
plantas cultivadas na atualidade. O Brasil é o segundo maior produtor de soja e
na safra 2004, produziu cerca de 50 milhdes de toneladas. Essa leguminosa
também € um dos principais produtos da pasta de exportagdo brasileira. Em
2004 o pais exportou aproximadamente 21 milhdes de toneladas de gréos, sendo
que os principais compradores do grio foram a Holanda (1.140.425 mil/), a
China (585.553mil/t), a Alemanha (557.163mil/t) e a Espanha (371.146 mil/t)
(Embrapa Soja 2004).

O segredo da competitividade brasileira estd na produtividade da cultura.
Enquanto a 4rea plantada cresceu 18% na década de 90, o rendimento médio da
cultura saltou de 1740 kg/ha para 2395 kg/ha, no mesmo periodo. O maior
estado produtor brasileiro é o Mato Grosso, com uma 4rea de aproximadamente
quatro milhdes de hectares, com uma produgio de cerca de 13 milhdes de
toneladas e produtividade média de 3100 kg/ha, compativel com a norte-
americana. O Parand ¢ o segundo produtor do griio, plantando uma 4rea de 3,5
milhdes de hectares, produtividade média de 3000 kg/ha e produgdo de 10,6

milhdes de toneladas aproximadamente. O terceiro produtor brasileiro é o Rio



Grande do Sul, com éarea semelhante 4 do Parana, porém, com menor
produtividade, em média 2200 kg por hectare, totalizando uma produgio de
cerca de 7 milhdes de toneladas. O estado de Minas Gerais ¢ o sétimo colocado,
com uma produgio de 2659 mil toneladas.

Dentre os principais fatores que limitam o rendimento, a lucratividade e
o sucesso da produglio de soja estdo as doengas. No mundo, s@o conhecidas mais
de 100 doengas na cultura da soja dependendo do local, algumas atingem niveis
de dano econbémico e outras passam despercebidas. Aproximadamente 40
doengas causadas por fungos, bactérias, nematdides e virus ja4 foram
identificadas no Brasil, dentre elas, a ferrugem da soja, de ocorréncia recente no
Brasil e com potencial para causar danos elevados a cultura,

Estima-se que mais de 60% da area de soja brasileira tenha sido atingida
pela ferrugem na safra 2001/2002, resultando em perdas de gréos de 569,2 mil
toneladas, o equivalente a US$ 125,5 milhdes (US$ 220,50 t). Na safra
2002/2003, as perdas foram estimadas em 3,4 milhdes de toneladas,
comrespondendo ao valor de US$ 737,4 milhdes (US$ 220,0/t) tendo mais de
80% de érea sido afetada. Na safra 2003/2004, as perdas foram ainda maiores e
chegaram a 4,6 milhes de toneladas, associadas ao que deixou de ser colhido e
aos gastos com fungicidas e a sua aplicagdo, as perdas foram de,
aproximadamente US$ 2 bilhdes (USS$ 266,72/) (Yorinori & Lazzarotto, 2004).

Esta doenga tem como agente etioldgico duas espécies de fungo do
género Phakopsora. A primeira P. meibomiae (Arthur) Arthur, agente etiologico
da ferrugem “americana", é nativa do Continente Americano e ocorre em
leguminosas silvestres e cultivadas, desde Porto Rico até o sul do estado do
Parana (Ponta Grossa) Trata-se de um fungo mais restrito a 4reas de clima mais
ameno e raramente causa danos economicos. A segunda P. pachyrhizi Sydow &

Sydow, agente etiologico da ferrugem “asiatica”, presente na maioria dos paises

que cultivam a soja.



A ferrugem da soja desenvolve-se mais lentamente em alguns cultivares
de soja do que em outros. Viérios foram os mecanismos sugeridos para explicar
esse lipo de resisténcia, denominado "slow rusting”. Esses possiveis mecanismos
sdo a reducdo da penetragdo no hospedeiro, a diminui¢ao do desenvolvimento do
micélio dentro do tecido do hospedeiro, 0 aumento do tempo antes da erupgdo
das pustulas e a redugdo na produgdio dos uredésporos (Sztejnberg e Wahl,
1976). Baseado nessas informagdes, o estudo da ultraestrutura dos cultivares de
soja ¢ uma das possibilidades para explicar esse tipo de resisténcia. A hip6tese é
a de que os fatores estruturais pré e pos-formados sdo os responsaveis por
conferir resisténcia dos cultivares de soja ao agente da ferrugem.

Estudos ultra-estruturais dos tecidos das plantas suscetiveis e resistentes
ao agente da ferrugem da soja podem revelar os mecanismos de defesa utilizados
por elas. Estas informagdes poedem ser utilizadas para o desenvolvimento de
cultivares com resisténcia & doenga, dessa forma contribuindo para a aplicagio
de uma técnica barata e eficaz de manejo da doenga, ou seja, a resisténcia. Outro
fator importante para o desenvolvimento de trabalhos com este patégeno € o
modo de preservagdo do indculo. O inéeulo das ferrugens, na maioria das vezes,
¢ mantido em plantas e isso pode causar sérios problemas como contaminagdo
por outras ragas do mesmo patdgeno, ou por outros fungos, além de ser um
trabalho muito demorado e de dedicacao constante (Prescott & Kernkamp,1971).
Outro inconveniente € que, em algumas regides, néo se pode ter plantas de soja
inoculadas com o patégeno o ano inteiro, pois o clima ndo ¢ propicio para o
desenvolvimento da doenga.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: i) estudar o melhor
método de armazenamento de uredésporos de P. pachyrhizi; ii) estudar a
epidemiologia da ferrugem em alguns cultivares de soja apresentando diferentes
niveis de resisténcia e suscetibilidade; iii) avaliar, a nivel ultra-estrutural, os

eventos de pré-penetragdo e penetragio que podem levar ao estabelecimento de



relagdes parasiticas em alguns cultivares de soja com diferentes niveis de

resisténcia.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agentes etiologicos

A ferrugem da soja tem, como agente etiologico, duas espécies de fungo
do género Phakopsora, Phakopsora pachyrhizi e a Phakopsora meibomiae. Os
primeiros relatos de P. pachyrhizi datam de 1902 no Japdo. Jd em 1914, a
doenga apareceu em virios outros paises orientais, causando uma série de
epidemias no sul da Asia. P. meibomiae (Arthur) Arthur, agente etioldgico da
ferrugem "americana", encontrada na América, foi identificada pela primeira vez
em Porto Rico, em 1976 (Vakili, 1978) e no Brasil, em Lavras, MG, em 1979
(Deslandes, 1979). E ainda vista esporadicamente em cultivos comerciais de soja
no Planalto Central, DF, Cristalina, GO e em Minas Gerais (Regido do
Tridngulo Mineiro). Na Regido Sul, ocorre anualmente, sem causar danos
significativos, nos municipios de Londrina, Tamarana, Mau4 da Serra, Faxinal e
Ponta Grossa, no Paran. Desde sua primeira identificacio no Brasil, em 1979, o
Unico surto com perdas econémicas foi registrado em 1987/88, em Sio Gotardo,
Minas Gerais.

A ocorréncia da doenga nas diversas regides produtoras tem variado,
com anos de presenca bastante visivel e anos de auséncia. Além da soja, o fungo
infecta, naturalmente, 42 espécies em 19 géneros de leguminosas e mais 18
espécies em 12 géneros, quando inoculadas artificialmente (Hennen, 1995). Ela
€ mais comum no final da safra, em soja safrinha (outono/inverno) e em tiguera,
estando restrita as dreas de clima mais ameno, localizadas no sul do e estado do
Paran e nas regides altas dos Cerrados (Distrito Federal, Goids e Minas Gerais),

P. pachyrhizi Sydow & Sydow, causadora da ferrugem "asiatica",

encontra-se presente na maioria dos paises que cultivam a soja e, a partir da



safra de 2000/2001, também no Brasil e no Paraguai. Em 5 de margo de 2001,
uma epidemia de ferrugem foi constatada causando sérios prejuizos no
municipio de Pirapé (Itapta). (Morel, 2001; Yorinori et al. 2002).
Posteriormente, em levantamento realizado no periodo de 23 a 25 de maio de
2001, em sojas guaxas e de safrinha, foi constatada severa incidéncia da doenga
desde Capitan Miranda até Coldnia e Guazi (Ruta 7, km 45), no Paraguai. No
Estado do Parand, a doenga foi identificada em maio de 2001. Na safra
2001/2002 apresentou grande expansdo atingindo os estados do RS, de SC, do
PR, de SP, de MG, do MS, do MT e de GO. A doenga ¢ favorecida por chuvas
bem distribuidas e longos periodos de molhamento. A temperatura 6tima para o
seu desenvolvimento varia entre 18°C a 28°C. Em condigdes 6timas, as perdas

na produtividade podem variar de 10% a 80%.
2.2 Taxonomia

Os fungos causadores da ferrugem da soja sdo assim classificados:

Reino: Fungi

Classe: Basidiomicetes

Ordem: Uredinales

Familia: Phakopsoraceae

Nome atual: Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow
Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur

2.3 Ciclo de vida

O fungo P. pachyrhizi é descrito normalmente em estagio de urédia e

télia. Ndo se sabe ao certo se ele produz os cinco estagios do ciclo de vida das



ferrugens. Green, (1984) em seu trabalho, nio conseguiu observar o estagio 0,
que € a espermogamia e o estagio I de aécio. Apenas foi verificado o estagio 11,
de urédias, as quais sdo anfigenas, porém, com a major parte na face abaxial da
folha. O estagio IIl, formagdo de télia, é confundida com a urédia. A cor da télia
¢ castanha a chocolate e possui de 2 a 7 esporos na camada interna (ONOet al.,
1992). O Estégio 1V, germinagio do teliésporo formando a basidia, ndo foi
observado por Green (1984) em seus trabalhos. Bromfield (1976) relatou que o
papel do teliosporo no ciclo de vida do fungo P. pachyrhizi é desconhecido. Em
1991, Saksirirat e Hoppe observaram a germinagdo do teliésporos, mas, depois,

tentaram reproduzir novamente o experimento e niio obtiveram sucesso.

2.4 Modo de penetracio

A penetragiio na folha do hospedeiro é direta entre as jungdes da célula
epidérmica e muito raramente ocorre por estdmato. Para germinar o ureddsporo
precisa formar um tubo germinativo curto, delimitado por um apressério,
terminando em um septo. O apressério ¢ freqiientemente sessil ao uredésporo.
Da base do apressorio, desenvolve um peg de penetragdo que penetra pela
cuticula do hospedeiro e pela parede da célula epidermal. A penetragdo da célula
epidermal ocorre 6 horas apés a inoculagdo. Uma vez dentro da célula epidermal
0 peg de penetragdo expande-se para formar a vesicula epidermal e logo depois a
hifa de penetragio que atravessa a célula da epiderme e emerge no espago
intercelular e no tecido do meséfilo. Um septo ¢ formado na porgdo intercelular
da hifa de penetragdo, enquanto a hifa priméria se estende para formar a hifa
secunddria (Koch et al., 1983). Este tipo de penetragdo direta é raro em
ferrugens, mas, por outro lado, toma o patossistema Phakopsora-soja de grande

valor para estudos ultra-estruturais. Neste tipo de penetragdo pode ocorrer uma



série de eventos que levam a formagdo de barreiras estruturais pela planta, os

quais podem levar a resisténcia da mesma ao patégeno.
2.5 Sintomatologia

Os primeiros sintomas da ferrugem sdo caracterizados por minusculos
pontos (maximo Imm de didmetro) mais escuros do que o tecido sadio da folha,
de coloragdo esverdeada a cinza-esverdeado. Estas lesdes podem aparecer nos
peciolos, nas vagens e nos ramos, porém, sdo mais abundantes nas folhas,
principalmente na superficie inferior. O nimero de pustulas, também chamadas
de urédias aumentam com a idade da les3o e adquirem cor castanho-claro a
castanho-escuro, abrem-se em um mindsculo poro, expelindo os uredésporos.
Os ureddsporos, inicialmente de coloragdo hialina, & medida que envelhecem se
tornam de cor bege. Estes se acumulam ao redor dos poros e com o tempo s3o
carregados pelo vento.

O ndmero de urédias por lesdo pode variar de uma a seis, 4 medida que
prossegue a esporulagiio, o tecido da folha ao redor das primeiras urédias
adquire coloragfio castanho-claro (lesdio do tipo TAN) a castanho-avermelhada
(lesdo do tipo “reddish-brown” - RB) e sdo facilmente visiveis em ambas as
faces da folha. As urédias que deixaram de esporular apresentam as pustulas,
nitidamente, com os poros abertos, 0 que permite distinguir da pustula
bacteriana, com as quais sdo freqilentemente confundidas.

A ferrugem pode também ser facilmente confundida com as lesdes
iniciais de mancha parda (Seproria glycines), que formam um halo amarelo ao
redor de lesGes necrdticas, angular e castanho-avermelhadas. Em ambos os

casos, as folhas infectadas amarelam, secam e caem prematuramente,




os ureddsporos de H.vastatrix apés serem retirados do nitrogénio liquido
precisavam de um choque térmico de 40° C por um periodo de 5 a 15 minutos
para que houvesse a quebra de dorméncia, Jja os uredésporos de U. phaseoli

typica néio necessitavam de tratamentos posteriores.

2.9 Ultra-estrutura

Trabalhos a nivel ultra-estutural utilizando a microscopia eletrdnica de
varredura ja foram desenvolvidos com o patossistema P. pachyrhizi/soja.
McLean & Byth, (1981) estudaram os eventos de pré-penetragio e penetragio de
uredésporos de P. pachyrhizi em cultivares suscetiveis, resistentes e altamente
resistentes (Tainung-3, Tainung-4 e P1-200492). Em todos os cultivares nio foi
encontrada nenhuma diferenga em relagio ao desenvolvimento do tubo
germinativo. Houve diferenca na porcentagem de ureddsporos germinados,
formagdo de apressério e penetragdo. Os cultivares Tainung-3 e Tainung-4
apresentaram-se resistentes a germinagio dos uredésporos, portanto, a
resisténcia desses cultivares é de pré-penetragio e penetragdo e o cultivar Pl-
200492 ndo apresentou resisténcia & germinag3o dos uredésporos, pois eles
germinavam e penetravam no tecido do hospedeiro, mas ndo conseguiam
desenvolver. Esses resultados mostraram que no estudo comentado, a resisténcia
ocorreu na fase de pds-penetragdo.

Outro fator importante que pode levar a resisténcia dos cultivares € a
constituicdo quimica e topogrifica das folhas. Allent et al. (1991) aplicaram as
microscopias eletrdnicas de varredura (MEV) e transmissao (MET) para estudar
estes fatores em 27 espécies de fungos ferruginosos, dentre eles P. pachyrhizi.
Perceberam que, em locais da folha nos quais as diferengas no plano topografico
atingiam aproximadamente 0,4-0,8um, o fungo formava apressério, tendo as

diferencas sido menores que o nimero acima a formagio de apressério eram
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série de eventos que levam & formag@o de barreiras estruturais pela planta, os

quais podem levar a resisténcia da mesma ao patogeno.

2.5 Sintomatologia

Os primeiros sintomas da ferrugem sdo caracterizados por minGsculos
pontos (méaximo 1mm de didmetro) mais escuros do que o tecido sadio da folha,
de coloragdo esverdeada a cinza-esverdeado. Estas lesdes podem aparecer nos
peciolos, nas vagens e nos ramos, porém, sdo mais abundantes nas folhas,
principalmente na superficie inferior. O numero de pustulas, também chamadas
de urédias aumentam com a idade da lesfio e adquirem cor castanho-claro a
castanho-escuro, abrem-se em um mindsculo poro, expelindo os uredésporos.
Os uredosporos, inicialmente de coloragdo hialina, 4 medida que envelhecem se
tormam de cor bege. Estes se acumulam ao redor dos poros e com o tempo sdo
carregados pelo vento.

O niimero de urédias por lesdo pode variar de uma a seis, 4 medida que
prossegue a esporulagdo, o tecido da folha ao redor das primeiras urédias
adquire coloragdio castanho-claro (lesdo do tipo TAN) a castanho-avermelhada
(lesdo do tipo “reddish-brown” - RB) e sdo facilmente visiveis em ambas as
faces da folha. As urédias que deixaram de esporular apresentam as pustulas,
nitidamente, com os poros abertos, o que permite distinguir da pastula
bacteriana, com as quais s#o freqiientemente confundidas.

A ferrugem pode também ser facilmente confundida com as lesdes
iniciais de mancha parda (Seproria glycines), que formam um halo amarelo ao
redor de lesdes necréticas, angular e castanho-avermelhadas. Em ambos os

casos, as folhas infectadas amarelam, secam e caem prematuramente.



2.6 Condigdes ambientais favordveis

Segundo Sinclair & Backman ( 1989), as epidemias mais severas de
ferrugem foram observadas em areas onde as temperaturas médias didrias sdo
menores que 28°C, com precipitagdes ou longos periodos de molhamento foliar
(10 a 12 horas) ocorrendo por toda safra. Os ureddsporos germinam entre trés e
seis horas sob temperaturas de 14°C a 29°C, porém, a germinagdo e a penetragdo
no tecido da folha podem ocorrer a temperatura variando de 8°C a 28°C (Sinclair
& Hartman, 1999).

Em condigdes de casa-de-vegetacdo, sob auséncia de luz e a 20°C,
uredésporos de P. pachyrhizi iniciaram a germinacdo em uma hora e meia, a
partir do momento em que se iniciou o orvalho, atingindo o méximo apés 6 a 7
horas. Apés 8 horas de orvalho e sob temperaturas de 18°C a 26,5°C, a
quantidade de lesdes resultantes foi 10 vezes maior do que ap6s 6 horas sob as
mesmas temperaturas. O surgimento das primeiras lesdes ocorreu sete dias apés
a inoculagéo e a produgio de uredésporos secunddrios iniciou-se aos nove dias
(Melching et al., 1979). Em estudos realizados em casa-de-vegetagdo na
Embrapa Soja, Londrina, observou-se que as primeiras lesGes podem ser visiveis
5 a 6 dias ap6s a inoculagdo e as primeiras frutificagdes (urédias) podem ser
visiveis 6 a 7 dias apés a inoculagdo (Godoy & Canteri, 2004).

Os uredésporos siio facilmente disseminados para lavouras préximas ou

a longas disténcias, pelo vento.
2.7 Resisténcia varietal
Segundo Van Der Plank, (1966), a resisténcia de plantas a doengas pode

ser classificada em: resisténcia vertical ou especifica capaz de atuar com grande

eficiéncia sobre ragas especificas do patégeno e resisténcia horizontal,

10



inespecifica ou de campo, caracterizada por ser ativa contra as ragas do
patégeno, embora com eficiéncia inferior e podendo ser afetada por fatores do
ambiente.

Na soja tem sido observado um tipo de resisténcia responsdvel por
retardar o progresso da doenga, ou seja, diminuir a velocidade da doenga ao
longo do tempo, denominada como horizontal. Outro fato observado é que
gendtipos resistentes na fase vegetativa passam a sofrer os efeitos da doenga na
fase reprodutiva e culminam em baixo rendimento denominado como resisténcia
da planta jovem. Isso foi verificado no ensaio de competigio de variedades de
soja realizado anualmente na drea experimental da Fundagiio Chapadio, na safra
200172002, onde os materiais foram avaliados quanto ao comportamento em
relagdo a ferrugem. Conforme a soja foi evoluindo no seu ciclo, o indice de
doenga aumentou e o niimero de trifélios na haste principal decresceu (Andrade
& Andrade, 2002).

A obtengio de cultivar de soja resistente a ferrugem asiatica tem sido
um desafio para a pesquisa. Genes dominantes para resisténcia qualitativa,
denominados Rpp! a Rpp4, identificados em introdugdes de plantas (Pl's) e
cultivares sfo relatados na literatura (Bromfield & Hartwig, 1980; McLean &
Byth, 1980; Hartwig, 1986). No entanto, a estabilidade dessa resisténcia é
duvidosa, devido 4 grande variabilidade do patégeno. Em Taiwan observou-se a
existéncia de pelo menos uma raga, contendo trés genes de viruléncia.
(Bromfield, 1981). Dezoito ragas foram identificadas em amostras coletadas em
plantas de soja e hospedeiros selvagens no Japdo (Yamaoka et al., 2002).

A busca por variedades resistentes a ferrugem da soja no Brasil iniciou-
se no inverno de 2001, onde testes em condi¢Ges controladas de casa-de-
vegetagdo, na Embrapa Soja, em Londrina, PR, identificaram cultivares com
resisténcia a essa doenga, baseado na presenca de lesdes de hipersensibilidade do
tipo RB. As variedades BRS 134, BRSMS Bacuri, CS 201, FT-17, FT-2,

11



IACpl1, KIS 601 e OCEPAR 7, quando inoculadas com esporos de P.
pachyrhizi, apresentavam reagfio de hipersensibilidade, produzindo lesdes RB
com pouca ou nenhuma esporulagdo (Yorinori et al., 2002b). Com base na
genealogia desse grupo de variedades, verificou-se que a resisténcia era derivada
da cultivar FT-2 e determinada por um gene dominante. Essa resisténcia foi
quebrada rapidamente com isolado do fungo proveniente do Mato Grosso. Das
quatro fontes de resisténcia j4 descritas na literatura, apenas aquelas com os
genes Rpp2 e Rpp4 permanecem resistentes a ferrugem no Brasil (Arias et al.,
2004).

2.8 Conservacgio do inéculo

Vérios métodos de preservagdo de ureddsporos s@o descritos na
literatura para diversos géneros de ferrugem, mas para o fungo causador da
ferrugem da soja muito pouco se sabe sobre armazenamento dos €sporos.

Trabalhos realizados por Schein (1962), mostram que os uredésporos
das ferrugens perdem rapidamente sua viabilidade quando cuidados especiais
nio sdo tomados no sentido de preservd-lo. Na preservagio in vitro da
viabilidade dos ured6sporos das ferrugens, a temperatura de 5°C e umidade em
torno de 50%, sdo condigdes ideais para armazenamento a curto e em médio
prazo. Kilpatrick, (1967) e Nutman & Roberts, (1965), estudando a biologia de
Hemileia vastatrix encontraram que uredésporos armazenados secos possuiam
vida relativamente curta perdendo 50% da viabilidade apos 2 dias,

Akai, 1957 relatou que uredésporos de Puccinia triticina congeladas a
temperatura de -10°C nZo germinavam apés 60 dias de armazenamento. Flor
1954 trabalhando com uredésporos de Melanpsora lini verificou que a
porcentagem de germinagdo apdés um ano de armazenamento, a esta mesma

temperatura, caiu para 1%.



Esses métodos de armazenamento descritos anteriormente sdo usados
para preservagdo da viabilidade dos uredésporos a prazo relativamente curto.
Para a preservagiio de materiais biologicos Meryam 1956 recomenda a utilizagio
de baixas temperaturas.

Schein 1962 constatou que a -60°C os uredosporos de Uromyces
phaseoli var phaseoli mantiveram viabilidade residual de 40%, ap6s um periodo
de 670 dias de armazenamento, contudo, a -16°C os esporos estavam invidveis
de 1 &4 5 meses ap6s a instalagio do experimento. Quando se utiliza nitrogénio
liquido (-196°C), a preservagao da viabilidade dos microorganismos tem sido
muito mais eficiente Kirali (1970).

Kilpatrick et al. (1971) trabalhando com ureddsporos de Puccinia
graminis var. tritici verificaram que apés dez anos de armazenamento, houve
pouca perda de viabilidade quando esses ureddsporos foram armazenados em
nitrogénio liquido. Loering et al. (1966), trabalhando com o mesmo patdgeno e
com a mesma técnica de armazenamento, observaram que ndo houve alteragbes
aparente na redugdo da viabilidade num periodo de cinco anos. Outros estudos
tém sugerido que nem todos os fungos podem ser preservados em nitrogénio
liquido (Doebler & Rinfret 1963, Wellman & Waldem 1967).

Loegering et al. (1966), afirmaram que temperatura de -196:C induz
dorméncia nos uredosporos. Bronfield (1964) e Loegering et al. (1962),
trabalhando com P. graminis var tritici, concluiram que a temperatura ultrafria
do nitrogénio liquido no mata os uredospéros, mas induz uma dorméncia que é
reversivel pelo calor. Neste caso, torna-se necessario algum tratamento prévio ou
posterior a armazenagem, visando quebrar & dorméncia induzida nos
ureddsporos. Bromfield (1964), Loegering et al. (1962) e Leath et al. (1966)
afirmaram que, com choque témmico a 40°C por 5 minutos, obtém-se os
melhores resultados na quebra da dorméncia dos uredésporos, Zambolim, (1973)

Jtrabalhando com Hemiléia vastatrix e Uromyces phaseoli typica observou que
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os uredosporos de H.vastatrix apés serem retirados do nitrogénio liquido
precisavam de um choque térmico de 40° C por um periodo de 5 a 15 minutos
para que houvesse a quebra de dorméncia, J& os uredésporos de U. phaseoli

typica ndo necessitavam de tratamentos posteriores.

2,9 Ultra-estrutura

Trabalhos a nivel ultra-estutural utilizando a microscopia eletronica de
varredura ja foram desenvolvidos com o patossistema P. pachyrhizi/soja,
McLean & Byth, (1981) estudaram os eventos de pré-penetracio e penetragao de
uredésporos de P. pachyrhizi em cultivares suscetiveis, resistentes e altamente
resistentes (Tainung-3, Tainung-4 e P1-200492). Em todos os cultivares nio foi
encontrada nenhuma diferenca em relagio ao desenvolvimento do tubo
germinativo. Houve diferenca na porcentagem de ureddésporos germinados,
formagdo de apressério e penetragdo. Os cultivares Tainung-3 e Tainung-4
apresentaram-se resistentes a4 germinagio dos ureddsporos, portanto, a
resisténcia desses cultivares ¢ de pré-penetragio e penetragiio e o cultivar Pl-
200492 n3o apresentou resisténcia a germinagdo dos uredésporos, pois eles
germinavam e penetravam no tecido do hospedeiro, mas ndo conseguiam
desenvolver. Esses resultados mostraram que no estudo comentado, a resisténcia
ocorreu na fase de pds-penetraggo.

Outro fator importante que pode levar a resisténcia dos cultivares é a
constitui¢do quimica e topogréfica das folhas. Allent et al. (1991) aplicaram as
microscopias eletronicas de varredura (MEV) e transmiss@o (MET) para estudar
estes fatores em 27 espécies de fungos ferruginosos, dentre eles P. pachyrhizi.
Perceberam que, em locais da folha nos quais as diferengas no plano topografico
atingiam aproximadamente 0,4-0,8um, o fungo formava apressério, tendo as

diferencas sido menores que o numero acima a formagdo de apressorio eram
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reduzidas. Esses fatores estdo diretamente ligados a orientag#io e ao crescimento
do tubo germinativo. Bonde et al. (1976) e Koch et al. (1983) utilizaram a ML e
MEYV e MET, respectivamente, para estudar o desenvolvimento de P. pachyrhizi
em folhas de cultivares de soja suscetiveis e descreveram o0s varios eventos que
ocorrem nesta interagdo, inclusive que a penetragfio deste fungo € direta sobre as
folhas da epiderme. Mais recentemente, Adendorff e Rijkenberg (2000)
aplicaram a MEV no estudo do processo de infecgio de outra espécie de
Phakopsora, a P. apoda, mostrando que o processo ¢ bem semelhante aos de P.

pachyrhizi.
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CAPITULO 2
EFEITO DE DIFERENTES METODOS DE ARMAZENAMENTO

NA GERMINACAO DE UREDOSPOROS DE Phakopsora
pachyrhizi.
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1 RESUMO

ZAMBENEDETTI, Elisandra Batista. Efeito de diferentes métodos de
armazenamento na germinagdo de uredésporos de Phakopsora pachyrhizi. In:_ .
Preservagiio de Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow, aspectos
epidemioldgicos e ultra-estruturais da sua interaciio com a soja (Glicyne
max. (L.) Merrill). 2005. Cap. 2. P.23-37. Dissertagio (Mestrado em
Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

A ferrugem da soja, cujo agente etioldgico é P. pachyrhizi, vem
requerendo o desenvolvimento de pesquisas para entender o comportamento
deste patégeno em nossas condigdes. Isso tem sido dificultado pelo fato dos
uredésporos manterem a viabilidade por pouco tempo apés serem retirados das
plantas. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
métodos de armazenamento na viabilidade do mesmo. O experimento foi
realizado no DFP/UFLA. O inéculo foi multiplicado em plantas de soja
mantidas em vasos em casa-de-vegetagiio. O material coletado foi armazenado
em 5 diferentes condigdes: folhas herborizadas, dessecador (10°C), geladeira
(4°C), deep-freezer (-80°C) e nitrogénio liquido (-196°C). Os ureddsporos
armazenados foram avaliados a cada trinta dias, em relagéo a porcentagem de
germinagdo em meio agar-agua 2%. Os ured6sporos armazenados em nitrogénio
liquido apresentaram maior porcentagem de germinagdo ao final das avaliagdes
(270 dias). Os armazenados em dessecador apresentaram 0% de germinagdo no
terceiro més de avaliagéio e foram entfio transferido para o nitrogénio liquido e
no més seguinte apresentou 20% germinagdo. Portanto, o nitrogénio permitiu a
recuperagio da viabilidade dos uredésporos. Os uredésporos armazenados em
geladeira apresentaram uma queda aos sessenta dias chegando a menos de 2% de
germinag@io e, aos noventa dias, a germinagdio chegou a zero. Os ureddsporos
armazenados em folha herborizada sofreram uma queda brusca na germinagéo
no primeiro més, que foi de menos de 2% e, no més seguinte, foi reduzida a 0%.
Os uredésporos armazenados em deep-freezer apresentaram viabilidade até o
terceiro més de avaliagio, depois chegou a zero. Com estes resultados, concluiu-
se que quanto menor a temperatura o esporo permanece vidvel por mais tempo e
o melhor método de armazenamento de uredésporos de P. pachyrhizi foi o
nitrogénio liquido, que além de manter a viabilidade, permitiu a recuperagéo da
mesma em tratamentos que ja apresentavam baixos indices de germinaggo.

* Comité de orientagdo: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador); Edson
Ampélio Pozza — UFLA.
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2 ABSTRACT

ZAMBENEDETTI, Elisandra Batista. Effect of different methods of storage in
the germination of uredospores of Phakopsora pachyrhizi In:_ Study of the
preservation of Phakopsora pachyrhiz Sydow & Sydow and epidemiological
and ultrastructural aspects of its interactions with soybean (Glycine max
(L.) Merrill. 2005. Cap. 3. p. 23-37. Dissertation (Master in Phytopathology).
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

The soybean rust, whose etiologic agent is P. pachyrhizi, has been
responsible for great damages in the last years in the Brazilian soybean field.
That requires the development of research programs that help to understand the
behavior of this patogen in our conditions. The short viability of uredospores is
the drawback conduct some researches on that disease. The objective of this
work was to evaluate the effect of different methods of storage in the viability of
the uredospores. The experiment was carried out in the Laboratory of the
Phytopathology Departament of UFLA. The inoculum was multiplied and kept
on plants of soybean grown in pots in greenhouse. The uredospores collected
was stored in 5 different conditions: detached dry leaves, desiccator (10°C),
refrigerator (4°C), deep-freezer (-80°C) and liquid nitrogen (-196° C). The
percentagem of germination stored uredospores was evaluated every thirty days,
in water-agar medium. Spores stored in liquid nitrogen presented higher
germination percentage. In desiccator the germination was nilling at the third
month of evaluation, and that increased to 20% when uredospores were
transferred to and kept in liquid nitrogen. The uredospores stored in the
refrigerator presented a decline in germination the sixty days reading less than
2% and at the ninety days the germination declined to nill. On detached leaves
uredospores suffered a big decline at the end of the first month storage. Under
deep-freezer condition uredospores presented high rate of viability until the third
month of evaluation, declining however later to nill. Based on these results
lower temperature provided more appropriate conditions to storing uredospores
of P. pachyrhizi. Then, storing spores in the liquid nitrogen was seen the rust
efficient mean to keep viability of P. pachyrhizi longer.

* Advising Committee: Eduardo Alves — UFLA (Major Professor); Edson
Ampélio Pozza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Estudos sobre genética, fisiologia e patogenicidade das ferrugens
requerem a manutenco do inéeulo de ureddsporos por periodos longos.
Usualmente, o in6culo de ferrugens é mantido no proprio hospedeiro ou em
hospedeiros alternativos isso se deve ao fato do patégeno ser um fungo
biotrofico. Essa técnica, entretanto, apresenta varios inconvenientes, pois, além
de ser um trabalho demorado, exige dedicagdo constante, tornando-se assim a
manuten¢do um processo complicado, sem contar que, em determinadas regides,
¢ impossivel manter plantas de soja com o patogeno o ano inteiro. Além disso,
pode acarretar contaminagdes, seja por outras ragas do mesmo patégeno ou por
outros fungos, além da possibilidade de ocorrer mutac¢des do patdgeno, devido
as sucessivas passagens no hospedeiro (Prescott & Kernkamp, 1971)

Os uredésporos de P. pachyrhizi assim como os de outras ferrugens
perdem a viabilidade rapidamente se cuidados especiais ndo s3o tomados para
preservé-los em condigdes fora do hospedeiro. Na literatura, s#o citados varios
métodos de armazenamento visando a preservacdo de ureddsporos de vdrias
ferrugens, mas pouco se sabe a respeito do armazenamento de uredésporos de P.
pachyrhizi.

Objetivo deste trabalho foi estudar o melhor método de armazenamento
de ureddsporos de P. pachyrhizi visando viabilizar a manuteng@o dos mesmos

fora do hospedeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo e manutengiio do inéculo

O cultivar BRS 154 foi semeado em vasos de plastico com Skg de
mistura de terra, areia € esterco (2:1:2) deixando-se quatro plantas por vaso. As
plantas foram mantidas na casa-de-vegetagdo e inoculadas com o isolado de P.
pachyrhizi proveniente da EMBRAPA Soja Londrina-PR, quando o segundo par
de folhas trifoliada esta completamente expandido, o qual também se constituiu

em fonte de indculo para os trabalhos posteriores.
4.2 Coleta e tipos de armazenamento

Para o desenvolvimento desse experimento, foram utilizados cinco
métodos de armazenamento ja citados na literatura para diversas espécies de
ferrugem. Apos a coleta dos ureddsporos, foram feitos testes de germinagdo para
saber qual a porcentagem apresentada antes do armazenamento. Os tratamentos
foram os seguintes:

Folha herborizada: folhas de soja com ferrugem foram coletadas de
plantas mantidas em casa-de-vegetagio, as folhas coletadas foram armazenadas
em jornais e colocadas em prensas para secar, e depois de secas, foram
colocadas em jornais novos e armazenadas no laboratério em temperatura
ambiente.

Geladeira: os esporos foram coletados pelo método de batida, no qual
foi colocado um papel branco em baixo das plantas e, com leves batidas nas
folhas, os esporos caiam, sendo colocados em microtubos para serem
armazenados em geladeira a 4°C.
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Dessecador: os esporos foram coletados da mesma maneira que o
anterior e colocados dentro de microtubos, em seguida eram colocados em
dessecador e armazenados em cimara fria a 10°C.

Deep-Freezer: o mesmo método de coleta foi usado. Os microtubos
contendo os esporos foram armazenados dentro de uma caixa de isopor e
colocados em deep-frezeer, com temperatura que variou de 60°C a 70°C.

Nitrogénio Liquido: foram armazenados dois tratamentos. No primeiro,
os esporos foram coletados de maneira idéntica aos tratamentos anteriores e
colocados em microtubos, em seguida acomodados em cani¢os e armazenados
no botijao de nitrogénio liquido a uma temperatura de -196°C; no segundo
tratamento, foram armazenados os esporos do dessecador que no terceiro més

apresentaram zero % de germinag#o.

4.3 Teste de germinagiio

Para o teste de germinagdio utilizou-se a suspensdo de um mg de
uredésporos de P. pachyrhizi/mL de 4gua + 0,05 mL tween sendo essa a
concentragdo usada em todas as avaliagdes (Valle, 1987). As amostras foram
retiradas do local de armazenamento, pesadas e colocadas em Becker com dgua
¢ tween, agitando por trés minutos. Em seguida, foram transferidas para placas
de Petri de nove cm de didmetro contendo meio agar-4gua 2%. Foram colocados
50 pL da suspensdio em cada placa e espalhada com o auxilio de alca de
Drigalski. Em seguida, as placas foram acondicionadas em BOD a 23°C, no
escuro, por 4 horas. Apés a incubagdo, avaliou-se a porcentagem de germinagio
com o auxilio de microscépio de luz. Os uredésporos foram considerados
germinados quando o comprimento do tubo germinativo era duas vezes maior

que o tamanho do esporo.
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4.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, com cinco
tratamentos e quatro repetigdes, sendo cada repeti¢do constituida por uma placa
de Petri dividida em quatro compartimentos, cinqilenta esporos foram

observados por compartimento, totalizando assim 200 esporos por placa.
4.5 Anilise dos dados

Devido a grande quantidade de valor zero de germinagdo a formula para
area abaixo da curva de progresso da germinagcio (AACPG), foi ajustada
elevando ao quadrado. Os dados foram transformados para Vx +0.5. As anlises
foram feitas no programa SISVAR (Ferreira, 2000), e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todos os tratamentos foi determinada a porcentagem de germinagio
dos uredésporos de P. pachyrhizi antes do armazenamento, cujos valores
variaram entre 89% a 91%. Houve diferenca significativa entre os métodos de
conservagdo para AACPG (Tabela 3A, 4A, SA e 6A). O método de
armazenamento nitrogénio liquido apresentou menor valor de AACPG seguido
dos armazenados em dessecador e deep-freezer, e os armazenados em folha

herborizada e geladeira apresentaram maior AACPG (Tabela 1).

TABELA 1. Area abaixo da curva de progresso da germinagio (AACPG) de
uredosporos de P. pachyrhizi. UFLA, Lavras, MG, 2005.

TRATAMENTO AACPG
Nitrogénio liquido 4928.3 a
Dessecador 21157 b
Deep-freezer 989,5 ¢
Folha herborizada 181,7d
Geladeira 169,2d

* Médias seguidas da mesma letra minuscula, nio diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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Nos uredésporos armazenados em nitrogénio liquido, observou-se queda
de 40% na germinagdo apds 30 dias, em seguida, ocorreu o retormo na
germinagdo, apresentando aumento progressivo até os 120 dias, chegando a
70%, a pantir desse periodo houve queda de 10%, estabilizando-se nos meses
seguintes (Figura 1A). Este tipo de comportamento ndo foi relatado para outros
géneros de fungos causadores de ferrugem. Kilpatrick et al. (1971) trabalhando
com uredésporos de Puccinia graminis var. tritici, verificaram que, apds dez
anos de armazenamento em nitrogénio liquido, houve pequena redugdo na
viabilidade. Loering et al. (1966), trabalhando com 0 mesmo patégeno e com a
mesma técnica de armazenamento, observou que nio houve alteragdes aparentes
na redugdo da viabilidade, num periodo de cinco anos.

Os ureddsporos armazenados no dessecador apresentaram 91% de
germinagiio antes do armazenamento e, aos 30 dias ap6s o armazenamento,
houve uma queda brusca na porcentagem de germinagfo, chegando a 2% e, aos
90 dias, a germinacdo chegou a zero. Os ureddsporos armazenados nessas
condicdes, apds perda total da germinagdo, foram transferidos para o nitrogénio
liquido e, 30 dias apds o armazenamento, foi realizada a avaliagdo na qual se
observou aumento de 20% na germinagdo, chegando a 30% aos 60 dias. A partir
desse periodo os ureddésporos apresentaram queda de menos de 10% na
porcentagem de germinagdo, mantendo-se estivel até o final das avalia¢des
(Figura 1B). Observou-se que a queda na germinag@io dos ureddsporos
armazenados no dessecador niio representou a morte de todos os esporos, € sim
um estagio de dorméncia de grande parte deles, a qual foi parcialmente quebrada
quando os mesmos foram expostos ao nitrogénio liquido.

Este comportamento ¢ totalmente contrario aos encontrados por
Bromfield (1964) e Loreing et al. (1962) com o fungo P. graminis var. tritici,
nos quais a temperatura ultra fria do nitrogénio liquido induziu dorméncia nos

uredésporos, a qual foi revertida pelo calor. Portanto neste, caso, foi necessario
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um tratamento posterior & armazenagem, visando 4 quebra de dorméncia. Mas,
com o fungo P. pachyrhizi ocorreu o contrario os esporos, quando foram
retirados do dessecador, estavam dormentes pois ndo estavam germinando e,
quando foram colocados no nitrogénio liquido ap6s um més de armazenamento
voltaram a germinar. Isso nos leva a crer que o nitrogénio liquido quebra a
dorméncia dos uredésporos.

O tratamento com folha herborizada teve uma queda brusca aos 60 dias,
isso foi verificado devido  redugo na porcentagem de germinagfio que caiu de
97% para 2%, chegando a zero aos 90 dias (Figura 2A). Os uredésporos
armazenados em geladeira apresentaram queda mais acentuada na germinacdo,
mas perderam todo poder germinativo na terceira avaliagdo, ou seja, aos 90 dias
(Figura 2B). No armazenamento em Deep-freezer, os uredésporos foram
perdendo o poder germinativo aos poucos chegando a zero aos 150 dias apos a

avaliagdo (Figura 2C)
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Dessa forma verificou-se que a temperatura baixa do nitrogénio liquido
(-196°C) oferece boas condigdes para a preservagio do poder germinativo dos
uredosporos de P. phachyrhizi e as temperaturas altas do dessecador (10°C),
geladeira (4°C) e da folha herborizada (24°C a 30°C) causam quedas bruscas
podendo induzir dorméncia e morte dos mesmos. Estes dados levam a crer que
uma das explicagdes para a capacidade de uredosporos de P. pachyrhizi
disseminarem-se por longas disténcias esta no fato de as baixas temperaturas
manterem sua viabilidade, ja que os mesmos a perdem com pouco tempo longe
da urédia-mée. Como os mesmos utilizam correntes aéreas elevadas para a
dispersdo, nas quais as temperaturas sdo extremamente baixas, permitindo que
mantenham sua viabilidade e também que ocorra a quebra de dorméncia. Este
fato jé foi verificado para a ferrugem do trigo P. graminis var. tritici nos Estados
Unidos, quando ocorre migragdo de esporos dos campos do Sul para o Norte do
Pais (Nagarajan & Singh, 1990).
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6 CONCLUSOES

1. As temperaturas mais baixas foram as que mantiveram o poder
germinativo dos ureddsporos por mais tempo.

2. O nitrogénio liquido foi o melhor método de armazenamento para
uredésporos de P. pachyrhizi, pois, além de manter o indculo vidvel por um
longo pericdo, também permitiu a recuperagdo do poder germinativo dos que
ndo estavam mais germinando.

3. Os tratamentos dessecador, deep-freezer, geladeira e folha
herborizada ndo apresentaram eficiéncia na preservagdo do poder germinativo

dos ureddsporos de P. pachyrhizi por periodos longos.
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CAPITULO 3
AVALIACAO DOS COMPONENTES DE RESISTENCIA EM

DIFERENTES ALTURAS DE COPA PARA FERRUGEM DA SOJA
(Phakopsora pachyrhizi)
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1 RESUMO

ZAMBENEDETTI, Elisandra Batista. Avaliagio de resisténcia de cultivares de
soja a Phakopsora pachyrhizi em casa-de-vegetagio. In:__ . Preservagiio
Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow, aspectos epidemiolégicos e ultra-
estruturais da sua interaciio com a soja (Glicyne max. (L.) Merrill). 2005.
Cap. 3. P.37-57. Dissertagéo (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade Federal
de Lavras, Lavras.*

A ferrugem da soja destacou-se nas ultimas safras devido 2 alta
severidade que vem causando nas lavouras de soja. Diversos estudos estdo em
andamento para buscar informagdes sobre a resisténcia genética dos cultivares
atualmente plantados. Em alguns cultivares tem sido observada uma redugdo no
periodo latente e no periodo de incubagdo, reduzindo assim a taxa de progresso
da epidemia. O objetivo do trabalho foi estudar o desenvolvimento da ferrugem
da soja em diferentes cultivares, em condi¢des de casa-de-vegetagdio. No
experimento foram utilizados 7 cultivares (Uirapuru e BRS 134 Pintado, BRS
154, BRS 215, FT2, BRS 231) e uma PI, a PI459025 com gene de resisténcia
Rpp4, inoculados com suspensdo de esporos de P. pachyrhizi. O delineamento
foi em blocos ao acaso com oito tratamentos e quatro repetigdes. As avaliagdes
de incidéncia e severidade da ferrugem foram realizadas a cada cinco dias a
partir do aparecimento dos sintomas até o declinio das plantas. Os valores de
incidéncia e severidade foram transformados em proporgdes de area abaixo da
curva de progresso da incidéncia (AACPI) e severidade (AACPS). Houve
diferenca significativa entre os cultivares para AACPIL. Os cultivares BRS 134,
FT2 e BRS 231 apresentaram maior valor AACPI, e foram significativamente
diferentes dos demais cultivares. Entre os cultivares com menor valor de AACPI
destacou-se a Pl 459025. Para AACPS, ocorreu interagio entre a severidade e os
tergos avaliados, mas ndo houve diferenca significativa entre o ter¢o inferior e o
superior, mas em todos os ter¢os, a P1 459025 e a cultivar FT-2 apresentaram
menor e maior AACPS, respectivamente.

* Comité de orientagdo: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador); Edson
Ampélio Pozza - UFLA.
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2 ABSTRACT

ZAMBENEDETTI, Elisandra Batista. Evaluation of soybean cultivars for
Phakopsora pachyrhizi resistance in greenhouse. In:_ Study of the
preservation of Phakopsora pachyrhiz Sydow & Sydow and epidemiological
and ultrastructural aspects of its interactions with soybean (Glycine max
(L.) Merrill. 2005. Cap. 3. p. 38-58. Dissertation (Master in Phytopathology).
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

The soybean rust, causde by Phakopsora pachyrhizi, has been known to reduce
drastically yields. Development of resistant cultivars to that disease is still in
progress. Studies on that field have been conducted. In some cultivars it has
been observed a reduction in the latent period and of the incubation period, thus
reducing progress rate of the disease. The objective of this study was to evaluate
the progress of the soybean rust in greenhouse. The cultivars used were
Uirapuru, BRS 134 Pintado, BRS 154, BRS 215, BRS 231, FT 2 and PI 459025
with a Rpp4 gene of resistance to soybean rust. Inoculations were performed by
spraying inoculum suspension on the leaves. The experimental design was
complete randomized blocks with eight treatments and four replications. Disease
intensity was assessed through incidence and severity every five days afier the
first symptoms of disease until the plants decline. The values of incidence and
severity were transformed in equivaluet area under the disease curve of
incidence and area under the curve of severity of disease. The cultivars BRS 134
Pintado, FT 2 and BRS 231 showed high values of curve of incidence disease
and were significant different from the others. The cultivar PI 459025 showed
the lowest value of disease curve of incidence. Value of disease curve of severity
for the cultivar PI 459025 wos the lowest one and value of that index for FT-2
cultivars the highest.

* Advising Committee: Eduardo Alves — UFLA (Major Professor); Edson
Ampélio Pozza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

A ferrugem da soja, cujo agente etiologico € o fungo P. pachyrhizi, é um
problema recente para a sojicultura nacional. Essa doenca foi identificada pela
primeira vez no Brasil em maio de 2001 (Yorinori et al., 2002a). Os sintomas
iniciais da doenga sdo pequenas pustulas foliares, de cor castanha a marrom-
escura. Na face inferior da folha, observa-se uma ou mais urédias que se
rompem liberando os uredésporos (Hartman & Sinclair, 1999).

As lesdes formadas nas folhas podem ser classificadas como do tipo
castanho-claro (TAN) ou castanho-avermelhada (RB — Reddish Brown). Lesdes
do tipo RB, com pouca ou nenhuma esporulagdo foram encontradas em
materiais com genes dominantes de resisténcia a essa doenga (Bromfield, 1981).
A utilizagio de genes dominantes ou de efeito principal também ¢ conhecida
como resisténcia vertical ou qualitativa, devido a diferenca entre plantas
suscetiveis e resistentes ser de facil visualizagdo. E a chamada resisténcia “do
tudo ou nada”, na qual a planta ou estd livre da doenga ou completamente
tomada por essa (Camargo, 1995).

A lesio do tipo RB pode ser descrita como uma reagdo de
hipersensibilidade. No fendmeno de hipersensibilidade, as células do
hospedeiro, proximas ao ponto de penetragdo do patégeno, morrem logo ap6s a
infecgio. O patdgeno P. pachyrhizi necessita de cé€lulas vivas para sobreviver e
se multiplicar e, com a morte destas células, o crescimento do patogeno é
limitado ao local de infecgdio. As células mortas do hospedeiro séo, portanto,
“altruistas”, isto é, oferecem sua vida para salvar o resto da planta. Do ponto de
vista do melhoramento genético, a planta hipersensivel € extremamente
resistente, uma vez que o patogeno, nessas condi¢Ses, tem sua reproducdo

limitada, cessando o processo epidémico no campo (Camargo, 1995).
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A necessidade de formas de resisténcia mais eficientes para o controle
da ferrugem da folha da soja é uma realidade cada vez mais premente, pois a
tradicional resisténcia qualitativa ndo é duravel, em fungdo da variabilidade do
patdgeno. A resisténcia parcial ou quantitativa, condicionada por genes de
efeitos menores, pode ser uma alternativa de controle viavel neste patossistema.
Neste tipo de resisténcia, os gendtipos apresentam reagdes dentro de uma
amplitude continua de variagdo, podendo exibir desde nenhuma resisténcia
(extrema suscetibilidade) até bons niveis de resisténcia,

A resisténcia quantitativa ¢ definida como um tipo de resisténcia
incompleta, em que, embora o hospedeiro apresente reagdo de suscetibilidade,
verifica-se uma baixa taxa de progresso da doenga (Parlevliet, 1979; 1985). O
progresso lento é o resultado dos efeitos combinados de componentes de
resisténcia, tais como baixa freqiiéncia de infecgdo, periodo latente longo,
pustulas pequenas baixas producdo de esporos por pustula e periodo infeccioso
curto (Heagle & Moore, 1970; Ohm & Shaner, 1976; Sztejmberg & Whal, 1976;
Parlevliet, 1979; Whal et al., 1980). Em algumas interagdes patégeno-
hospedeiro, um ou mais componentes podem ser responséveis pela redugio da
doenga no campo, o que se verifica, por exemplo, na interagdo cevada (Hordeum
vulgare L.)-ferrugem da folha, com o0 aumento do periodo de laténcia (Parlevliet,
1976).

A investigacio detalhada do comportamento diferenciado de genétipos no
campo envolve quantificar os componentes de resisténcia responsiveis por
reduzir a taxa de progresso da doenga. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
foi quantificar os parimetros monociclicos da ferrugem da soja em 8 diferentes
gendtipos de soja e verificar a regido da planta que melhor permite a avaliagdo

desses componentes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivares utilizados

Foram utilizados sete cultivares de soja e uma PI, escolhidas entre os
materiais avaliados por Yorinori et al. (2002b), sendo esses, Uirapuru e BRS 134
com ciclo tardio, Pintado, BRS 154 ¢ BRS 215 com ciclo médio, o cultivar F-T2
de ciclo precoce e o cultivar BRS 231 de ciclo semiprecoce, e uma P1459025

com gene de resisténcia Rpp4.
4.2 Plantio, preparo do inoculo e inoculagiio.

Os cultivares foram semeados em vasos de plastico com 5kg de mistura
de terra, areia e esterco (2:1:2) deixando-se quatro plantas por vaso. As plantas
foram mantidas na casa-de-vegetagdo e inoculadas quando o segundo par de
folhas trifoliada esta completamente expandido com o isolado de P. pachyrhizi,
proveniente do cultivar BRS 154, que foi a fonte de indculo para os trabalhos
posteriores.

Folhas com os sinais da doenga foram coletadas da fonte de in6culo e
lavadas com a ajuda de pincel para retirar os uredosporos. Logo apos, os
uredosporos foram suspensos em dgua destilada contendo tween 20 (0,1 mL/L).
Para a inoculagio, foram utilizados 10mL da suspensio (3x10° uredésporos por
mlL) em cada vaso. Apds a inoculagdo, as plantas foram mantidas em casa-de-
vegetagdo com nebulizador que era acionado sempre que a umidade estivesse
acima de 75%, para manter a umidade, fator essencial para a germinagdo e

infecgdo do fungo (Marchetti et al., 1976).

43




S RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1 Esporulacio

Com as amostragens feitas no inicio do aparecimento das lesdes foi
possivel observar as leses esporulando em todos os cultivares. Em todos foram
observadas lesdes do tipo TAN; apenas na PI 459025 foi observada lesdo do tipo
RB. Todos os materiais avaliados apresentaram sintomas no sexto dia apds a
inoculagdo, mas a esporulagio ocorreu em dias diferentes para cada um.

Nos cultivares Uirapuru, Pintado ¢ BRS 154, a esporulagdo ocorreu no
sexto dia ap6s a inoculagdo; o cultivar BRS 134 esporulou no sétimo dia apds a
inoculagdo; ja no cultivar BRS 215, a esporulagdo ocorreu no oitavo dia apés a
inoculagfo; os cultivares BRS 231 e FT-2 apresentaram esporulagdo no nono dia
apés a inoculagdo e na Pl 459025, que possui gene de resisténcia completa
Rpp4, a esporulagio s6 ocorreu doze dias apos a inoculagdo. Esses dados sdo
coniventes com os de Marcheti et al. (1975), Melching et al.(1979), Pua e llag
(1980), Yeh et al. (1982), Yorinori (2002a) e Godoy & Canteri (2004) os quais
observaram que a maturagdo da urédia e o inicio da produgdo de uredésporos
ocorreu entre o sétimo e o nono dia apés a inoculagdo. No entanto, no material
com o gene Rppd, a laténcia foi superior ao periodo relatado, indicando que,
além do gene de resisténcia completa, essa Pl pode ter também genes de
resisténcia quantitativa. Novas urédias continuaram sendo formadas durante

quatro a cinco semanas depois da inoculagdo.
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5.2 Area abaixo da curva do progresso da incidéncia (AACPI) ¢ da
severidade (AACPS) da ferrugem

Houve diferenga significativa entre os cultivares para AACPI (Tabela
1A). Os cultivares BRS 134, FT-2 e BRS 231 apresentaram maior valor da
AACPI, e foram significativamente diferentes dos demais cultivares. Entre os

cultivares com menor valor de AACPI destacou-se a Pl 459025 (Figura 1).
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FIGURA 1. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) de
ferrugem da soja. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Para AACPS, ocorreu interagdo entre a severidade ¢ os tergos avaliados
(Tabela 2A). Na interagdo cultivar tergo, ndo houve diferenga significativa entre
os cultivares nos tergos inferior e superior. No tergo médio, houve diferenga

significativa. A Pl 459025 apresentou menor valor de AACPS (931.1) e o
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cultivar BRS 215 apresentou maior AACPS (1997,8). Os demais cultivares nio
apresentaram diferenga estatistica, com valores variando de 1085,3 a 1585,2
(Tabela 1). Porém, a PI 459025 apresentou menor AACPS nos tergos avaliados.
Isto ocorreu devido ao fato do cultivar apresentar o gene de resisténcia Rpp4
com lesdes do tipo RB (Bromfield, 1981). Os cultivares BRS 134 e FT-2,
classificados por Yorinori et al. (2002b) como resistentes, em fun¢do da
presenga de lesdes RB, apresentaram lesdes do tipo TAN neste ensaio. Dessa
forma, provavelmente a raga utilizada foi diferente da primeira raga constatada
no Brasil, o que permitiu classificar esses materiais como resistentes no ensaio

realizado por esses autores.

TABELA 1. Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) de
ferrugem da soja. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Tergo

Cultivar Inferior Médio Superior
P1459025 1553,5Aa 931,1 Bec 136,0Ca
BRS 134 1576,1 A a 10853 B ¢ 446,4C a
BRS 154 1659,0 A a 14656 A b 566,5B a
BRS 215 1703,0 A a 19978 A a 756,0 B a
BRS 231 1768,3 A a 1260,0 B ¢ 3504Ca
Pintado 1780,8 A a 15704 A b 476,7B a
Uirapuru 1823,1 Aa 11228 A ¢ 363,7Ba
FT-2 18756 A a 15852 Ab 486,0 B a

Média 17174 1377,3 447,7

* Médias com mesma letra, maiuiscula na linha e miniscula na coluna, niio diferem entre

si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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As plantas foram inoculadas uma Unica vez e a re-inoculagio aconteceu
naturalmente. Em todos os cultivares, a maior AACPS ocorreu no tergo inferior,
com média de 1717,4. Essa severidade pode ser explicada pelo fato de ter sido o
local da inoculagdo, por estar recebendo constantemente esporos produzidos nos
tercos superiores e também devido & senescéncia dessas folhas, com
conseqilente diminuigdo da disponibilizagdo de nutrientes e comprometimento
dos mecanismos de defesa.

A avaliagdo no tergo médio possibilitou diferenciar os cultivares e
apresentou um valor médio da AACPS (1377,3) em todos os cultivares. No terco
superior foi observada a menor AACPS (447,7), devido 3 infecgdo tardia.
Portanto, a avaliagdo no tergo médio foi a mais eficiente para discriminar
diferengas de resisténcia, em termos de severidade, entre os materiais, pois a
senescéncia das folhas e alta pressdo de inéculo, ocasionada pela inoculagéo das
folhas do tergo inferior e a baixa severidade no tergo superior, fez com que os
materiais ndo apresentassem diferengas em relagdo as varidveis estudadas.

Para plotar a curva de progresso da doenga utilizou-se a média das
avaliagdes realizadas nos trés tergos das plantas. Para a incidéncia, observou-se a
presenga de sintomas seis dias apos a inoculagdo em todos os cultivares, mas o
inicio da produgdio de esporos ocorreu em dias diferentes para cada cultivar. A
PI 459025 apresentou menor incidéncia em todas as avaliages e o cultivar FT-2
apresentou maior incidéncia, tendo aos dezesseis dias apds a inoculagdo, sido
observada a maior incidéncia (Figura 2A)

Para a severidade da doenga, houve aumento no niimero de lestes da
primeira para a segunda avaliagdo em todos os cultivares, com excegdo da PI
459025, que s6 apresentou aumento no niimero de lesGes onze dias apds a
inoculagdo. Esse fato ocorreu devido a Pl ter iniciado a esporulagéio aos doze
dias apés a inoculagdo, constatando que, além da resisténcia qualitativa essa Pl

pode ter também resisténcia quantitativa do tipo “slow rusting”. Aos 21 dias
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apés a inoculagdo, todos os cultivares apresentaram aumento na porcentagem de
lesGes e, 26 dias apos a inoculagdo, foi observado o maior niimero de lesdes/cm?
de drea foliar. Na avaliagdo seguinte, houve estabilidade e na ultima avaliagdo
houve um novo aumento na porcentagem de leses (Figura 2B).

A temperatura monitorada durante o periodo de avaliagdo da doenca
apresentou variagdo de 21,75°C a 26,95°C, com média de 24,35°C, ndo sendo
um fator determinante para o progresso da doenca em todos os cultivares
avaliados (Figura 3). A umidade relativa do ar variou entre 53,57% a 85,50%,
com média de 69,53%. Mesmo ndo havendo correlagdo significativa entre esta
varidvel climética e o progresso da doenga, observou-se aumento da incidéncia e
da severidade da doenca nos periodos de maior valor de umidade. Maior
incidéncia da doenca foi observado no periodo de 11 a 16 dias apbés a
inoculagdo, coincidindo com o periodo de maior valor de umidade relativa do ar
(Figura 3). Da mesma forma, a severidade apresentou maiores picos de doenca
aos 26 dias ap6s a inoculagdo. Nesses mesmos dias, a umidade relativa do ar

apresentou maiores valores (Figura 3)
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FIGURA 2. Curva de progresso da incidéncia (A) e da severidade (B) da
doenga. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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6 CONCLUSOES

1. A Pl 459025 apresentou menor progresso da incidéncia
(AACPI) e da severidade (AACPS) em relagfio aos demais cultivares.

2. Para AACPS, ocorreu interagio entre a severidade e os tergos
avaliados; entre os tercos, ndo houve diferenga significativa no tergo inferior ¢
superior, apenas no ter¢o médio.

3. A maior diferenga em relagdo a severidade foi encontrada no tergo
médio.
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CAPITULO 4

ESTUDO DE MICROSCOPIA DE LUZ E ELETRONICA DE
VARREDURA DO PROCESSO DE PRE-PENETRACAO,
PENETRACAO E COLONIZAGAO DE Phakopsora pachyrhizi EM
FOL{OLOS DE SOJA
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1 RESUMO

ZAMBENEDETT]I, Elisandra Batista. Estudo de microscopia de luz ¢ eletrénica
de varredura do processo de pré-penetragdo, penetragdo e colonizagio de
Phakopsora pachyrhizi em foliolos de soja. In:_ Preservagiio de Phakopsora
pachyrhizi Sydow & Sydow e aspectos epidemiolégicos e ultra-estruturais
da sua interacdio com a soja (Glicyne max. (L.) Merrill). 2005. Cap. 4. p.59-
84. Dissertagiio (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras.*

Neste estudo, as microscopias de luz e eletrbnica de varredura foram
utilizadas para acompanhar o desenvolvimento de Phakopsora pachyrhizi desde
a geminagéo dos ureddsporos até formagdo da uredia em folhas de cultivares de
soja resistentes € susceptiveis. Uma gota com 20 pL de uma suspensdo de
esporos (3x10° uredésporos/mL) foi depositada em locais especificos dos
foliolos, previamente marcados em forma de circulo com uma caneta de marca
permanente, de 7 cultivares de soja (Uirapuru e BRS 134 Pintado, BRS 154,
BRS 215, FT2, BRS 231) e duas PI a PI 23097 e PI459025 com gene de
resisténcia Rpp2 e Rpp4, respectivamente. Apds a inoculagdo as folhas
destacadas foram acondicionadas em bandejas e levadas para uma B.O.D. a 23°
C. Foram coletadas amostras de tecidos foliares dos locais inoculados nos
temposde 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 12, 24, 48, 72, 96 e 240h ap6s a inoculagdo (h.a.i.).
Essas amostras foram submetidas ao clareamento, e ao processo de preparagdo
para microscopia eletrénica de varredura (MEV).Em todos os cultivares
observou-se a formagdo de tubo germinativo, porem ocorreu variagdes na
porcentagem de germinagdo, na formagdo de apressério e consegiientemente na
penetragdo. As Pl 429025 e 23097 apresentaram uma baixa porcentagem de
ureddsporos germinados e formagdo de apressério, e a formag#o de apressérios
nestes materiais comegou seis horas ap6s a inoculagéo, enquanto que nos outros
cultivares a formagdo de apressérios iniciou-se com quatro horas apds a
inoculagdo. O cultivar Pintado apresentou 55% de ureddésporos germinados e
27,5% de apressérios formados apesar de ser considerado um cultivar suscetivel.
Essa menor porcentagem de germinagio e formagio de apressorio pode estar
relacionada com o fato deste cultivar ter apresentado uma grande quantidade de
cera na folha e isso pode ter interferido na germinagéio dos uredésporos. O
cultivar FT-2 apresentou menor quantidade de cera nas folhas ¢ uma maior
porcentagem de ureddsporos germinados € com formag#o de apressério ficando
atrds apenas do cultivar BRS 154 o qual apresentou maior porcentagem de
germinag#o (85,5%) e maior porcentagem de formagéo de apressério (66,5%).
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infeccdo desde a germinagdo dos ureddsporos até a colonizagdio do tecido do
hospedeiro e do inicio de formagiio das urédias. Tanto a formagdo de
apressorios, como as penetragdes ocorreram nas jungdes das células da epiderme
e ndo no centro das células através da cuticula. Apos 24 horas da inoculagdo os
ured6sporos comegaram a murchar e com 48 horas os apressorios. Através da
remogio da epiderme foi possivel observar a formagéo das hifas primarias 48
horas ap6s a inoculagdo € o desenvolvimento progressivo do micélio até o inicio
da formagio das urédias com 240 horas. Virios aspectos do processo sdo
mostrados neste trabalho através das eletromicrografias de varredura.

Comité de orientagdio: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador); Edson
Ampélio Pozza — UFLA.
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2 ABSTRACT

ZAMBENEDETT], Elisandra Batista. Light and scanning electron microscopic
studies of the prepenetration, penetration and colonization of soybean leaflets by
Phakopsora pachyrhizi. In:_ Study of the preservation of Phakopsora
pachyrhiz Sydow & Sydow and epidemiological and ultrastructural aspects
of its interactions with soybean (Glycine max (L.) Merrill). 2005. Cap. 3. p.
59-82. Dissertation (Master in Phytopathology). Universidade Federal de
Lavras, Lavras.*

Light (LE) and scanning electron microscopy (SEM) were used to study
the development of Phakopsora pachyrhizi from uredospores germination to
colonization on leaves of resistant and susceptibles soybean. Drop of 20 pL of a
suspension of spores (3 X 10* uredospores /mL) was inoculated in several points
on the outstanding leaflets, previously marked with a permanent marker pen, of
the cultivars Uirapuru, BRS 134 Pintado, BRS 154, BRS 215, BRS 231, FT 2
and the genotypes Pl 23097 and Pl 459025 with Rpp2 and Rpp4 genes of
resistance for soybean rust, respectively. Afier inoculation, leaves were stored in
BOD at 23°C for incubation. Sample were taken at 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 12, 24,
48, 72, 96 and 240 hours after the inoculation and submitted the process of
fixation for scanning electron microscopy (SEM) and decolorized in chloral
hydrate. In decolorized sample was not observed difference between the
cultivars in relation at development of the germ tube, but it was observed
difference between the cultivar in the percentage of germination, the formation
of apressorium and consequently in the penetration. PI 429025 presented lower
percentage of germinated uredospores (20%) and of appressoria formation
(11%), and the cultivar BRS 154 presented greater percentage of germination
(85,5%) and greater percentage of appressoria formation (66,5%). The cultivar
Pintado presented 55% of germinated uredospores e 27,5% of formed
apressories although to be considered one cultivar susceptible, this slow
percentage of germination and formation of apressorium can be related with the
fact of this cultivar to have presented a great amount of wax in the leaf and that
can have interfered with the germination of the uredospores. The cultivar FT-2
presented less amount of wax in leaves and a bigger percentage of germinated
uredospores and with formation of appressorium. The observation from
germination to colonization by SEM showed that the formation of appressoria
started four hours after the inoculation on all cultivar and with six hours on
genotypes Pl 23097 and PI 459025. The appressoria were formed on junction of
epidermal cells and the penetration taken place between the anticlinal walls and
not take place direct on cuticle. 24 and 48 hours after inoculation (h.a.i) the
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uredospores and appressoria started to wither, respectively. The primary hypha
was formed 48 (h.a.i) and with 240 (h.a.i) the uredia were formed. Several
aspects of this process are showed in this study by SEM micrographs.

* Advising Committee: Eduardo Alves — UFLA (Major Professor); Edson
Ampélio Pozza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Na interagdio planta-patogeno, a maioria dos eventos que levam ao
estabelecimento de relagdes parasiticas ou a resisténcia do hospedeiro, ocorre a
nivel celular, ou seja, tanto do patégeno como da planta hospedeira.
Teoricamente, existem duas amplas categorias de defesa: a estrutural,
morfolégica ou anatdmica e a bioquimica ou fisiolégica (Ingham, 1973). Os
fatores estruturais da planta atuam como barreiras fisicas, impedindo a entrada
do patégeno e a colonizagio dos tecidos, enquanto as reagdes quimicas
produzem substancias toxicas ao patégeno ou criam condigbes adversas ao
crescimento deste no interior do hospedeiro (Pascholati & Leite, 1995)

Obviamente, o grau de envolvimento dos fatores estruturais e
bioquimicos, pré ou pos-formados, nas respostas de resisténcia, variam de
acordo com a interagdo patégeno-hospedeiro e, numa mesma interagdo, em
fun¢do da idade da planta, do rgdio ou tecido afetado, do estado nutricional e
das demais condi¢Ses do ambiente (Pascholati & Leite, 1994; 1995). Em certos
casos, a resisténcia efetiva contra um patégeno pode também ser efetiva contra
outro, indicando a presenga de mecanismos de resisténcia comuns as duas
interagdes. Detalhes de tais modificagdes tém sido obtidos por estudos
bioquimicos, enzimolégicos e moleculares, mas sua visualizagdo sé tem sido
possivel por meio dos estudos morfolégicos. Para visualizar tais processos de
infecgdo os microscépios de luz (ML), microscépio eletrénico de transmissio
(MET) e o microscpio eletrnico de varredura (MEV) proporcionam
inestimaveis contribuigBes. Eles representam importantes ferramentas para
entender os processos relacionados ao desenvolvimento das doengas em plantas,
ou seja, da adesdo, germinagdo, penetragdo, colonizagdo e reproducdo dos

patogenos, bem como das reagdes das plantas a esses agentes.
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A superficie das plantas constitui-se na primeira linha de defesa contra
fitopatdgenos em potencial. Dentre as estruturas existentes nas plantas antes da
chegada dos fitopatogenos e que podem contribuir para a resisténcia, estdo a
camada de cera impedindo a formagdo do filme de dgua, no qual os patogenos
podem ser depositados e posteriormente germinar, e os tricomas que exercem a
mesma fungiio, além de repelir insetos, contribuindo assim de maneira indireta
para com a resisténcia das plantas, mantendo as mesmas livres de
microrganismos fitopatogénicos (Pascholati, 1995).

Para estudar os eventos de resisténcia que levam a planta a evitar a
penetragdo ou deter o avango do patdgeno em seus tecidos, € importante
entender como ocorrem os eventos de estabelecimentos de relagdes parasiticas
estaveis entre o patogeno e o hospedeiro. No caso de P. pachyrhizi em soja,
poucos estudos com microscopia eletronica de varredura foram realizados até o
momento. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio da
microscopia de luz e eletrénica de varredura, os eventos de pré-penetragio e
penetragdo que levam ao estabelecimento de relagdes parasiticas e os fatores que
levam ao desenvolvimento da resisténcia de alguns cultivares de soja ao agente

da ferrugem.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivares utilizados

Foram utilizados sete cultivares de soja, que foram, Uirapuru e BRS 134
com ciclo tardio, Pintado, BRS 154 ¢ BRS 215 com ciclo medio, o cultivar F-T2
de ciclo precoce e o cultivar BRS 231 de ciclo semiprecoce, e duas PI, a PI

23907 e PI459025 com gene de resisténcia Rpp2 e Rpp4, respectivamente.

4.2 Instalagiio do experimento e inoculagiio

Os genotipos foram semeados em vasos de plastico com Skg de mistura
de terra, areia e esterco (2:1:2) deixando-se quatro plantas por vaso. As plantas
foram mantidas em casa-de-vegetagio até atingirem o estadio vegetativo, entdo
foram coletadas folhas de cada cultivar. As folhas coletadas foram lavadas com
dgua corrente e detergente, secas e depois acomodadas em bandejas de plastico
desinfestadas com élcool. No fundo das bandejas, foram colocadas duas folhas
de papel ‘germitest’ umedecidas com agua destilada e cobertas com papel
aluminio perfurado, para permitir que os peciolos ficassem em contato com a
umidade (Barguil, 2004). Em seguida, foram desenhados 4 discos de 1 cm de
didametro com uma caneta de marca permanente nas folhas a serem inoculadas,
para facilitar os estudos de microscopia. No centro de cada circulo foi colocada
uma gota de 50uL de suspensio de 3x10° uredésporos de P. pachyrhizi, por mL
de dgua os mesmo utilizados no capitulo 2. Apos a inoculagdo, as bandejas
foram cobertas com plastico transparente para manter a umidade e colocadas em

camara de crescimento com temperatura de 23°C.
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4,3 Coleta das amostras para microscopia

Ap6s 4 horas, foram coletadas as primeiras amostras de cada cultivar da
seguinte maneira: os circulos nos quais havia sido inoculado o fungo, foram
cortados com a ajuda de um bisturi e colocados em microtubos de 1,5 mL
contendo fixador, em seguida, armazenado na geladeira. As demais coletas
foram realizadas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 24, 48, 72, 96 e 240 horas apfs a
incculagdo.

Foram também coletadas para anélise amostras de folhas com pustulas ja
desenvolvidas, de plantas dos mesmos cultivares que se encontravam em casa-

de-vegetacio, utilizados no experimento do capitulo 3.

4.4 Preparaciio das amostras para MEV

A preparagiio e a observagfio das amostras em microscopio eletronico de
varredura foram realizadas no Laboratério de Microscopia e Andlise Ultra-
Estrutural no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
MG. Apés o material ser imerso em solugdo fixativa (Karnovisk's modificado),
pH 7,2 por um periodo de no minimo 24 horas, cinco fragmentos de cada
cuitivar e de cada hora foram transferidos para uma solugio tampio de
caccodilato. As secgOes obtidas foram transferidas para uma solugfio de
tetroxido de 4smio 1% em 4agua por | hora, depois lavadas em agua destilada por
trés vezes e subseqilentemente desidratadas em uma série de acetona (30%,
50%, 70%, 90% e 100% por trés vezes) e, em seguida, levadas para o aparelho
de ponto critico. Os espécimes obtidos foram montados em suportes de aluminio
stubs, com a ajuda de uma fita de carbono colocada sobre uma pelicula de papel
aluminio, cobertos com ouro e observados em microscépio eletrénico de

varredura LEO EVO 40. As imagens foram geradas e registradas digitalmente, a
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aumentos varidveis, havendo diversas imagens para cada amostra, nas condi¢des
de trabalho de 20 Kv e distancia de trabalho de 9 mm. As imagens geradas
foram gravadas e abertas no Software Photopaint do pacote Corel Draw 9, no
qual foram selecionadas e preparadas as pranchas apresentadas neste trabalho.

Depois dessa primeira observagio, as amostras que apresentavam
esporos germinados com formagao de apressério e penetrando, foram separados
e, com ajuda de uma fita dupla face, a epiderme foi retirada das amostras com o
intuito de observar como ocorre a penetragio e o desenvolvimento do fungo
dentro do tecido. Apés serem retiradas, as amostras foram montadas em ‘stubs’ e
cobertas com ouro, em seguida, observadas em microscopio eletronico de
varredura.

Com o objetivo de remover os apressérios formados nos pontos de
penetragdo, observar o orificio provocado pelo peg e confirmar a penetragdo nas
Jjungdes das células epidérmicas, amostras com 48 horas, depois de fixadas,
foram colocadas em tampio caccodilato em Becker e levados ao aparelho
sonicador ULTRASONIC CLEAR (Odontobras) freqiiéncia de 40 Khz por 20
minutos.

4.5 Clareamento do tecido

Com o objetivo de determinar o niimero de uredésporos germinados e
apressorios formados, foi utilizada a técnica de clareamento.

Para o clareamento foram utilizados quatro segmentos do material
imerso em solugdo fixativa (Karnovisk's modificado), pH 7,2, coletados com 6
horas apés a inoculagio. As amostras foram submetidas ao clareamento
seguindo a metodologia de Ryan & Clare (1974), modificada como segue: as
amostras foram clareadas em uma mistura de acido acético 100% e etanol

absoluto (1:1, v/v). Os segmentos de folhas foram colocados, com a superficie
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inoculada para cima, em placas de Petri de plastico contendo duas folhas de
papel de filtro umedecido com a solugdo. Depois de 48 horas, os segmentos de
folhas descoloridos foram entdo retirados e colocados em placa de Petri com
papel de filtro umedecido com &gua para retirar o excesso do 4cido
acético/etanol permanecendo por um periodo de 30 minutos. Em seguida, os
segmentos foram colocados em ldminas para microscopia, as quais foram
coradas com azul de algoddo.

Apds o clareamento foliar, foi avaliada, com auxilio de microscépio de

luz, a porcentagem de germinacao e de formagao de apressério nos cultivares.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliaciio da porcentagem de germinaciio e da formagfio de apressérios
de uredésporos de P. pachyrhizi.

Néo ocorreu diferenga em relagdio & formagéo do tubo germinativo no
material com clareamento, pois em todos os gendtipos, 0 mesmo foi observado,
mas houve diferengas entre os cultivares na porcentagem de germinagdo, na
formagdo de apressorio e, conseqlientemente, na penetragdio, como pode ser
observado na Tabela 1. Os genétipos PI 23097 e Pl 459025 apresentaram uma
baixa porcentagem de uredésporos germinados e uma baixa porcentagem de
formacdo de apressorio (Figura 1A e B); a formagdo de apressdrios comegou
seis horas ap6s a inoculagio, e nos outros cultivares, a formagao de apressérios
teve inicio quatro horas apés a inoculagfo. Este material apresenta gene de
resisténcia Rpp 4, sendo considerado resistente. Essa resisténcia ocorre ja na fase
de pré-penetragdo, retardando assim o inicio do aparecimento das lesdes. Esses
resultados séio compativeis com os resultados encontrados no Capitulo 3 em
casa-de-vegetagdo, onde a Pl 459025 comegou a esporular alguns dias depois
dos outros cultivares e apresentaram menor porcentagem de drea afetada ao final
do experimento.

O cultivar Pintado apresentou 55% de ured6sporos germinados e 27,5%
de apressorios formados (Tabela 1). Apesar de ser considerado um cultivar
suscetivel, essa menor porcentagem de germinagdo e formagdo de apressério
pode estar relacionada com o fato desse cultivar ter apresentado uma grande
quantidade de cera na folha (Figura 1C). Isso pode ter interferido na germinagéo
dos uredésporos, pois o patégeno precisa de 4gua liquida para poder germinar e

formar apressério e também ter uma ligagdo direta com o hospedeiro. Essa
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barreira fisica proporcionada pela presenca da camada de cera impede a
formagio do filme de 4gua na superficie da folha e consegiientemente a
germinagdo. O cultivar FT-2 apresentou menor quantidade de cera (Figura 1D)
nas folhas e uma maior porcentagem de uredésporos germinados, e de apressorio
formado, ficando atrés apenas do cultivar BRS 154 o qual apresentou maior
porcentagem de germinagdo (85,5%) e maior porcentagem de formagdo de
apressério (66,5%).

TABELA 1. Porcentagem de germinagio e formagdo de apressério de
uredésporos de Phakopsora pachyrhizi seis horas apos a
inoculagdo. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Cultivar Germinagio (%)* Formagio apressério (%)*
P1459025 20,0 e 11,0d
P123097 35,04 23,5¢
Uirapuru 42,0d 36,5¢
Pintado 55,0¢ 275¢
BRS 134 580¢ 215¢
BRS 231 595¢ 250¢
BRS 215 61,0¢c 39,0b
FT-2 73,5b 60,5 a
BRS 154 85,5a 66.0 a

* Médias com mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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FIGURA 1. (A) Micrografia de luz obtida a partir da técnica de clareamento e

(B-D) Eletromicrografias de varredura folhas de soja inoculadas
com P. pachyrhizi. (A e B) Baixa porcentagem de germinacdo dos
uredosporos na Pl 459025. (C) Cultivar Pintado com grande
quantidade de cera na folha. (D) Cultivar FT-2 com baixa

quantidade de cera na folha.

Observaram-se em MEV, que amostras dos cultivares Pintado e
Uirapuru e das Pl 23097 e Pl 459025 coletados com 4, 5 e 6 h.p.i ndo
apresentavam esporos na superficie, mesmo tendo sido inoculados com a mesma

concentragao utilizada nos outros. Com isso pode-se concluir que os esporos
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quando néio germinam, ndo ficam aderidos ao tecido do hospedeiro ¢, na hora de
preparar as amostras para a MEV, eles se perdem. Este fato vem ao encontro dos
resultados encontrados na avaliagio dos espécimes submetidos ao clareamento,

onde os esses cultivares apresentaram menor quantidade de esporos.

5.2 Eventos da pré-penetraciio, penetraciio e colonizagéo de P. pachyrhizi

em folhas de soja.

Em todos os cultivares observados quatro horas apés a inoculag@o, os
esporos ja estavam germinados. Em alguns cultivares o apressério ja estava
formado, muitos deles cresceram quase o tamanho do esporo (Figura. 2 A e B).
O tubo germinativo foi formado em qualquer lugar na superficie do hospedeiro..
Apesar da aparente auséncia de orientagdio do crescimento dos tubos
germinativos a formago do apressorio foi verificada apenas nas jungbes das
células epidérmicas (Figura 2 D). A predominéncia de apressorios formados nas
jungdes de células epidérmicas ocorre comumente em outros géneros fingicos
(Murray & Maxwell, 1975; Gold & Mendgen, 1984; Aveling et al.; 1994;
McRoberts & Lennard, 1996; Aradjo & Matsuoka, 2004). Portanto, esta
tendéncia geral dos patégenos formarem apressorios nas jungdes das células,
independentemente da espécie vegetal, pode significar que os estimulos para a
formagio de apressérios nessas espécies sejam caracteristicas gerais da
topografia foliar e das flutuagdes de nutrientes no microambiente das jungdes
celulares (Araijo & Matsucka, 2004).

Trabalho realizado por Koch et al. (1988) com o fungo P. pachyrhizi em
laminas revestidas com membrana artificial mostrou que houve maior
quantidade de formagiio de apressério nas partes de maior declive nas laminas.
Alguns apressorios eram sésseis (Figura. 2 C) e os tubos germinativos atingiram

tamanhos variados (9 a 143 pum) (Figura 3 A e B). Os maiores (acima de 50 pm)
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ndo formaram apressorio (Figura 3 C) e, quando isso ocorria, 0 apressorio era
pequeno (Figura 3 D). Nos menores, houve a formagio de apressério e estes

apresentaram tamanhos iguais ou maiores que o esporo que lhe deu origem
(Figura3 EeF).

FIGURAZ2. Eletromicrografias de varredura folhas de soja inoculadas com P.

pachyrhizi. (A) Uredésporos na superficie da folha do hospedeiro (4
h.p.i). (B) Ureddsporos germinado e com apressorio formado. (C)
Apressorio séssil ao ureddsporos que lhe deu origem. (D) Formagao

de apressorio nas jungdes da célula do hospedeiro.
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FIGURA 3. Eletromicrografias de varredura folhas de soja inoculadas com 7.

pachyrhizi. (A e B) Tubos germinativos de tamanho variando
entre (9 €143 um). (C). Tubo germinativo grande sem apressorio
(85.88 pm). (D) Tubo germinativo grande com apressorio
pequeno (Tg. 60.65 um, A 8.66 um). (E e F). Tubo germinativo
pequeno e apressorio, de tamanho igual ou maior que o esporo de

origem.



Esses resultados sao compativeis com os encontrados por Bonde et al.
(1976) e Koch et al. (1983). O tamanho do tubo germinativo e do apressorio esta
diretamente relacionado com o modo de penetragiio usada pelo fungo se é direta
ou indireta, estes podem reduzir a quantidade de energia gasta com o
crescimento do tubo germinativo para serem utilizada na penetragio (Hunt,
1983).

Quanto a penetragdo foi observou-se que os pegs se formaram na base
dos apressorios, e em todos os cultivares avaliados a penetragdo ocorreu sempre
na jungdo das células da epiderme. Esses resultados sio contrérios aos
apresentados por Koch et al. (1983) que afirmam que o fungo P. pachyrhizi
penetra diretamente no hospedeiro através da cuticula na regisio central da célula

e ndo nas jungdes (Figura 4. A, B, C, D).
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FIGURA 4 Eletromicrografias de varredura folhas de soja inoculadas com P.

pachyrhizi. (A) Apressorio penetrando na jungdo da célula da
epiderme. (B) Apressério afastado mostrando o buraco onde
ocorreu a penetragdo. (C) Apressorio e o peg de penetragdo
penetrando nas jungdes das células da epiderme. (D) Orificio

formado pela hifa de penetragao (peg) do fungo.

Outro fator importante observado foi a menor quantidade de cera na
superficie da folha onde o apressorio foi formado (Figura 5 A). Esse fato foi
observado por Adendorff & Rijkenberg (2000) com o patdgeno Phakopsora
apoda. Alguns uredésporos penetraram pelo estomato e, quando isso ocorria,

ndo foi observada a formagio de apressorio (Figura 5 B).
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A partir de 24 horas apds a inoculagio, os ureddsporos que formaram
apressorio comegaram a murchar. Isso indica que o conteiido celular dos
mesmos foi transferido para o tubo germinativo (Figura 5C). Os apressorios
comegaram a murchar 48 horas apds a inoculag@o, pois nesse periodo ja haviam

penetrado (Figura SD).

FIGURA 5. Eletromicrografias de varredura folhas de soja inoculadas com P.

pachyrhizi. (A) Menos cera na jungdo da célula da epiderme local
de penetragao do ureddsporo (B) Penetragdo por estdmato sem
formagio de apressério (C) Uredosporos murchos (24 h.p.i). (D)

Uredosporos, tubo germinativo e apressorio murcho (48 h.p.i).
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Uma vez dentro da célula epidermal, o peg de penetragiio se expande
para formar a vesicula transepidermal e, as hifas primarias comegam a ser
formadas se espalhando pelos espacos intercelulares do parénquima esponjoso
atravessa a célula da epiderme e emerge no espago intercelular e no tecido do
mesofilo (Figura 6A).

Com 48 horas, as hifas secundarias ja estavam se desenvolvendo dentro
do tecido do hospedeiro (Figura 6 B) e desenvolvendo rapidamente, como pode-
se observar nas Figuras 6 Ce D.

A maturagio da urédia e o conseqiiente inicio da produgio de
ured6sporos ocorreram entre o sexto e o décimo segundo dia ap6s a incculagéo,
isso foi observado no capitulo 3, nas plantas que estavam em vasos na casa-de-
vegetagdo. Mas, nas condigdes em que este experimento foi realizado (fungo
inoculado em folhas destacadas ¢ acomodadas em bandejas), foi observado, no
décimo dia (as folhas s6 resistiram a avaliagéo até o décimo dia), apenas o inicio
da formagdo de urédias em alguns dos cultivares avaliados. Isso pode ter
acontecido pelo fato das folhas estarem fora da planta e com muitas de suas
atividades metabélicas paradas e, como o fungo P. pachyrhizi ¢ um parasita
obrigatério, este necessita de células vivas e dessas fungdes para sobreviver.
Como isso ndo estava acontecendo. ele ndo conseguiu completar o seu ciclo e

formar a pustula tao rapidamente.
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FIGURA 6. Eletromicrografias de varredura folhas de soja inoculadas com P.

pachyrhizi. (A) Visao interna da epiderme mostrando vesicula
transepidermal (seta), hifas primarias (cabega de seta) e célula do
parénquima esponjoso (C) (48 h.p.i). (B e C) Hifas do fungo
desenvolvendo dentro do tecido da folha do hospedeiro (48 h.p.i e
72 h.p.i), (D). Hifas do fungo ramificando todo o tecido do
hospedeiro (96 h.p.i), (E) Inicio da formagdo da urédia 10 dias
apos a inoculacdo, (F) Hifas do fungo ramificando todo tecido da

folha no local das pustulas.
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6 CONCLUSOES

1. O cultivar PI 459025 foi a que mostrou a maior resistente inicial
a P. pachyrhizi, por ter apresentado o menor porcentagem de uredosporos
germinados e apressérios formados.

2. A camada de cera é uma barreira fisica importante e deve ser
levada em consideragdo na hora do melhoramento genético visando encontrar
um cultivar resistente.

3. Os tubos germinativos que cresceram muito ndo formaram
apressério e quando formavam eram pequenos, ja os que apresentaram tubo
germinativo pequeno, formavam apressorios de tamanho igual ou maior que o
uredésporo que lhe deu origem.

4 O principal tipo de penetragio utilizado por P. pachyrhizi foi a

direta, pelas jungdes das células da epiderme.
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CONSIDERACOES FINAIS

A escassez de trabalhos sobre o comportamento do fungo P. Pachyrhizi
em diferentes situagdes e condi¢des no Brasil levou o desenvolvimento de
estudos para tentar esclarecer duvidas a respeito do assunto.

A partir de experimentos conduzidos neste trabalho, verificou-se que o
melhor método de armazenamento de uredosporos fora do hospedeiro foi o
nitrogénio liquido, pois além de manter o fungo germinando por mais tempo,
proporcionou também a quebra de dorméncia do mesmo. Porem, trabalhos
seguindo essa linha de raciocinio devem ser realizados para esclarecer estas
questdes e também para verificar se, apesar dos uredésporos estarem
germinando, eles também possam estar vidveis, causando infecgdo nas plantas
quando inoculados.

Outro fator importante foram os resultados obtidos em casa-de-
vegetagdo, onde gendtipos que apresentavam algum tipo de resisténcia em
outros trabalhos realizados em campo mostraram-se suscetiveis nas nossas
condigdes, essas divergéncias nos resultados podem estar relacionadas as
condi¢des climaticas de Lavras, MG, ou pode tratar-se de uma outra raga do
fungo. Portanto estudos com esses gendtipos podem ser realizados em condigdes
de campo para melhor observar o comportamento dos mesmos em relagdo a este
patogeno.

As divergéncias entre 0s resultados obtidos no trabalho com microscopia
eletronica de varredura em relagdo ao modo de penetragdo do patégeno e os
trabalhos ja publicados, podem estar relacionados com ragas diferentes de P.
pachyrhizi ou ao comportamento diferente do patdgeno devido as condigdes
climiticas em que ele foi submetido. Estudos com microscopia de luz e

microscopia eletronica de transmissdo devem ser realizados para entender como
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ocorre todo o processo de desenvolvimento patdgeno dentro do tecido do
hospedeiro estes estudos podem ajudar esclarecer a respeito de estruturas que
levam ao desenvolvimento de barreiras quimicas e estruturais que podem levar a
resisténcia. Portanto mais pesquisas se fazem necessarias para entender a relagdo
deste patossistema P. pachyrhizi x soja visando o desenvolvimento de genotipos

resistentes.
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TABELA  Resumo da analise de varidncia sobre a porcentagem de
7A germinagio  de  uredésporos de P, pachyrhizi
armazenado em Deep-freezer. UFLA, Lavras, MG,
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TABELA 1A.

Resumo da analise de variancia sobre a area abaixo da curva de
progresso da incidéncia (AACPI) de ferrugem da soja. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Quadrado Médio
FV GL
AACPI
Cultivares 7 381514,41**
Residuo 21 61375,61
CV (%) 10,33

** = Teste de F significativo a 1%.

TABELA 2A. Resumo da andlise de varidncia sobre a drea abaixo da curva de

progresso da severidade (AACPS) de ferrugem da soja. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Quadrado Médio
FV GL
AACPS
Cultivar 423398,04%*
Tergo 2 13823345,51**
Cultivar*Terco 14 118192,32*
Residuo 69 50860,67
CV (%) 19,10

* = Teste de F significativo a 5%; ** = Teste de F significativo a 1%.
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TABELA 3A. Resumo da anilise de varidncia da drea abaixo da curva do
progresso da germinagdo de uredésporos de P. pachyrhizi

UFLA, Lavras, MG, 2005.
Quadrado Médio
FV GL
AACPG
Tratamento 4 15745129,83**
Residuo 15 4115,79
CV (%) 3.83

** = Teste de F significativo a 1%.
Dados foram transformados para Vx + 0.5

TABELA 4A. Resumo da anilise de varidncia sobre a porcentagem de
germinagdo de ureddsporos de Phakopsora pachyrhizi

armazenados em nitrogénio liquido (Tratamento 1). UFLA,

Lavras, MG, 2005.

Quadrado Médio
FV GL
Germinagiio (%)
Tempo 9 648,06**
Residuo 27 1,79
CV (%) 2,21

** = Teste de F significativo a 1%.
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TABELA S5A. Resumo da analise de varidncia sobre a porcentagem de

germinagdo de wureddsporos de Phakopsora pachyrhizi

armazenados em nitrogénio liquido (Tratamento 2). UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Quadrado Médio
FV GL
Germinacio %
Tempo 6 54,82%*
Residuo 18 0,90
CV (%) 341
** = Teste de F significativo 1%.

TABELA 6A. Resumo da andlise de varidncia sobre a porcentagem de

germinagio de ureddsporos de Phakopsora pachyrhizi

armazenados em diferentes condi¢des. UFLA, Lavras, MG,
2005.

Quadrado Médio
FV GL Germinagiio %
Folha Herbarizada Geladeira
Tempo 3 104,25*%* 64,33 **
Residuo 9 0,69 1,94
CV (%) 28,99 50,71
** = Teste de F significativo 1%.
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TABELA 7A. Resumo da anilise de varidncia sobre a porcentagem de

germinacdo de uredésporos de Phakopsora  pachyrhizi

armazenados em Deep-Freezer. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Quadrado Médio
FV GL
Germinac¢io %
Tempo 4 1269,92**
Residuo 12 4,49
CV (%) 3,41

** = Teste de F significativo 1%.
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