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APRESENTACAO

Aobra “A producgéo do Conhecimento nas Ciéncias Agrarias e Ambientais” aborda
uma série de livros de publicagdo da Atena Editora, em seu V volume, apresenta, em
seus 27 capitulos, com conhecimentos cientificos nas areas agrarias e ambientais.

Os conhecimentos nas ciéncias estdo em constante avancgos. E, as areas das
ciéncias agrarias e ambientais sdo importantes para garantir a produtividade das
culturas de forma sustentavel. O desenvolvimento econémico sustentavel € conseguido
por meio de novos conhecimentos tecnoldgicos. Esses campos de conhecimento
sé@o importantes no ambito das pesquisas cientificas atuais, gerando uma crescente
demanda por profissionais atuantes nessas areas.

Para alimentar as futuras geracdes sdao necessarios que aumente a quantidade
da producéo de alimentos, bem como a intensificacdo sustentavel da producdo de
acordo como o uso mais eficiente dos recursos existentes na biodiversidade.

Este volume dedicado as areas de conhecimento nas ciéncias agrarias e
ambientais. As transformacdes tecnoldgicas dessas areas sao possiveis devido o
aprimoramento constante, com base na produc¢ao de novos conhecimentos cientificos.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esfor¢cos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnologicos, os
agradecimentos do Organizador e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes,
pesquisadores e entusiastas na constante busca de novas tecnologias para as ciéncias
agrarias e ambientais, assim, garantir perspectivas de solu¢ao para a produgcao de
alimentos para as futuras gerac¢des de forma sustentavel.

Alan Mario Zuffo
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CAPITULO 9

REVISAO DE LITERATURALMETODOS DE ISOLAMENTO,
PRESERVACAOQO, CULTIVO, INOCULACAO E
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RESUMO: A ferrugem é uma das doencas
mais importantes na agricultura, por atacar
uma ampla gama de hospedeiros e mostra-
se de formas bastante variadas. O objetivo
do presente trabalho foi analisar métodos de
isolamento (preservacao) dos uredinidosporos
para estudos com o patdégeno afim de conserva-
los em condigcbes controladas por longos
periodos de armazenamento, mantendo as
caracteristicas essenciais dos microrganismos,
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AVALIACAO DAS FERRUGENS

visando a viabilidade dos urediniésporos, e
infectividade do agente causal das ferrugens,
na auséncia do hospedeiro principal, para obter-
se uma melhor compreenséo da epidemiologia
do patossistema. Buscar maneiras de cultivo
gue obtivessem éxito em seu cultivo para ter-se
como ferramenta de estudos relativos a biologia,
patogenicidade e manutencdo de culturas.
Visou verificar um método de inoculagéo
das ferrugens sob condicbes ambientais
controladas, baseados nos procedimentos
fitopatologia,
mensurando a severidade da doenca. Averiguar

operacionais padrao na
0 uso de escalas diagramaticas na avaliagcao,
com a finalidade de comparacéo e estimativa
dos niveis e progresso da doenga, reduzindo
a subjetividade das avaliagbes. Portanto, foi
designio desta revisao recopilar as informacdes
mais relevantes sobre o assunto proposto de
modo o mais explicativo e entendivel, com o
ensino de técnicas e requisitos basicos para
o desenvolvimento de pesquisas de agentes
fitopatogénicos para o leitor.
PALAVRAS-CHAVE:

Urediniésporos, Métodos fitopatoldgicos

Severidade,

ABSTRACT: Rust is one of the most important
diseases in agriculture, for attacking a wide
range of hosts and shows itself in many different
ways. The present work was constructed
with data isolation methods for long periods
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for studies with the objective of conserving the stored data for long periods of time,
maintaining itself as an essential characteristic of the microorganisms, aiming at a
viability of the uredymospores, and infectivity of the agent causality of the rust, in the
absence of the principal, to obtain a better understanding of the pathological system
epidemiology. Search the cultivation which will be used in the cultivation and the same
studies of biology, patogenicity and maintenance of cultures. The objective was to
verify the inoculation method of injections in controlled systems, in operational systems
in phytopathology, by measuring the severity of the disease. The use of scales of
diagrams in the evaluation, with the purpose of comparison and the indication of the
levels and progress of the disease, under the norms of the evaluations. Therefore, it
was deregulated this review to compile as more information on the older topic in order
to explain and understand, with teaching techniques and basic requirements for the
development of research of phytopathogenic agents to the reader.

KEYWORDS: Severity, Urediniésporos, Phytopathological methods

11 INTRODUCAO

A ferrugem é caracterizada por lesdes com aspecto ferruginoso, por isso a sua
nomenclatura. Apesar de muito variar em fungéo o agente causal e planta hospedeira,
0s sintomas podem apresentar-se em diferentes estadios, entretanto sdo observados
predominantemente em folhas. No inicio observa-se pequenas manchas amareladas,
geralmente circulares ou elipticas, recobertas pela cuticula da planta. Com o avancar
da doencga, as manchas aumentam de tamanho ao ponto de romper a cuticula, nesse
momento sdo denominadas pustulas com tonalidade marrom-avermelhada, até o
ponto em que a massa de uredosporo, que é a estrutura do patébgeno, por tanto um
sinal, é exposta (BEBENDO, 1995).

Ainda segundo Bebendo (1995), os fungos que causam a ferrugem sdo os
basidiomicetos, todos parasitas obrigatorios, o que faz com que necessite do
hospedeiro vivo para continuar seu desenvolvimento. Em geral n&do possuem
hospedeiros alternativos, fazendo com que sua forma de sobrevivéncia se dé na forma
de ureddsporo.

As ferrugens podem produzir cinco estadios de acordo com o ciclo biolégico da
doenca, sendo eles: estagio 0 (espermogénios produtores de espermacias e hifas
receptivas), estagio 1 (aécia produzindo aéciosporos), estagio 2 (uredia produzindo
urediniosporos), estagio 3 (télia produzindo teliosporos) e estagio 4 (basidias
produzindo basidiosporos) (ALEXOPOULOS et al. 1996).

A severidade da doenca depende das alternancias climaticas, de acordo com
cada ano agricola, da localidade e demais fatores. A concentragao inicial do inoculo,
nao retrata a severidade da doenca. A utilizacdo de variedades resistentes ou até
mesmo tolerantes padecem em menor escala no quesito producao que as suscetiveis,
todavia, com o tempo essa resisténcia pode ser prejudicada, e variedades resistentes
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podem tornar-se menos produtivas (NUNES, 2005).

No principio os sintomas provocados pelas ferrugens sdo bem equivalentes
com opostas doencas, como crestamento bacteriano (Pseudomonas spp.), pustula
bacteriana (Xanthomonas spp.), mancha parda (Septoria spp.). As frutificacoes
desta doenca, ndo sdo muito evidenciadas de maneira que, a olho nu, ndo alcanca a
discrepéncia das pustulas ferruginosas, que certificam o0 nome comum a esse grupo
de doencas (FIALLOS, 2011).

A eliminacédo dos hospedeiros secundarios, o adiantamento da semeadura de
variedades de ciclo precoce, sdo parametros de controle que proporcionam retencao
na pressao do inéculo e auxiliam para o controle efetivo do controle quimico (NAVARINI
et al., 2007).

Para o melhor controle da doenca, o “vazio sanitario” das culturas, periodo de
inexisténcia das culturas no campo, € um método de limitar a quantidade de ureddsporos
no ambiente durante a entressafra, interditando, por conseguinte o ataque precoce
(CARNEIRO, 2007).

A aplicacao dos fungicidas, é o prevalecente método de controle, por ser 0 mais
eficaz no controle da doencga, no entanto, um dos mais custosos (GODOY & CANTERI,
2004).

O emprego do coletor de esporos € praticavel para definir o momento em que
deve ocorrer o controle da doenca, realizando-o de forma preventiva, controlando as
aplicagdes de fungicidas no momento correto, e condensando o custo de producéo,
contudo, o processo impde certo tempo e mao de obra especializada para aidentificacéo
correta dos esporos (JACKSON & BAYLISS, 2011).

Quanto a manifestagcdo de sintomas, a ferrugem apresenta sazonalidade, e a
auséncia de uma metodologia apropriada de preservacao deste patégeno por um
periodo prolongado, delimita as possibilidades de serem executados um numero
superior de estudos desta doenca (GARCIA et al., 2007).

O objetivo dessa revisdo é de avaliar o ensino de técnicas de laboratério como
métodos de isolamento, preservacado, cultivo, producdo de indculo, inoculagéo e
avaliacdo da doenca, em tema especifico a ferrugem, em requisito basico para o
desenvolvimento de pesquisas em fitopatologia.

2 | METODOS DE PRESERVAGAO

Em relagcdo aos métodos de isolamento, cultivo, inoculac&o, avaliacdo, e em
especial ao método de preservacao de esporos fungicos disponiveis, deve-se procurar
utilizar aqueles que mantenham inalteradas o maior nimero possivel das caracteristicas
dos microrganismos. Isso é particularmente importante no caso dos patdgenos de
plantas, para os quais a patogenicidade é uma caracteristica essencial. No caso
de patégenos causadores de ferrugens, os métodos de preservacdo comumente
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utilizados envolvem liofilizacdo e manutencéo em baixas temperaturas (ultrafreezer ou
nitrogénio liquido) (GARCIA et al., 2007).

Entretanto, Garcia et al., (2007) ao trabalhar com ferrugens, desenvolveu uma
metodologia de preservacao de esporos de Puccinia melanocephala, agente causal de
ferrugem em cana de acucar em periodos prolongados, visando manter sua viabilidade
e infectividade. Os esporos foram coletados de folhas naturalmente infectadas, através
de uma bomba de vacuo. Uma quantidade dos esporos foi desidratada por liofilizagéo,
e a outra parte dos esporos ndo sofreram desidratacdo. Foram armazenados em
diferentes temperaturas sendo elas: (temperatura ambiente, 5 °C, - 20 °C, - 80 °C),
posteriormente avaliou-se sua viabilidade por meio de plaqueamento em agar-agua.

Os resultados observados foram que os esporos armazenados em temperatura
ambiente e 5 °C, sem mesmo da desidratacao, permaneceram viaveis por um periodo
de 1 més e 2 meses respectivamente. Porém, os melhores resultados foram aqueles
submetidos a desidratacéo por liofilizagdo em condicbes de - 20 °C e - 80 °C, que
mesmo ap6s um ano de armazenamento, os esporos foram capazes de provocar
ferrugem nas plantas inoculadas suscetiveis, em niveis adequados em relagcéo a
severidade para um teste de discriminag¢des a respeito das reacdes a ferrugem. Para
avaliar a infectividade dos esporos armazenados, Garcia et al. (2007) utilizou-se uma
variedade suscetivel (SP70-1143) por meio de inoculagcdées. Amostras de folhas que
foram inoculadas, procedeu-se a sua retirada, e por meio de microscopia eletrénica de
varredura (M.E.V.), conforme a metodologia de Bozzola e Russel (1998), conformando-
se a germinacéo e formacgao de apressoérios dos esporos preservados.

Alves e Spésito (2015), também ao trabalhar com preservacgao de urediniésporos,
porémdaferrugemdavideira (Phakopsora euvitis), também mostrou que adesidratacéo,
seguida de um armazenamento na mesma condicao do estudo anterior a (- 80 °C),
obteve maiores niveis de esporos viaveis, com alta porcentagem de germinacgao, por
um periodo de até 150 dias, e os demais urediniésporos armazenados em temperatura
ambiente independente do processo de desidratagcao, mantiveram-se viaveis ndo mais
que 15 dias.

Beledelli et al. (2012), em seu trabalho sobre viabilidade de uredi6sporos da
ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi), utilizou-se a metodologia de coleta do in6culo
pela raspagem da fase abaxial da folha da soja, as quais apresentavam pustulas do
fungo, os quais foram armazenados em incubacéo a 20 °C + 2 °C no escuro. Pegou-se
4,0 mg de in6éculo e preparou-se uma solucdo em um litro de agua destilada e 0,5%
de tween 20, calibrando-se o indculo para 3,2 x 10* urediésporos/ml. A germinacao em
agua e agua + 2% agar foram adotados, e verificou-se que na temperatura adotada e
nas condi¢cbes experimentais os urediésporos em até 11 semanas foram capazes de
causar anomalia em plantas de soja.

Zambenedetti et al. (2007), utilizou-se como tratamentos nitrogénio liquido (- 196
°C); dessecador (10 °C) e nitrogénio liquido (- 196 °C) em conjunto, porém apo6s 60
dias da utilizacdo do dessecador; deep-freezer (- 60 a - 80 °C); folha herborizada
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(24 °C); geladeira (4 °C) acondicionados em microtubos, testando estes métodos até
270 dias, possibilitando amplo conhecimento a respeito do indculo deste patdgeno.
Para analisar a germinacao dos mesmos, preparou-se suspensao contendo 1 mg/
urediniésposros (Phakopsora pachyrhizi) em agua destilada, e adicionado tween 20, e
foi calibrada em hemacitémetro para 3 x 10* urediniésporos/ml de agua, adicionando-
se 200 urediniésporos ao todo por placa de petri, que posteriormente foram submetidas
a incubacao em escuro em B.0O.D. a 25 °C por 4 horas, utilizando-se como parametro
avaliativo integrado a area abaixo da curva de progresso de germinagcao (AACPG).

Estatisticamente, analisando os tratamentos e a (AACPG), o nitrogénio liquido,
foi o método que diferiu dos demais, mantendo o in6culo viavel (70% germinacao), aos
270° dia, verificando que o poder germinativo em temperaturas inferiores prorroga o
tempo efetivo de germinagéo, além do mais, permitindo a quebra de dorméncia, visto
em estudo, seguido do tratamento com dessecador — nitrogénio liquido, na sequéncia
deep-freezer e os tratamentos com folha herborizada e armazenamento em geladeira
foram semelhantes entre si, porém, apresentaram baixissima propriedade em relacao
aos outros tratamentos em avaliagao.

Tibolla et al. (2012), utilizou-se diferentes métodos de desidratacdo para
preservacao de uredinidsporos de Puccinia kuehnii (ferrugem alaranjada da cana de
acucar). Os uredinidsporos foram coletados através de uma bomba a vacuo, os quais
eram armazenados em um kitasato, logo ap0s a extracéo, recorreu ao peneiramento
em malha (200 mesh), onde posteriormente ficaram em tubos de microcentrifugacéo.
Anteriormente, arealizacdo dos tratamentos preparou-se suspensdes de urediniésporos
em agua destilada e adicionaram em meio agar-agua em placas de petri e mantidas a
20 °C no escuro em B.O.D. por 24 horas.

Os devidos tratamentos consistiu-se em: desidratacdo em silica gel em um
dessecador durante vinte e quatro horas a 20 °C, contendo um gréanulo em cada tubo
de microcentrifugacao de silica em gel; urediniosporos sem desidratacao, liofilizado por
seis horas a (- 40 °C); mantidos em temperatura ambiente (20 °C); geladeira (5 °C); e
em congelador (- 20 °C) e deep-freezer (- 80 °C), avaliando-se os tratamentos até 180
dias apb6s armazenamento. Outro experimento foi desenvolvido, aliado aos mesmos
tratamentos do bioensaio anterior, porém, com método de reidratacdo em cémara
umida durante vinte e quatro horas, seguindo as mesmas avaliagbes experimentais
anteriormente citadas, porém, até 150 dias avaliativos.

Conforme analisado em estudo, a desidratacdo dos urediniosporos através
do grénulo de silica em gel, subsequentemente armazenado a (- 80 °C), manteve a
viabilidade de P. kuehniiaté o periodo maximo da avaliagao experimental, corroborando
com dados semelhantes de Zambenedetti et al., (2007), citado em revisdo, em
urediniésporos de P. pachyrhizi , demostrando ser um dos promissores métodos para
armazenamento deste patdgeno, por outro lado, o fator choque térmico (reidratagao)
ndo demostrou efeito recuperacional na influéncia de urediniésporos em segundo

bioensaio.
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31 METODOS DE CULTIVO E INOCULACAO

Bigaton et al. (2013), ao realizar a avaliacao da atividade fungicida de extratos e
Oleos essenciais sobre ferrugem asiatica da soja, procedeu-se cultivo das plantas de
soja em casa de vegetacao, apds quarenta dias da semeadura, as plantas receberam
os tratamentos via pulverizagdo, no decorrer de vinte e quatro horas adiante dos
devidos tratamentos, submeteu a inoculagdo da suspenséo de esporos (Phakopsora
pachyrhizi) manualmente, estes armazenados em nitrogénio liquido.

Logo apoés a inoculagdo dos esporos, as plantas foram envoltas por saco plastico
em um periodo de doze horas para manter umidade sobre as plantas, com intuito de
promover camara umida, seguidamente, foram empregues em camara de incubacéo
até as avaliacoes.

Aintensidade da ferrugem foi avaliada pela escala diagraméatica de severidade da
doenca (GODOQY; KOGA; CANTERI, 2006), analisando posteriormente, os aspectos
referentes ao indice de clorofila pelo método (SPAD), variavel esta afetada diretamente
pelo nivel de severidade da doenca nas folhas. Complementando o estudo realizado por
Bigaton et al, (2013), sobre urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi Zambenedetti et
al., (2007) avaliou a germinacao de urediniésporos deste fungo em diferentes métodos
de armazenamento.

Meneghetti et al. (2010), ao trabalhar com avaliagcado da ativacado de defesa em
soja contra (Phakopsora pachyrhizi) em condigbes controladas, os esporos foram
coletados a seco através de um succionador a vacuo de plantas de soja mantidas em
casa de vegetacao. Os mesmos foram adicionados em um Erlemeyer com adicéo de
agua e Tween 80 como solugao espalhante adesivo, posteriormente, foram calibrados
para 2,0 x 10° esporos/ml”. Para avaliar a severidade da doencga, primeiramente foi
realizada a inoculacéo dos esporos na fase abaxial das folhas.

Aseveridade da doenca em estudo, foi adotada a metodologia proposta por Godoy
et al. (2006), através de notas visuais utilizando-se escala diagramatica, realizando
uma avaliagao por semana, em intervalos de seis a dez dias.

A escala diagramatica € uma representacao ilustrada de partes de plantas
com diferentes niveis de severidade, o qual para a sua constru¢cao deve-se levar em
considerac¢do valores minimos e maximos da doenca no campo, € 0s incrementos
exponenciais. Na escala proposta por Godoy et al. (2006), os niveis estabelecidos
de severidade da ferrugem da soja (Glycine max) causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi foram: 0,6; 2; 7; 18; 42 e 78,5% conforme mostra figura 1 abaixo.
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0,6% 2,0%

Figura 1: Escala diagramatica da severidade da ferrugem da soja (Glycine max) (porcentagem
de area foliar doente).

Fonte: Godoy et al. (2006).

Os valores obtidos foram utilizados para determinar a Area Abaixo da Curva de
Progresso da doenca de acordo com Campbell e Madden (1990).

Logo, para reduzir a subjetividade das avaliacbes de severidade, utilizam-se
escalas diagramaticas, permitindo uma estimativa dos niveis da doen¢ca em um intervalo
reduzido, pratico e preciso (HIRANO et al., 2010), em contrapartida, as avaliacoes de
desfolha, sao subjetivas e demoradas.

Hirano et al. (2010), com objetivo de validar escala diagramatica, a qual foi
desenvolvida para avaliar desfolha na cultura da soja provocada pela ferrugem
asiatica (Phakopsora pachyrhizi), como também determinar a precisdo e acuracia
de avaliadores fazendo-se uso da escala diagramatica, tendo como parametros de
comparacao dados reais da area com cobertura foliar com diferentes tratamentos para
ferrugem asiatica da soja e varios niveis de desfolha (1 a 100%).

As cinquenta imagens frontais utilizadas para elaboracdo da escala, obtinham
1,50 metros de altura do solo, dado isso, realizou a estimativa de desfolha em seis
niveis correspondentes (5; 15; 45; 65; 85 e 100%) (Figura 2).

15%

45%

Figura 2: Escala diagramatica para estimativa de desfolha provocada por P. pachyrhizi
Fonte: Hirano et al. (2010).

O processamento grafico das imagens foi através de softwares de imagens
Paint Shop 4 que demarcou area ocupada pelas folhas e o Adobe Photoshop 7.0
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que calculou-se a porcentagem de area total da imagem efetivamente ocupada pelas
folhas.

Em avaliagcdo, sem uso da escala apenas um avaliador obteve coeficiente linear
adequado, avista disso, resultados apontaram que a n&o utilizacdo da escala, os
avaliadores tenderam a subestimar e superestimar os niveis de severidade de desfolha,
assim sendo, o0 auxilio da escala diagramatica aumentou a acuracia e precisdo dos
avaliadores.

Pizetta et al. (2016), realizou-se estudos de trés meios de culturas axénicos para
a ferrugem das mirtaceas, por tratar-se de uma ferramenta interessante em estudos
referentes a biologia, patogenicidade e preservacdo de culturas puras de espécies
biotréficas.

Mediante, proposta de analisar o crescimento in vitro de uredinidésporos de Puccnia
psidii, o autor elaborou meios de culturas enriquecidos, através de sais, aminoacidos,
carboidratos, vitaminas, em contrapartida, executaram também, meios enriquecidos
com base em folhas de jambeiro (FJ), adotando-se quatro concentragdes, sendo elas
0,5; 1,0; 3,0; 5,0 g L para cada litro de agua destilada.

Para realizar a avaliacdo o estudo foi baseado através de uma escala para
cultivos axénicos de espécies de Puccinia spp., elaborado por Kuhl et al., (1971), que
apresenta o desenvolvimento de um esporo até a formagao de um micélio em meio de
cultura enriquecido, e encontra-se dividido em quatro niveis (Tabela 1).

Estagio de crescimento 0 Tubo germinativo ou hifa n&o ramificados

Estagio de crescimento 1 Ramificagéo primaria do tubo germinativo ou hifa
Estagio de crescimento 2 Ramificagcbes secundarias e terciarias das hifas saprofiticas
Estégio de crescimento 3 Ramificagbes superiores, micélio visivel a olho nu

Tabela 1: Escala para cultivos axénicos de espécies de Puccinia spp.

Neste caso, foi percebido meramente o primeiro estagio de crescimento fungico
dos tubos germinativos, ndo exibindo continuagéo no desenvolvimento do patégeno,
sendo que, 0 meio na concentracao de 0,5 g L' de folhas de jambeiro, possibilitaram
maior crescimento do tubo de germinativo de P. psidii.
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