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RESUMO: Apesar da importancia dos fitopatogenos pertencentes 2 Ordem Pucciniales (=Uredinales),
popularmente denominados de ferrugens, certas particularidades de sua biologia sdo pouco conhecidas, principalmente
devido a dificuldade de cultivd-los em meios de cultura e também pela falta de metodologias adequadas ao
desenvolvimento das pesquisas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de aparatos denominados
“germinatélios” para a obteng¢do de dados sobre a producdo de basidiésporos e biologia de diferentes espécies de
Pucciniales. Foram utilizadas no estudo as espécies Puccinia psidii, P. pampeana, P. pelargonii-zonalis, P. arachidis, P.
mogiphanis, P. emiliae, P. hetereospora, P. malvacearum e P. cnici oleracei. A utilizagdo dos “germinatélios” permitiu
constatar elevada produc@o de basidiésporos (estruturas infectivas) por um periodo de até 5 meses, a temperaturas entre 12
a 21°C. Além disso, em P. malvacearum foi possivel registrar a germinag@o por repeti¢do (estratégia de sobrevivéncia) em
4,5% dos basididésporos produzidos. Todas as espécies foram favorecidas a temperaturas amenas. Estes resultados
demonstram, portanto, que a utilizacdo dos “germinatélios” € eficiente, auxiliando na obtencao de dados sobre a biologia e
ciclos de diferentes espécies de Puccinia, possibilitando melhor conhecimento sobre estes fitopatogenos, resultando em

medidas de manejo e controle mais adequadas/precisas.

PALAVRAS-CHAVE: Produgio de basidiésporos. Metodologia. Ciclo bioldgico.

INTRODUCAO

As doengas flngicas causadas por
basidiomicetos pertencentes a Ordem Pucciniales
(=Uredinales) recebem o nome de ferrugens. Tais
microrganismos sdo ditos, atualmente, parasitos
ecologicamente obrigados uma vez que algumas
poucas espécies puderam ser mantidas em
laboratério gracas ao desenvolvimento de culturas
axénicas (KATSUHIRO; KATSUYA, 1985;
CARVALHO JR. et al., 1998). Os agentes causais
das ferrugens estdo entre os microrganismos de
ciclo biolégico mais complexo. Atualmente, poucos
ciclos de vida de ferrugens tropicais foram
demonstrados, devido ao pleomorfismo que torna
seus ciclos vitais, muitas vezes, complicados e de
dificil interpretacdo. Porém, alguns ciclos puderam
ser demonstrados por meio de estudos realizando-se
inoculagdes experimentais com esporos dos
diferentes estagios ciclicos como é o caso, por
exemplo, de Puccinia graminis (heteroécia) e P.
heliantii, espécie autoécia, pois todo o ciclo ocorre
na mesma planta hospedeira, ambas de regides
temperadas do hemisfério Norte (CRAIGIE, 1931).
Aqui no Brasil foram realizados alguns estudos para
a compreensdo do ciclo de P. pampeana, agente
causal da ferrugem da pimenta e do pimentao, sendo
que foi constatado ser este espécie biteleomorfica,
com ciclo reduzido (HENNEN et al., 1984;

FIGUEIREDO et al., 1987). Outras, a exemplo da
ferrugem do café (Hemileia vastatrix), tiveram seus
ciclos teoricamente interpretados por meio de
andlises morfolégicas (HENNEN; FIGUEIREDO,
1984).

Os fungos representantes da Ordem
Pucciniales apresentam alta especificidade em
relacdo a seus hospedeiros, sendo capazes de
infectar um grande nimero de plantas vasculares,
cultivadas ou  silvestres.  Vdarias  espécies
consideradas  cosmopolitas, com  distribuicio
mundial, infectam plantas cultivadas, causando
perdas significativas na producao.

Uma importante  particularidade  das
ferrugens € o pleomorfismo, caracteristica que
permite que a uma mesma espécie apresentar até
cinco tipos de esporos diferentes ou, mais
raramente, até seis como é o caso de Puccinia
vexans. Cada esporo € produzido por uma estrutura
diferente, sendo que a manifestacdo de cada uma
ocorre em diferentes épocas do ano. Vdrias destas
estruturas podem ser infectivas, sendo que os
basidiésporos sdo uma das mais importantes por
serem produzidos por todas as espécies. Com
relagdo aos urediniésporos, também sdo estruturas
importantes, funcionando como conidios
(FIGUEIREDO; PASSADOR, 2008). Algumas
espécies, denominadas heteroécias, necessitam de
dois hospedeiros ndo relacionados entre si para que
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seus ciclos vitais sejam completados, enquanto que
outras, as autoécias, sdo capazes de completar seu
ciclo vital em um unico hospedeiro. Além disso, a
morfologia das estruturas esporiferas, algumas
vezes, ndo coincide com as fun¢des normalmente
desempenhadas no ciclo vital das espécies mais bem
estudadas. Como resultado de todas estas
particularidades, os agentes causais das ferrugens
estdo entre os microrganismos de ciclo bioldgico
mais complexo (CUMMINS, 1978; CUMMINS;
HIRATSUKA, 1983; FIGUEIREDO et al., 1987,
HENNEN et al., 1984).

Estudos realizados no Brasil permitiram
estimar a existéncia de, pelo menos, 3000 espécies
de ferrugens no Pais (HENNEN et al.,, 1982).
Destas, cerca de apenas 800 sdo conhecidas, sendo
que pouco se sabe sobre a biologia e ciclos vitais
destes importantes patégenos, como resultado da
dificuldade de cultiva-los em laboratoério e, também
a falta de metodologias adequadas ao
desenvolvimento das pesquisas (CUTTER JR,,
1959; CARVALHO JR. et al., 1998). Existem
algumas  informacdes, que se  referem,
principalmente, a  trabalhos de  campo
(MAGALHAES et al, 2008; LIMA, 2009). Como
resultado destas dificuldades, dados basicos a cerca
da biologia desses microrganismos sio escassos na
literatura nacional e internacional, dificultando o
manejo das doengas por eles provocadas. Assim,

441
APARECIDO, C. C.; PASSADOR, M. M.

Diante do exposto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a eficiéncia e viabilidade de um
método que possibilite o estudo dos ciclos vitais de
diferentes espécies de Pucciniales, incrementando o
conhecimento sobre a biologia deste importante
grupo de fitopatégenos.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram
utilizados aparatos denominados ‘“‘germinatélios”,
que funcionam como uma microcimara umida
(FIGUEIREDO; COUTINHO, 1984). Foram
utilizados soros teliais de Puccinia psidii, P.
pampeana, P. pelargonii-zonalis, P. arachidis, P.
mogiphanis, P. emiliae, P. hetereospora, P.
arechevaletae, P. cnici-oleracei € P. malvacearum,
coletados, respectivamente, de folhas de jambo
(Syzygium  jambos), diferentes espécies de
pimenteiras (pimenta dedo-de-moga - Capsicum
bacattum; pimenta tomate - red ruffled - Capsicum
annuum; pimenta bode - Capsicum chinense),
gerinio (Pelargonium spp.), amendoim (Arachis
hypogaea), Alternanthera sp., Paullinia sp., Emylia
sonchifolia e Sida spp. as duas tltimas espécies. No
estudo, também, foram coletados teliossoros
aecididides de P. pampena. Na Figura 1 estdo
ilustrados alguns dos materiais utilizados no estudo
e provenientes de diferentes plantas hospedeira.

Figura 1. Estruturas de diferentes espécie de Pucciniales estudadas com o uso do “germinatélio”. A —
Puccinia cnici-oleracei; B — P. heterospora; C — P. psidii; D — P. pampeana.
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Os teliossoros tiveram seu diametro medido
e, para o cdlculo da 4rea foi utilizada a férmula
A=TCR2, cujo valor médio correspondeu, em mmz, a
0,049 para P. psidii e 0,64 para P. pampeana
(teliossoros telidide). Quanto aos teliossoros
aecidiéides de P. pampeana, por terem formato
cilindrico, foi calculado o volume, através da
férmula V=nR’xH, tendo sido obtido o valor de
0,0443 mm’.

Para as demais ferrugens, os materiais
foram coletados a partir das folhas infectadas, sendo
retirados juntamente com parte do tecido vegetal,
fragmentos de 1mm”.

Os soros foram assentados sobre pequena
porcio de algodio umedecido existente nos
germinatélios e, posteriormente, estes foram
invertidos sobre ldminas de microscopia onde havia
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discos de agar-dgua (AA). O conjunto foi colocado
no interior de cristalizadores (placas de vidro com
20 cm de didmetro e 4 cm de altura) forrados com
espuma de ndilon umedecida com 4gua destilada,
permanecendo a diferentes temperaturas.
Diariamente os soros teliais foram lavados com
agua destilada estéril, para remocdo dos
autoinibidores presentes nas paredes dos teliésporos,
e os discos de AA foram observados em
microscopio de luz para verificar se houve liberagdao
de basididsporos, sendo realizada a troca dos discos
apods cada observacao (FIGUEIREDO;

COUTINHO, 1984).

Na Figura 2 podem ser observados os
procedimentos realizados durante a condugdo dos
experimentos.

Figura 2. Germinatélios com soros (A e B- Fonte: Mério Barreto Figueiredo), demonstrando o procedimento
de lavagem efetuado diariamente (C e D - Fonte: Mdrio Barreto Figueiredo).

Os teliossoros de P. psidii foram mantidos
as seguintes temperaturas: 12, 15, 18, 21 e 24°C.
Quanto aos teliossoros telidides de P. pampeana
foram submetidos a choques térmicos em camaras
com temperaturas controladas a 8°C, 12°C e 35°C.
Os materiais permaneceram sob estas temperaturas
por um periodo de trés horas, no escuro. Depois
foram agrupados em tnica cdmara a temperatura a
12°C, e fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de
escuro, onde permaneceram até o final do estudo. O
tratamento controle correspondeu aos teliossoros
que permaneceram a 12°C desde o inicio do
experimento. Com relagdo aos teliossoros
aecididides, permaneceram sob 15°C e 18°C. P.

pelargonii-zonalis foi mantida a 19°C e as demais
espécies, a 17°C.

Para avaliagdo dos experimentos, foram
registrados: (i) o tempo passado desde o preparo dos
germinatélios até o inicio da liberacdo de liberagcdo
de basidiésporos; (ii)) o nimero de quedas; (iii)
quando possivel, contagens, com o auxilio de um
contapasso manual, do nimero de basidiosporos
liberados, para que fosse determinada a capacidade
média de producdo. Com o objetivo de facilitar a
contagem, os discos de d4gar-dgua foram
quadriculados, com o auxilio de um conjunto de
laminas, de forma que a superficie desses discos
ficasse semelhante a uma camara de Neubauer. O
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delineamento experimental usado foi o de blocos ao
acaso, sendo cada tratamento (ferrugem x
temperatura) havia quinze repeti¢cdes. Foi aplicado o
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados
foram analisados por meio do programa
ASSISTAT, versdo 7.5 beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo dos germinatélios possibilitou a
obtencdo de importantes dados sobre a biologia das
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espécies de Puccinia estudas. Pdde-se, por exemplo,
documentar a germinacdo por repeticdo, fendmeno
que ocorre com alguns basiodiosporos de P.
malvacearum que germinam novamente produzindo
um novo basidiésporo, este de menor tamanho, mas
que contém as mesmas informacgdes genéticas,
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia da
espécie na auséncia do hospedeiro e/ou sob
condi¢cdes ambientais desfavoraveis (Figura 3).

Figura 3. Basidiosporo produzido por teliésporo de P. mavacearum apresentando a geminagao por repeticiao

(seta).

Quanto ao inicio da produgéo e contagem de
basidiésporos por unidade de area dos soros teliais,
verificou-se que, para P. psidii, a 12°C a liberagéo
das cargas de basidiésporos teve inicio 48 horas
apds o preparo dos germinatélios, enquanto que as
demais temperaturas, o inicio da producdo e

liberagdo dos basididsporos ocorreu apds 24 horas .
Foram registradas de 2 a 5 quedas, variando a
producio média de 13.000 a  44.000
basidiésporos/mm’, conforme registrado na Tabela
1.

Tabela 1. Producdo média de basidiosporos pelos teliossoros de Puccinia psidii submetidos a diferentes

temperaturas.
Temperatura Produciao média (basidiosporos/mm®)”
12°Cc 18.633a
15°C 13.571a
18°C 23.143a
21°C 44.673b
24°C 26.490a

*Média de quinze repeti¢cdes; **Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de TUKEY / Coeficiente de variagdo

=7,65129%.

Observando-se a Tabela 1, pode-se perceber
que a maior producdo de basidiosporos por mm’
ocorreu a 21°C, sendo esta temperatura considerada
a mais propicia para a produgdo de basidiosporos
dentre as testadas, embora, a producdo tenha sido
elevada a todas as temperaturas avaliadas. Isto,

provavelmente, tenha ocorrido devido as
temperaturas utilizadas no experimento ndo serem
adversas a producdo/germinacdo de telidsporos,
resultando em grande produgdo de basididsporos.
Ensaios realizados em casa de vegetacdo,
permitiram constatar que temperatura média de
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28°C tem influéncia negativa na formagdo de
teliésporos de P. psidii, enquanto que, até 25°C,
estas estruturas sdo produzidas em abundincia
(APARECIDO et al., 2003). Para P. pampeana a
temperatura elevada também se mostrou fator
limitante no que se refere a producdo dos
basidiésporos (APARECIDO et al., 1997).

Com relac@o a P. pampeana, os teliossoros
telidides provenientes tanto da pimenta dedo-de-
moga como da variedade pimenta tomate (red
ruflled), cepas coletadas em Botucatu-SP,
submetidos a choque de temperatura a 35°C,
iniciaram a producdo de basidisporos apds 72 horas,
ou seja, apos 3 lavagens dos soros. Ja aqueles
submetidos a choque de temperatura a 8°C iniciaram
a producdo de basidiésporos apés 48 horas, ou seja,
ap6s 2 lavagens. Corroborando com resultados
obtidos por FIGUEIREDO et al. (1987). Os
teliossoros provenientes da pimenta dedo-de-mocga,
isolado coletado em Piedade-SP apresentaram
diferenca no inicio da produgdo: os que foram

444
APARECIDO, C. C.; PASSADOR, M. M.

submetidos ao choque de temperatura a 35°C e 8°C
iniciaram a sua producdo apds 48 horas, apds 2
lavagens dos soros. Os teliossoros mantidos a 12°C
iniciaram a producdo de basididsporos apds 72
horas, ou seja, apds 3 lavagens. Até a sexagésima
lavagem, todos os teliossoros  amostrados
produziram basididsporos continuamente.
Observou-se a paralisacio na producdo de
basidiésporos, apdés 101 quedas nas amostras
mantidas somente a 12°C. Os primeiros que
deixaram de produzir basididsporos foram os
coletados de pimenta tomate, mantidos a 12°C, cuja
producdo cessou apds 67 quedas. Com relagido aos
teliossoros coletados de pimenta dedo-de-mocga,
cepa de Botucatu-SP, os soros que foram tratados
com choque de temperatura a 8°C, foram os que
encerraram a producdo de basidiésporos primeiro,
ou seja, ap6s 89 quedas.

Com relagdo a quantidade produzida, houve
liberagdo de cerca de 2.500 basidiésporos/mm’ de
area soral (Figura 4).
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Figura 4. Produgdo de basidiésporos pelos teliossoros telidides de P. pampeana coletados pimentas dedo-de-
moga e redruffle provenientes de duas diferentes localidades e submetidos a choques de

temperatura.

De acordo com a Figura 4, em todas as
amostras, o tratamento que induziu a maior queda
de basidiésporos foi a temperatura de 12°C,
enquanto que a 35°C foram registradas as menores
quantidades. Além disso, os choques de temperatura
provocaram uma alteragdo na produgcdo de
basididsporos, antecipando (8°C) ou postergando
(35°C) a liberagdo destas estruturas, mas sem
inviabilizar os teliossoros telidides. Estes resultados
apresentam-se proximos daqueles obtidos por
Figueiredo et al. (1987), que obtiveram uma maior
porcentagem de germinacdo dos telidsporos

telidides quando estes foram submetidos a
temperaturas entre 12°C e 18°C. Em ensaios
comparando temperaturas entre 15°C e 18°C,
Aparecido;  Figueiredo (1997, 1998, 1999),
obtiveram maior indice de germinagdao dos
telidsporos e, como consequéncia, maior produgdo
de basidiésporos, quando os teliossoros telidides
foram submetidos a 15°C.

E importante ressaltar que a liberacdo de
basidiésporos por um longo periodo de tempo é um
resultado significativo e que reflete no aspecto
epidemioldgico do patégeno e da doenga por ele
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causada. Em se tratando de um organismo biotréfico
periodos longos de produgdo de estruturas infectivas
contribuem para o encontro de hospedeiros com
certa constancia, favorecendo a sobrevivéncia do
patégeno e dificulta o controle da doenca.

Com relacdo aos telidsporos aecididides a
producdo de basididsporos teve inicio 4 horas apds o
preparo dos germinatélios, sendo registradas até 3
quedas ou liberagcdes, com producdo média de

18.400 basidiésporos/mm’ e 16.400
basidiésporos/mm’  para  amostras  mantidas,
respectivamente, a 15° e 18°C.

Para  Puccinia  mogiphanes,  foram

registraram até 16 libera¢des, com producdo média
de 7.500 basidiésporos/mm’. P. cnici-oleracei, P.
heterospora, P. arechevaletae e P. pelargonii-
zonalis iniciaram as liberagdes, apds 24h (a
primeira) e 48 horas (as demais), sendo registradas
de 17 a 35 liberagdes de basididsporos, mas devido
ao elevado nimero de basidiésporos produzidos a
contagem por mm” tornou-se dificil.

Com relacio a P. arachidis, foram
registradas 4 quedas, com produgdo média de 1.500
basidiésporos/ mm”.

Os resultados obtidos possibilitaram
constatar a existéncia de espécies cujos soros
telidides foram denominados de soros de “curta
duracdo”, liberando de 2 a 4 descargas consecutivas
de basidiésporos, e “longa duragdo”, em que se
registrou de 16 até 101 libera¢Ges consecutivas de
basidiésporos. E importante ressaltar que as
ferrugens com teliossoros de “longa durag¢do”
apresentam soros pulvinados, enquanto que aquelas
com teliossoros de “curta duragdo”, soros
pulverulentos. Esta particularidade, talvez possa ser
utilizada como mais uma caracteristica para
identificar as espécies, ou mesmo separar ge€neros,
pertencentes ao complexo grupo das Pucciniales.

Pode-se verificar que temperaturas amenas,
entre 12° ¢ 21°C foram as mais favordveis. Para
outras ferrugens que também ocorrem em regides
tropicais, elevadas produgdes de basididsporos
foram registradas a temperaturas amenas. Como
exemplo, podem ser citadas: Puccinia arachidis, P.
pampeana, P. mogiphanes, P. cnici-oleracei, P.
hetereospora,  P.  arechevaletae, = Uromyces
appendiculatus  var. appendiculatus (GOLD;
MENDGEN, 1984; APARECIDO; FIGUEIREDO,
1997, 1998, 1999; FIGUEIREDO; APARECIDO,
1998). Devido ao Brasil ser um pais de dimensdes
continentais, apresentando diferentes condi¢des
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climaticas em diferentes regides e épocas do ano,
temperaturas amenas podem ocorrer durante a maior
parte do ano em diferentes regides do Pais,
favorecendo a ocorréncia das epifitias e resultando
nas grandes perdas continuamente observadas.
Principalmente durante a noite, as temperaturas
podem ser mais baixas, além da umidade mais
elevada, momento durante o qual grandes cargas de
basidiosporos podem ser liberadas.

Observa-se, portanto, que a utilizagdo do
“germinatélio” pode fornecer dados importantes e
significativos para o conhecimento das ferrugens
que possuem teliossoros. Poucos sdo os dados
existentes sobre este grupo de patdgenos,
principalmente no que se refere a estudos
biolégicos. Como exemplo podem ser citados os
estudos epidemioldgicos realizados por Naruzawa et
al. (2006) com Phakopsora euvitis e que
possibilitaram verificar que a temperatura de 25°C,
auséncia de luz e a superficie inferior da folha de
videira foram as melhores condigbes para a
germinacdo de urediniésporos do patdgeno.
Também, Leu (1988) verificou que para a
geminacdo de urediniésporos de Physopella
ampelopsidis a temperatura de 24°C é a Otima,
enquanto que 8°C é a minima. Em um outro estudo
de campo, Blum; Dianese (2001), avaliando os
padrdes de liberacdo de uredinidsporos de P. psidii
(ferrugem das mirticeas), verificaram que a
principal carga de esporos ocorreu de maio a julho,
entre as 10h e as 13 horas. Martins (2010), também
observou a ocorréncia de germinagdo de
urediniésporos a 10, 15, 20 e 25°C. No entanto, o
crescimento do tubo germinativo foi mais ripido
conforme a temperatura aumentava, apresentando
reducdo do crescimento a partir de 25°C. Também,
para Hemileia vastatrix, Capucho et al. (2011),
registraram elevada taxa de germinacdo e
infectividade de uredinidsporos a temperaturas entre
21 e 24°C. Todos estes dados corroboram com o0s
resultados descritos neste estudo e que demostram a
influéncia das temperaturas amenas favorecendo o
ciclo biolégico das Pucciniales no Brasil, além de
comprovar que o “germinatélio” pode ser uma nova
ferramenta para a realiza¢do de estudos biolégicos
em laboratdrio.

Todas essas informacdes sdo importantes,
uma vez que poderdo facilitar a tomada de decisdes
para medidas de manejo e controle mais eficientes e
acertadas, o que certamente poderd reduzir os custos
de controle.

ABSTRACT: Despite the importance of plant pathogens belonging to the Order Pucciniales (=Uredinales),
popularly called rusts, certain peculiarities of its biology is poorly known, mainly due to the difficulty of growing them in
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culture media and also by the lack of appropriate methodologies for the development of research. Therefore, this study was
to verify the efficiency of apparatus called "germinatelia" to obtain data about the basidiospores production biology of
different Pucciniales species. Were used in the study Puccinia pampeana, P. psidii, P. pelargonii-zonalis, P. arachidis, P.
mogiphanis, P. emiliae, P. hetereospora, P. malvacearum and P. cnici-oleracei. The use of "germinatelia" have revealed
high basidiospores production for a period up to 5 months at temperatures between 12° and 21°C. Furthermore, in P.
malvacearum was possible to record the germination by repetition (survival strategy) in 4.5% of basidiospores produced.
All species were favored to mild temperatures. These results therefore demonstrate that the use of "germinatélios" is
efficient, assisting in obtaining data about the biology and cycles of different Puccinia species, enabling better
understanding of these pathogens, resulting in management and control measures most appropriate/accurate.

KEYWORDS: Basidiospores production. Methodology. Biological cycle.
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