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RESUMO

LIMA, Lila Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Junho de 2024.
Especificidade de Cerotelium fici a Morus nigra e Ficus carica. Orientador:
Emerson Medeiros Del Ponte. Coorientadora: Lilian Amorim.

As ferrugens da figueira e da amoreira sdo causadas pelo fungo Cerotelium fici e os
seus sintomas em folhas podem levar a queda precoce das folhas. O estudo objetivou
caracterizar: 1) os aspectos morfométricos dos uredinidésporos durante o processo
germinativo de isolados oriundo da figueira e da amoreira; e 2) os processos de
infeccdo, colonizacdo e reproducdao do patdégeno por meio de experimentos de
inoculacao cruzada, ou seja, figueiras e amoreiras foram inoculadas com isolados de
C. fici provenientes dos dois hospedeiros, formando combinag¢des co-especificas e
heteroespecificas. As avaliacdes de germinacao de urediniésporos e formacao de
apressorio do fungo foram realizadas por meio de micrografias obtidas por
microscopia eletrénica de varredura. Cinco plantas sadias de cada hospedeiro foram
inoculadas com suspensdes de esporos e mantidas em casa de vegetacdo, em
experimentos repetidos uma vez. Foram avaliados o periodo de incubagéo, o nimero
de lesbes por folha, a severidade da doenca e o niumero de esporos nas lesdes.
Urediniésporos foram coletados para avaliagdes morfométricas, e a colonizagdo do
tecido foliar foi realizada ao final do experimento com medida de area da lesdo antes
e depois da coloracdo com azul de tripano. Foi observado uma elevada percentagem
de germinacao (>78%) dos urediniésporos em folhas de ambos hospedeiros. No
entanto, a formacao de apressoérios foi baixa na amoreira (<5,8%) quando inoculada
com o isolado oriundo da figueira. Os uredinibsporos apresentaram valores
semelhantes de comprimento (21,9-25 um), largura (17,2-18 um) e espessura (~0,9
um) da parede celular. As areas das lesbes antes e apds a coloracao foram sempre
menores em amoreira do que em figueira. O numero de lesées por folha foi
consistentemente menor em amoreira (5,67 a 553,87) do que em figueira (89,33 a
5180,9). A severidade variou conforme o hospedeiro e as condicdbes ambientais,
sendo de 0,047-8,4% e 8,4-32,2% em amoreira e figueira, respectivamente. Conclui-
se que o isolado da amoreira foi capaz de infectar a figueira, mas o isolado da figueira
néo foi capaz de infectar a amoreira. A figueira se mostrou mais suscetivel aos dois
isolados do que a amoreira.

Palavras-chave: amora-preta, figueira, epidemiologia.



ABSTRACT

LIMA, Lila Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June 2024.
Specificity of Cerotelium fici to Morus nigra and Ficus carica. Advisor: Emerson
Medeiros Del Ponte. Co-advidor: Lilian Amorim.

Rust diseases in the fig tree and mulberry tree are caused by the fungus Cerotelium
fici, and their leaf symptoms can lead to early leaf drop. The study aimed to
characterize: 1) the morphometric aspects of urediniospores during the germination
process of isolates from the fig tree and mulberry tree; and 2) the processes of
infection, colonization, and reproduction of the pathogen through cross-inoculation
experiments. In other words, fig trees and mulberry trees were inoculated with C.
ficiisolates from both hosts, forming co-specific and heterospecific combinations.
Germination of urediniospores and formation of appressoria by the fungus were
evaluated using micrographs obtained through scanning electron microscopy. Five
healthy plants of each host were inoculated with spore suspensions and kept in a
greenhouse, with experiments repeated once. The incubation period, number of
lesions per leaf, disease severity, and spore count in the lesions were assessed.
Urediniospores were collected for morphometric evaluations, and colonization of leaf
tissue was measured before and after staining with trypan blue. A high germination
percentage (>78%) of urediniospores was observed in leaves of both hosts. However,
appressorium formation was low in mulberry (<5.8%) when inoculated with the isolate
from the fig tree. Urediniospores showed similar values for length (21.9-25 um), width
(17.2-18 pum), and thickness (~0.9 um) of the cell wall. Lesion areas before and after
staining were consistently smaller in mulberry than in fig tree. The number of lesions
per leaf varied, consistently being lower in mulberry (5.67 to 553.87) than in fig tree
(89.33 to 5180.9). Disease severity varied depending on the host and environmental
conditions, ranging from 0.047% to 8.4% in mulberry and 8.4% to 32.2% in fig tree. It
is concluded that the mulberry isolate is capable of infecting the fig tree, but the fig tree
isolate cannot infect mulberry. The fig tree showed greater susceptibility to both

isolates than mulberry.

Keywords: rust, fig tree, mulberry tree, cross-infection.



SUMARIO

2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 12
2.1 Plantas da familia MOraceae ...............ooocuuuueeeiiiiiiiiiiieiee e 12
2.2 Ferrugem da figueira € @mOF@Ira ..........cccuuuiiiiiiie i 14

2.2.1. Agente causal, distribuicdo geografica € hospedeiros.........cccccvviiiiiiiieenieeennnns 14
2.2.2 SINtoMatologia € JAN0S. .....cciiiiiiiie i 15
2.2.3. Ciclo da doenga e epidemiolOgia ........cccouureeiiiiiiiiieeiiieee e 16
2.2.4. Controle da ferrugem em amoreira € figueira.........ccooiiiiiieiiii i 17

3. MATERIAL E METODOS ...ttt ee e ee e en e 19
3.1 Obtencao e cultivo de mudas de figueira € amoreira........cc.ccoeeeivieieeeee e 19
3.2 Obtencao e manutencao dos isolados de Cerotelium fiCi............ccccceuuuerunnnnnnnnnnnnnnnnns 19
3.3 Germinacgéao de urediniésporos de Cerotelium fici em Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV) ... e 20
3.4 IN0CUIACA0 AaS PIANTAS ......oi it 21
3.5 Avaliacdes morfoldgicas de Cerotelium fiCi............ouuiuueieiiiiiiiiiiiiiieee e 22
3.6 Colonizacao de tecido foliar do hospedeiro por Cerotelium fiCi................occeeuuueeeeee... 23
3.7 CompoNneNntes MONOCICHCOS. .. ..uueeiiiieeeiiiiiiee et e e e e e e e e e eeeaeas 23
3.8 ANAIISES ESTALISHICAS .. eviieiiiiiiiiti e 24

Y | I Y D 1 S 25
4.1 CondiGOES amMbDIENTAIS .....ceiiieiiieiieie e e s 25
4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ........oooiiiiiiiiiiiiieee e 26
4.3 Morfologia de UrediNiOSPOIOS ......cceueieeiiiiiieieieaa e e e e sttt e e e e e e et e e e e e e e e e nnneeeeeeaeens 28
4.4 ColoNiZAGA0 A€ TECIHOS ....coiiiiiieieeee et e e e e e 29
4.5 Componentes MONOCICHICOS. ... .uuuiiiiiee it e ettt e e e e e e e e e e e nneeeeeeeeeas 32

5. DISCUSSAD ...ttt e e en e 37

B. CONCLUSOES ...ttt 40

REFEREN CIAS oo e, 41



1. INTRODUCAO

As espécies Ficus carica e Morus nigra pertencem a Familia Moraceae. O
género Ficus tem maior diversidade de espécies, com cerca de 750 espécies,
enquanto que o género Morus tem cerca de 12 espécies (ZEREGA et al., 2005).

A amoreira (Morus nigra), durante séculos, foi conhecida como uma planta
utilizada para a producdo de seda e alimentagdo de animais domesticados.
Recentemente, as amoreiras também passaram a ser utilizadas nas industrias de
sericicultura, farmacéutica, cosmética, alimenticia e de bebidas (ROHELA et al.,
2020). Contudo, por serem o alimento exclusivo das larvas do bicho-da-seda (Bombyx
mori), as amoreiras do género Morus apresentam maior destaque econdmico na
producdo da seda tornando-se essenciais para esse industria (VIJAYAN;
CHAKRABORTI; GHOSH, 2004). O Brasil é o unico produtor de fio de seda em escala
comercial no Ocidente, e 0 sétimo produtor mundial de seda crua. O estado do Parana
se consolidou como lider absoluto na producdo de casulos de bicho-da-seda,
entretanto os estados de Sdo Paulo e Mato Grosso também contribuem com a
producéo nacional (SEAB/DERAL, 2021). O rendimento e a qualidade das folhas da
amoreira impactam na criagdo do bicho-da-seda e, em ultima analise, no rendimento
do casulo e na producdo de seda. As doencas da amoreira sdo 0s principais fatores
limitantes para a produgdo de folhas de qualidade. Dentre essas, destaca-se a
ferrugem da folha causada por Cerotelium fici (SRIKANTASWAMY; GUPTA; REKHA,
2006).

A figueira (Ficus carica) é predominantemente cultivada em regides
subtropicais, porém em funcdo de sua baixa exigéncia em frio, a cultura esta se
expandindo para novas areas (LEONEL; TECCHIO, 2010). Alguns paises produtores
de figos incluem Turquia, Egito, Marrocos, Espanha, Grécia, Estados Unidos, ltalia,
Brasil e Japdo (PARTHASARATHY et al., 2020). No Brasil, a figueira é cultivada em
climas e solos diversos e esta adaptada as condi¢cdes das regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul. Em Sao Paulo, os pomares comerciais de figos sado plantados
principalmente com a cultivar Roxo de Valinhos (P1O; CHAGAS, 2011; SOUZA et al.,
2023). Esta cultivar é suscetivel a ferrugem, causada por C. fici, que ocorre ha maioria
das areas onde é cultivada (PARTHASARATHY, et al., 2020). A ferrugem é a mais
importante doenga desta cultura e os danos podem ser elevados, especialmente nos
casos onde ndo é feito o controle da doenga (GALLETI; REZENDE, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S266671932030011X#bib0189
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S266671932030011X#bib0189
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S266671932030011X#bib0238
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S266671932030011X#bib0236
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As ferrugens em plantas sdo causadas por fungos basidiomicetos da ordem
Pucciniales. No inicio do século XXI, epidemias severas de ferrugens foram relatadas
em diversos hospedeiros, como soja (SIKORA et al., 2014; KELLY et al., 2015;
GODOY et al. 2016), videira (PRIMIANO et al., 2017), trigo (WU et al., 2020), figo
(PARTHASARATHY et al., 2020), amora (NAIK et al., 2008) mirtaceas (YAMAOKA,
2014; CARNEGIE; PEGG, 2018; WINZER et al., 2018), dentre outros.

Recentemente, a ferrugem da amoreira, causada por Cerotelium fici, foi
relatada pela primeira vez no Brasil em plantas de amoreira (GONCALVES et al.,
2023). O patogeno, originalmente descrito em figueira, ja havia sido relatado como
causador da ferrugem em amoreira-branca (Morus alba) (SRIKANTASWAMY;
GUPTA; REKHA, 2006) com relatos de danos de 10-30% da area foliar (NAIK et al.,
2008; POOJASHREE; ARUNAKUMAR; GNANESH, 2021). A maioria dos trabalhos
com as ferrugens da amoreira e da figueira foram realizados na india, onde ambas as
culturas sao importantes e as ferrugens endémicas.

O fungo C. fici € um parasita biotréfico que afeta as folhas das plantas
hospedeiras, podendo afetar frutos e ramos. Esse fitopatbgeno é causador da
ferrugem das folhas e possui ciclo incompleto, pois sédo conhecidas apenas as fases
telial e uredinial, das quais a ultima tem relevancia epidemiolégica (GALLETI;
REZENDE, 2016; PARTHASARATHY et al., 2020). As plantas infectadas apresentam,
inicialmente, pontuagdes marrom-claras nas folhas, evoluindo para lesdes angulares
rodeadas ou nao por halo clorético. As lesbes, de modo geral, sdo diminutas e nao
ultrapassam 10 mm?2. Em condicbes favoraveis ao desenvolvimento da doenca,
observam-se danos fisioldgicos que levam a desfolha precoce (GALLETI; REZENDE,
2016), acarretando reducdes parciais ou totais na produtividade. A epidemia comeca
quando os uredinidsporos, dispersos pelo vento, sdo depositados na superficie das
folhas, onde germinam, formam apressorios e penetram diretamente através da
cuticula (GUPTA et al., 2005; CZAJA et al., 2021), iniciando o primeiro ciclo da
infec¢@o. Dentro do ciclo anual da figueira e da amoreira infectadas por C. fici diversas
reinfecgdes podem ocorrer, determinando assim uma doencga policiclica (CZAJA,
2014). Em amoreira, C. fici afeta quase todas as cultivares cultivadas na india e pode
causar grande prejuizo a producédo e a qualidade das folhas (SRIKANTASWAMY;
GUPTA; REKHA, 2006). Em figueira, a ferrugem é favorecida em temperaturas
superiores a 22°C e umidade relativa acima de 80%. Caso ndo seja controlada, a
ferrugem pode causar reducdes de até 80% da producdo (MEDEIROS, 2002) além de
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reduzir o valor comercial dos frutos (GALLETI; REZENDE, 2016). Caso a infecgéao
ocorra nos estagios iniciais de desenvolvimento vegetativo da planta, pode acarretar
na auséncia total de frutificacdo (GALLETI; REZENDE, 2016).

O estudo dos estagios iniciais da patogénese € importante para melhor
compreender a doenca e estabelecer estratégias de controle. No entanto, ha escassez
de informagdes na literatura sobre os processos de infeccdo, colonizagédo e
reproducao de C. fici nos hospedeiros M. nigra e F. carica. A hip6tese deste trabalho
é de que C. fici é capaz de causar ferrugem nesses dois hospedeiros, sem apresentar
especificidade. Assim, o estudo objetivou caracterizar 1) os aspectos morfométricos
dos urediniésporos durante o processo germinativo de isolados oriundos da figueira e
da amoreira; e 2) os processos de infeccao, colonizacao e reproducao do patégeno
por meio de experimentos de inoculagédo cruzada, ou seja, figueiras e amoreiras foram

inoculadas com isolados de C. fici provenientes dos dois hospedeiros.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas da familia Moraceae

A amoreira-preta (Morus nigra L.), pertencente a familia Moraceae (ERCISLI;
ORHAN, 2007; OZGEN; SERGCE; KAYA, 2009), tem origem provavel na Asia.
Conhecida pelos gregos e romanos antes da era crista, também foi cultivada no antigo
Egito (ERCISLI; ORHAN, 2007; OLIVEIRA et al., 2018). A amoreira-preta € uma
arvore caducifélia que foi domesticada ao longo de milhares de anos e esta bem
adaptada a uma ampla gama de regides tropicais, subtropicais e temperadas nas
regides da Asia, Europa e Américas (OZGEN, SERCE, KAYA; 2009) sendo adaptada
a uma grande variedade de condigdes climaticas, topograficas e de solo (ERCISLI;
ORHAN, 2007). Foi trazida ao Brasil por imigrantes japoneses, onde adaptou-se bem
as condic¢oes de clima e solo do pais (OLIVEIRA et al., 2018).

A arvore da amoreira tem de 5 a 20 m de altura com folhas grossas, simples e
alternas, cordiformes, simétricas na base, de cor verde escura, peciolos curtos,
asperas, com dentes largos e regulares, estipulas longas, membranosas e felpudas.
E uma &rvore atraente e de longa vida que pode ser empregada em paisagismo
(PADILHA et al., 2010; AHLAWAT et al., 2016). Durante séculos, a amoreira foi
utilizada na medicina tradicional chinesa e na alimentacdo de animais domesticados
(OLIVEIRA et al., 2018). Recentemente, as amoreiras sao consideradas plantas
polivalentes tendo seu uso pelas industrias de sericultura, farmacéutica, cosmeética,
alimenticia e de bebidas (ROHELA et al., 2020). Contudo, a amoreira do género
Morus continua tendo seu destaque de maior importancia econdmica na producao da
seda, pois € o alimento exclusivo das larvas do bicho-da-seda (Bombyx mori L.)
(VIJAYAN; CHAKRABORTI; GHOSH, 2004).

A amoreira é matéria-prima basica para a industria da sericicultura (GUPTA;
TEWARI; DATTA, 1994). A sericicultura € um ramo importante da industria de base
agricola e produz diferentes tipos de seda crua (BARUAH; BORTHAKUR, 2021). A
criagdo do bicho-da-seda para fins comerciais tem seu sucesso intimamente
relacionado com a qualidade das amoreiras, uma vez que o inseto € monofagico e as
folhas dessa planta sao sua Unica fonte de nutrientes (MUNHOZ et al., 2009).

Em paises como China e india, a producédo da amoreira esta focada em realcar
a folhagem, visando o produto da seda. Na Europa, a amoreira € mais apreciada pelos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S266671932030011X#bib0189
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S266671932030011X#bib0238
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S266671932030011X#bib0236
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seus frutos (PAWLOWSKA; OLESZEK; BRACA, 2008), pois as bagas pretas-roxas
sao grandes e suculentas; com um bom equilibrio entre dogura e acidez (AHLAWAT
et al., 2016).

A figueira também pertencente a familia Moraceae, originou-se nos tropicos do
Velho Mundo - Asia Menor e na regido mediterranica. Sendo conhecida por ser uma
das espécies frutiferas mais antigas cultivadas pelo homem, acredita-se que o figo
comum seja cultivado desde 5.000 a.C. (ANDERSEN; CROCKER, 1994; LEONEL,
2008). Durante o periodo dos grandes descobrimentos, o figo foi difundido para as
Américas. No Brasil, acredita-se que a figueira tenha sido introduzida pela primeira
expedicao colonizadora, em 1532, no Estado de S&o Paulo (LEONEL, 2008).

A arvore da figueira é caducifélia e pode atingir 15 metros de altura
(ANDERSEN; CROCKER, 1994). No Brasil, devido as técnicas culturais utilizadas,
especialmente as podas anuais de frutificacdo, seguidas de desbrotas, que
condicionam o desenvolvimento de um numero determinado de ramos por ano, a
planta adquire um porte arbustivo com altura média de 3 a 7 metros (LEONEL, 2008).
A planta possui folhas grandes (até 30 centimetros de comprimento), grossas, com
cor de verde escuro brilhante, sdo profundamente lobadas, até sete I6bulos, contém
numerosos tricomas o que torna as folhas asperas (ANDERSEN; CROCKER, 1994),
com gemas frutiferas e vegetativas nos ramos, junto as axilas das folhas, durante a
estacao de crescimento (LEONEL, 2008). A figueira cultivada no Brasil, caracteriza-
se por apresentar flores no interior de um receptaculo suculento, denominado sicénio,
que nada mais € do que o proprio figo, desenvolvido partenocarpicamente
(ANDERSEN; CROCKER, 1994; LEONEL, 2008).

A cultura da figueira no Brasil teve o inicio da sua exploracdo econémica
somente a partir de 1910, onde comecou a ser cultivada comercialmente na regido de
Valinhos-SP, com a chegada da cultivar Roxo de Valinhos no Brasil. Essa cultivar foi
introduzida no Brasil no inicio do século XX, na regiao de Valinhos-SP, pelo italiano
Lino Bussato, sendo proveniente da Italia, numa regido situada préxima ao mar
Adriatico (LEONEL, 2008). Além do Brasil, o figo também é produzido em varios
paises como Turquia, Egito, Marrocos, Espanha, Grécia, Estados Unidos, Italia, Brasil
e Japao (PARTHASARATHY et al., 2020).

A figueira tem baixa exigéncia em frio, e por esse motivo a cultura esta se
expandindo para areas nao tradicionais (LEONEL; TECCHIO, 2010; CAETANO et al.,
2013; PIO et al., 2019), adaptando-se a diferentes climas e condigdes de solo,
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aumentando a expansao da producgédo de figo para regides tropicais e subtropicais
brasileiras. Nas ultimas décadas assistiu-se ao rapido aumento da exploracao da
cultura da figueira no Brasil, com uma producéao total de 18.227 toneladas em 2022
(IBGE, 2022), cujo produto é destinado & exportacdo para o Norte da Africa e Europa
(PIO et al., 2017).

A planta do figo Roxo de Valinhos é vigorosa, produtiva e adaptada ao sistema
de poda drastica, cuja pratica teve de ser adotada para ajudar no controle de pragas
e doencas. Trata-se da Unica cultivar que possui valor econdmico, caracterizando-se
pela rusticidade, vigor e produtividade, sendo também um produto sensivel ao
manuseio e facilmente deterioravel. A producéo pode ser destinada a industria, para
fabricacdo da compota de figos verdes, geleias, figo cristalizado, ou para o consumo
ao natural (LEONEL, 2008) na forma fresca e seca. Esta cultivar é altamente
suscetivel a doengas, principalmente a ferrugem, (PARTHASARATHY, et al., 2020)
considerada a doenga mais importante da cultura (GALLETI; REZENDE, 2016).

2.2 Ferrugem da figueira e amoreira
2.2.1. Agente causal, distribuicao geografica e hospedeiros

O nome Cerotelium fici (Castagne) Arthur foi proposto por Joseph Charles
Arthur, em 1917, durante seu estudo sobre o género Kuehneola (Arthur, 1917). Esse
patdgeno apresenta vasta distribuicdo em diversas partes do mundo como continente
Africano, com ocorréncia em cerca de 18 paises; na Asia, com ocorréncia em cerca
de 14 paises; na América, com ocorréncia em cerca de 20 paises, e em paises
Europeus e da Oceania, com ocorréncia em 15 paises. A ocorréncia foi registrada em
hospedeiros de plantas nos géneros Broussonetia, Chlorophora, Ficus, Maclura,
Malaisia e Morus. Entre todos os hospedeiros, C. fici predomina em espécies do
género Ficus relatado em 51 espécies e do género Morus relatado em 10 espécies
(AVASTHI et al., 2023). O patdgeno foi relatado causando ferrugem em amoreira na
espécie M. nigra somente no Brasil (GONCALVES et al., 2023) e em figueira. J& em
figueira, foi relatado em diversas localidades do mundo como Argentina, Australia,
Barbados, Bermudas, Brasil, llhas Canarias, Cabo Verde, China, Colémbia, Congo,
Costa Rica, Chipre, El Salvador, Flérida, Cuba, Franca, Grécia, Guatemala, Hong
Kong, Indonésia, Havali, india, Israel, ltalia, Sicilia, Jamaica, Japdo, Quénia, Libia,
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Malawi, Mauricio, México, Marrocos, EUA, Nova Caledénia, Nova Zelandia, Papua
Nova Guiné, Norte da Africa, Paquistdo, Peru, Filipinas, Africa do Sul, Porto Rico,
Africa Austral, Taiwan, Tanzania, Trinidad e Tobago, Turquia, Uruguai, RUssia,
Venezuela, llhas Virgens e Zimbabwe (AVASTHI et al., 2023).

2.2.2 Sintomatologia e danos

Os sintomas de ferrugem em amoreira aparecem com a formacgéo das urédias
que iniciam como areas ovais ou alongadas marrom-alaranjadas na superficie abaxial
das folhas, podendo coalescer, aumentando em comprimento (GUPTA; TEWARI;
DATTA, 1994). Os uredinidsporos sao globoides ou largos, elipsoides e equinulados.
As equinulas cénicas e curvadas sao distribuidas uniformemente sobre a superficie
dos uredinidésporos, tém 3-4 depressdes em sua parede que formam o0s poros
germinativos, e o hilo aparece relativamente liso ou levemente verrugoso e sem
bordas (GUPTA; TEWARI; DATTA, 1994).

A ferrugem causada por C. fici infecta a maioria das variedades de amoreira e,
em condicbes de alta severidade, as folhas ficam amareladas, secas e caem
prematuramente (GUPTA; TEWARI; DATTA, 1994; BARUAH; BORTHAKUR, 2021).
Os danos causados pela doenga em amoreiras sdo de cerca de 10 a 30% da producao
de folhas (BARUAH; BORTHAKUR, 2021), além de reduzir a umidade e a proteina
bruta da folha enquanto atividade de muitas enzimas € aumentada, comprometendo,
por consequéncia, o desenvolvimento larval do bicho-da-seda e a qualidade e
produtividade do casulo (GUPTA; TEWARI; DATTA, 1994; POOJASHREE;
ARUNAKUMAR; GNANESH, 2021; NAHIDUZZAMAN et al., 2023).

Na figueira, as lesdes causada por C. ficiiniciam com manchas foliares marrom-
avermelhadas nas superficies adaxiais com correspondentes sintomas nas
superficies abaxiais acompanhado de numerosas pustulas (PARTHASARATHY et al.,
2020). Os urediniésporos sao circulares, elipsoides ou redondos, globosos ou ovoides
e variam em tamanho de 19,6-31,9 x 14,7-24,5 uym. A espessura da parede tem 0,5 -
1 um, com coloracdo palida e esparsamente equinulado. Além da urédia e dos
urediniésporos, télias também aparece nas superficies inferiores das folhas, sdo muito
pequenas e dispersas, com numerosas cadeias de 2-7 telibsporos, esféricos
angulares ou amplamente elipsoides, com tamanho de 19-22 x 10-17 ym e a
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espessura da parede com 1-1,5 um, é lisa e hialina (HUSEYIN; SELCUK, 2004;
GALLETI; REZENDE, 2016; SILVA et al., 2019; PARTHASARATHY et al., 2020).

Essa doenca é a de maior importancia na figueira e pode afetar o crescimento
das plantas e a produtividade. Geralmente afeta as folhas da figueira e pode causar
pouco ou nenhum dano as frutas (AVASTHI et al., 2023). A cultura do figo sofre perdas
significativas quando atacada por esse patégeno. Em estagio avangado da doenca,
as manchas coalescem e formam manchas necréticas nas folhas que caem
prematuramente, deixando galhos nus e frutos verdes. Os frutos de uma arvore
completamente desfolhada ndo sédo capazes de amadurecer (GALLETI; REZENDE,
2005; PARTHASARATHY et al., 2020). A ferrugem da figueira pode causar perdas de
80% da producao (MEDEIROS, 2002) além de reduzir o valor comercial dos frutos
(GALLETI; REZENDE, 2016).

2.2.3. Ciclo da doenca e epidemiologia

Os fungos causadores de ferrugem sao parasitas biotr6ficos obrigatorios,
altamente especificos, que dependem inteiramente de plantas hospedeiras vivas para
completar seu ciclo de vida. S&do de importancia econémica em varias culturas
agricolas como cereais, leguminosas e arboreas. Seus urediniésporos sao
transportados pelas correntes de vento e depositados na superficie do hospedeiro,
em seguida produzem tubo germinativo, quando entram em contato com agua livre na
superficie da planta, os quais se alongam até formar o apressério (KOLMER;
ORDONEZ; GROTH, 2009). Os urediniésporos sdo produzidos em grande numero
com elevado potencial de dispersao (NASCIMENTO et al., 2012). Possuem paredes
celulares espessadas com equinulas (WANG, YANGE; MA, 2010). Aos 7-10 dias apds
a infeccgéo inicial, o micélio no tecido do hospedeiro forma células esporogénicas no
espaco intercelular rompendo a superficie da epiderme (KOLMER; ORDONEZ;
GROTH, 2009) dando inicio a formagao de urédias.

Em amoreira o ciclo da ferrugem nao é completamente conhecido, ndo havendo
relato, até o momento, de hospedeiro alternado. Assim, os urediniésporos sdo os
esporos que infectam os hospedeiros (GUPTA; TEWARI; DATTA, 1994). Por outro
lado, na ferrugem da figueira, foi observada tanto a formagao de télias e teliésporos
quanto de urédias e urediniésporos (PARTHASARATHY et al., 2020).


https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/nph.12570#nph12570-bib-0107
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/nph.12570#nph12570-bib-0153
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A formacdo de urédias na figueira representa o principal estagio infectivo
(GALLETI; REZENDE, 2016) com subsequente formacao de télias, essa segunda
menos relatada (PARTHASARATHY et al., 2020). Nao ha registro de outras fases
como espermogonia e aécio (PARTHASARATHY et al., 2020).

Os primeiros sintomas da doenga na amoreira manifestam-se entre 12 dias
apés a inoculacao (DAI) (GONCALVES et al., 2023), podendo se estender para 20-21
dias em condigcdes desfavoraveis para a cultura (SRIKANTASWAMY; GUPTA;
REKHA, 2006). Na figueira, os sintomas sao observados de 6 a 7 DAl e o tempo de
incubagédo pode se prolongar até 12 DAI, caso as condicbes ndo sejam favoraveis
para a cultura (CZAJA et al., 2021).

2.2.4. Controle da ferrugem em amoreira e figueira

As cultivares de amoreira existentes sdo suscetiveis a ferrugem das folhas.
Estudos recomendam que medidas de controle sejam tomadas antes dos primeiros
50 dias pds-poda, especialmente durante as estacdes chuvosas e fria (NAIK et al.,
2008). O controle efetivo da doencga contribui para evitar a perda do rendimento foliar
em amoreiras. O uso de fungicidas é o método mais usual no manejo de doencgas nas
amoreiras, na auséncia de cultivares resistentes (POOJASHREE; ARUNAKUMAR,;
GNANESH, 2021). Embora o uso de produtos quimicos ainda seja sugerido para o
controle de doencas nas amoreiras, muitos agricultores hesitam em usar esses
métodos regularmente devido a preocupacéo com a toxicidade residual e os possiveis
efeitos nocivos ao bicho-da-seda (NAIK et al., 2008; MANJUNATH et al., 2023).
Atualmente, os esforcos de melhoramento estdo prioritariamente voltados para o
desenvolvimento de variedades que combinam alto rendimento foliar com
adaptabilidade ambiental, o que € crucial para atender as demandas atuais do uso da
cultura (MANJUNATH et al., 2023). Em um segundo plano busca-se desenvolver
variedades resistentes a doencgas. O melhoramento genético tradicional enfrenta
desafios devido a complexidade genética da resisténcia a doencgas, a limitada
disponibilidade de germoplasma resistente e a baixa heranga das caracteristicas
desejadas em amoreiras. Além disso, o mecanismo pelo qual as amoreiras se
defendem de patégenos ainda nao foi completamente elucidado (FANG et al., 2019).

Na figueira nao é diferente, a pratica mais comum e eficaz para o controle da

ferrugem é a aplicacéo de fungicidas, que deve ser feita desde o periodo de dorméncia
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da planta até a colheita. O processo comeg¢a com um tratamento de inverno apos a
poda. Com o inicio da brotacdo, recomenda-se realizar pulverizagdes a cada duas
semanas, alternando produtos como mancozeb, azoxistrobina, hidréxido de cobre,
oxicloreto de cobre, tebuconazole, dentre outros. Durante a fase vegetativa, quando
as brotacdes tém entre 10 a 15 cm, é essencial pulverizar toda a folhagem, focando
especialmente na parte inferior das folhas para um controle mais eficaz da doenca
(LORENZETTI, 2011; MEZZALIRA et al, 2015). Medidas de controle com base em
métodos culturais também podem ser adotados no manejo da ferrugem da figueira
podendo-se citar a remogéo e destruicdo de folhas e frutos infectados, plantio de
arvores em locais secos e com pleno sol e irrigacao feita de preferéncia pela manha
(AVASTHI et al., 2023).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e cultivo de mudas de figueira e amoreira

Mudas de figueira (Ficus carica) da cv. Figo Roxo de Valinhos, de
aproximadamente 30 cm de altura, obtidas a partir de estaquia. As mudas foram
transplantadas para vasos de plastico de 7 L, contendo 6 L de substrato esterilizado,
e mantidas em casa-de-vegetacdo com uma temperatura média do ar de 25 + 5°C.

As mudas de amoreira (Morus nigra) foram produzidas por estaquia, de plantas
cultivadas no campo experimental do Departamento de Producéo Vegetal da ESALQ-
USP, localizado no municipio de Piracicaba-SP (22°42°'28.5” S, 47°37'43.0” O).
Estacas com trés gemas foram colhidas de ramos novos, plantadas em vasos de
plastico de 7 L, contendo 6 L de substrato esterilizado e mantidas em casa-de-
vegetacao com temperatura média de 25 + 5°C.

As adubacobes foram realizadas quinzenalmente com 5 g de adubo N-P-K 10-
10-10 e 50 mL, por vaso, de solu¢ao nutritiva contendo 8% de N; 3% P20s; 8% de
K20; 0,2% de B; 1% de Ca; 0,08% de Cu; 0,1% de Fe; 1% de Mg; 0,2% de Mn; 0,05%
de Mo; 0,4% de Zn e 6% de carbono organico.

3.2 Obtencao e manutencao dos isolados de Cerotelium fici

O in6culo de C. fici, oriundo de figueira, foi coletado a partir de folhas da cultivar
Figo Roxo de Valinhos, cultivadas no campo experimental do Departamento de
Producéo Vegetal da ESALQ-USP. Uredinidsporos presentes nas folhas sintométicas
foram coletados com uma leve agitacéo das folhas sobre um béquer de 1000mL; sem
haver necessidade de destacar as folhas sintomaticas das plantas para a coleta. Os
urediniésporos foram transferidos para 100 mL de agua deionizada com Tween 20
(0,05%) para producéao da suspensao. A suspensao do indculo foi ajustada para uma
concentragdo de 5x10* urediniésporos.mL' e imediatamente aspergida em plantas
sadias, as quais foram ensacadas com sacos plasticos umedecidos, para garantir a
camara umida, e alocadas em camara escura por 24 h a 23°C. Apés esse periodo, as
camaras Umidas foram retiradas e as plantas foram colocadas em casa-de-vegetagao
especifica para a multiplicacdo do inéculo. A renovacdo do inoculo foi feita
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quinzenalmente, a fim de ter urediniésporos disponiveis e viaveis para os futuros
ensaios.

O in6culo de C. fici proveniente de amoreira, da espécie Morus nigra, vem
sendo mantido, desde 2020, em mudas de amoreira em casa-de-vegetagdo no campo
experimental do Departamento de Fitopatologia e Nematologia da ESALQ/USP. A
manutengdo do inoculo foi realizada usando a mesma metodologia descrita
anteriormente, para o in6culo da figueira. Plantas de amoreira foram mantidas em
outra casa-de-vegetacao, separada do inéculo proveniente da figueira, para que nao
houvesse contaminacao. A multiplicacdo do indculo foi feita semanalmente a fim de
ter uredinidsporos disponiveis e viaveis para 0s ensaios.

A viabilidade dos urediniésporos de C. fici oriundas de figueira e de amoreira
foi quantificada por meio da germinagdo de esporos conforme descrito

detalhadamente no item 3.4.

3.3 Germinacao de urediniosporos de Cerotelium ficiem Microscoépio Eletrénico
de Varredura (MEV)

Para esse ensaio, cinco folhas maduras de figueira e de amoreira foram
destacadas de plantas cultivadas em casa-de-vegetacdo e desinfestadas
superficialmente por imersao sequencial em alcool 70% por 30 s e em hipoclorito de
sédio 0,1% por 30 s. As folhas foram lavadas trés vezes em agua deionizada, e secas
em temperatura ambiente, sobre papel toalha por aproximadamente 30 min. As folhas
foram transferidas para caixas plasticas tipo Gerbox (20 x 20 cm), sobre papel filtro
umedecido e inoculadas com 100 yL de suspensao de C. fici proveniente de amoreira,
na concentracdo de 5x10* urediniésporos.mL' aplicado sobre as folhas de figueira e
amoreira. Com auxilio de uma micropipeta, gotas da suspenséo foram depositadas
em duas areas de 1 cm? por folha previamente delimitadas. O mesmo processo foi
repetido para inéculo de C. fici proveniente de figueira, aplicado em amoreira e
figueira. No tratamento da testemunha foi depositada uma gota de 100 uL de agua
deionizada em cada area. As caixas plasticas foram cobertas e mantidas no escuro,
por 24 h, a 23°C. Apls esse periodo, dois fragmentos (0,5 x 0,5 cm) das areas
inoculadas das folhas foram coletados. As amostras foram fixadas em solucao de
Karnovsky, durante sete dias, desidratadas em série etilica (10%, 30%, 50%, 70%,
90% e 100% de etanol), secas ao método do ponto critico de CO2, montadas em
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suportes de aluminio sobre fitas de carbono dupla face e cobertas com uma camada
de ouro de 30 a 40 nm em metalizador (MED 010, Balzers Union, Carlsbad, EUA). As
andlises e a digitalizacdo das imagens foram realizadas em Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV) (JSM-IT300, JEOL, Téquio, Japao), operado a 20 kv com as escalas
impressas diretamente nas eletromicrografias. A porcentagem de germinacao de
urediniésporos e a porcentagem de formacao de apressoérios foram avaliadas para os
primeiros 100 urediniésporos observados em cada amostra. Foram considerados
germinados os urediniésporos que apresentaram tubo germinativo de tamanho igual
ou maior ao seu diametro. Essa etapa foi realizada no Laboratério de Microscopia
Eletrénica Prof. Dr. Elliot Watanabe Kitajima, localizado na ESALQ-USP.

3.4 Inoculacao das plantas

Os urediniosporos foram coletados sete dias apds o aparecimento dos
primeiros sintomas e suspensos em agua deionizada com Tween 20 (0,05%), sendo
a concentragdo ajustada para 5x10* urediniosporos.mL'. A suspensido de
uredinidsporos foi pulverizada nas folhas das plantas hospedeiras com um
pulverizador NS 19/26 (LENZ, Wertheim, Alemanha), acoplado a um atomizador
elétrico (Marconi, Brasil) a pressdao de 100 kPa, até o ponto de escorrimento
superficial. Imediatamente apds a inoculacao, as plantas foram cobertas com sacos
plasticos umidos. Em seguida, as plantas foram mantidas em uma camara escura a
23°C, por 24 h. Apos este periodo, os sacos plasticos foram retirados e as plantas
foram transferidas para casa-de-vegetacao com temperatura média do ar de 25 + 5°C.
Como tratamento controle, em todos o0s ensaios, cinco plantas de cada espécie foram
pulverizadas com agua deionizada com Tween 20 (0,05%), e mantidas nas mesmas
condicbes das plantas inoculadas. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com cinco repeticdes, sendo cada repeticao representada
por uma planta envasada de cada hospedeiro. Os experimentos foram repetidos uma
vez no tempo.

A viabilidade dos in6culos de C. fici, provenientes de amoreira e de figueira, foi
quantificada por meio da germinacao dos uredinidsporos in vitro. Trés gotas de 50 uL
da suspensao de urediniésporos de C. fici, provenientes de um dos hospedeiros,
foram depositadas em placas de Petri de poliestireno (90 x 15 mm), que continha meio
agar-agua (16 g agar por litro de agua deionizada). As placas de Petri foram
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acondicionadas nas mesmas condi¢bes das plantas. Para a avaliagdo da germinagéao
foram considerados germinados os uredinidésporos que apresentaram o comprimento
do tubo germinativo igual ou maior que seu didmetro. Foram utilizadas 3 repeticoes
por experimento onde cada placa de Petri consistiu de uma repeticao.

As inoculagdes cruzadas foram realizadas em casa-de-vegetacao separadas,
e em datas diferentes para diminuir o risco de contaminac¢ao durante a condugéo dos
ensaios. O inéculo proveniente da amoreira foi coletado e inoculado em mudas sadias
de figueira e de amoreira e, em outro momento, e em casa-de-vegetacao separada,
foi usado o inéculo proveniente de figueira, inoculado em mudas sadias de figueira e
amoreira como representado no esquema da Figura 1.

Isolado da amoreira Isolado da figueira

CFM M. nigra CFM F. carica CFF M. nigra CFF F. carica

Figura 1. Esquema de inoculagdo cruzada dos isolados de Cerotelium fici derivados
de figueira (CFF) e amoreira (CFM) inoculados em Ficus carica e Morus nigra.

3.5 Avaliacoes morfoldgicas de Cerotelium fici

Este estudo foi realizado no laboratério de Epidemiologia da ESALQ. Para
avaliagbes quantitativas, os urediniésporos foram coletados sete dias apds o
aparecimento das primeiras lesées esporulantes em figueira e em amoreira. Em uma
lamina de vidro foi depositada uma gota de lactoglicerol. Os urediniésporos foram
adicionados em seguida apds movimentos circulares, a suspensao foi coberta por
uma laminula. As medidas do comprimento, da largura e da espessura da parede
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celular de 100 esporos de cada isolado foram determinadas com software de imagem
ZEN em um microscépio de luz ZEISS Axio Lab.A1 com um aumento de 400x, usando
campo claro e contraste de interferéncia diferencial. As imagens foram obtidas com
uma camera Axiocam 503 color ZEISS.

3.6 Colonizacao de tecido foliar do hospedeiro por Cerotelium fici

Para a avaliacdo da colonizacao pelo patégeno, foi destacada uma folha com
sintomas de cada vaso dos ensaios. As folhas foram coletadas em diferentes dias
(Tabela 1). Duas amostras com lesdes foram coletadas de cada folha. As areas com
les6es foram avaliadas em estereomicroscopio, antes e apos coloragdo. Amostras de
folhas doentes de figueira e amoreira foram incubadas em solugao de azul de tripano
0,025% (glicerol, acido latico, agua e etanol na proporgéo de 1:1:1:7) por 24 h a 60°C.
Em seguida, as amostras foram imersas em solucéo de hidrato de cloral (2,5 g.mL™")
por 3 dias. A coloragcao com azul de tripano em combinacdo com a descoloracdo com
hidrato de cloral possibilita a visualizacdo do crescimento de hifas de fungos no interior
do tecido foliar. Apds o processamento das amostras, as imagens das lesées em
figueira e amoreira foram obtidas em um estereomicroscopio ZEISS SteREO
discovery com luz externa ZEISS, modelo CL4500 led. As areas das lesbes foram
estimadas usando o software ZEN.

Tabela 1. Datas de inoculacdo de cada experimento e dia da coleta foliar para
avaliagdo das variaveis de colonizacao dos tecidos e esporulagéo.

Combinacéao Experimento Data da Dias apos
inoculacao inoculacao (DAI)
CFM x M. nigra / F. carica 1 12/01/2024 42 /42
CFM x M. nigra / F. carica 2 15/02/2024 46 /23
CFF x M. nigra/ F. carica 1 30/01/2024 -/20
CFF x M. nigra/ F. carica 2 19/02/2024 -/23

3.7 Componentes monociclicos

Os componentes monociclicos avaliados foram o periodo de incubagéo, a
quantidade de lesbes (niumero de lesdes esporulantes por folha), a severidade da
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doenca (proporcdo de area lesionada na area foliar) e a esporulagédo das lesdes
(numero de uredinidsporos por pustula).

Apé6s a inoculagdo, as plantas foram observadas a cada dois dias até o
aparecimento dos primeiros sintomas e semanalmente até a estabilizacdo dos
sintomas. O periodo de incubacgéo foi estimado com o periodo de tempo entre a
deposicao do indculo e o aparecimento dos primeiros sintomas.

A severidade foi estimada com auxilio de escala diagramatica para ferrugem
da amoreira e outra para ferrugem da figueira, ambas desenvolvidas pelo laboratério
de epidemiologia da ESALQ/USP, e que estdo em fase de validagao para publicacéo;
essa avaliacdo foi realizada ao final de cada experimento. O numero de lesdes
esporulantes foi estimado pela contagem do numero total de pustulas presentes na
folha, a contagem foi feita no quarto dia apds o aparecimento dos primeiros sintomas.

3.8 Analises estatisticas

Apés a coleta dos dados, a andlise descritiva foi feita por meio de visualizacao
gréfica, incluindo o uso de boxplots, para destacar as propriedades intrinsecas do
conjunto de dados. A construcdo dos graficos foi realizada utilizando-se o ambiente
estatistico R (R Core Team, 2024).
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4. RESULTADOS

4.1 Condicoes ambientais

As condigdes ambientais durante a condugao dos experimentos apresentaram
grandes oscilagées na temperatura (22 a 28 °C) e na umidade relativa do ar (50 a
95%) (Figura 2). Condicdes de mais baixa umidade relativa (<60%) foram registradas
nos primeiros dias do experimento no ambiente 1, onde foi conduzido o primeiro
experimento do isolado da amoreira (CFM) (Figura 2, ambiente 1). No ambiente 2 foi
conduzido o segundo experimento com o isolado CFM e o ambiente 3 recebeu o
segundo experimento com o isolado da figueira (CFF). O primeiro experimento com o
isolado CFF nao teve coleta de dados devido a desativagao do termo-registrador. Nos
ambientes 2 e 3, quando houve registro, as condi¢cdes de umidade oscilaram menos
do que o ambiente 1, variando na maior parte dos dias de 85 a 95%). A temperatura
foi ligeiramente mais baixa no ambiente 3, variando de 22 a 25 °C.
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Figura 2. Valores de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) registrados em
casas-de-vegetacao onde os experimentos foram realizados. O primeiro experimento
com o isolado de amoreira (CFM) foi conduzido no ambiente 1; 0 segundo experimento
com o isolado de amoreira (CFM) foi conduzido no ambiente 2 e 0 ambiente 3 foi
usado para o segundo experimento com o isolado de figueira (CFF). Flechas
vermelhas indicam o dia que iniciou a desfolha nas plantas de figueira.
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4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Urediniésporos dos isolados CFM e CFF apresentaram elevada taxa de
germinacao em Morus nigra e Ficus carica (Figuras 3 e 4). No primeiro experimento,
a germinacao meédia de uredinidsporos foi de 89,9% em CFM x M. nigra e 90,4% em
CFM x F. carica, enquanto que para as combinagées CFF x M. nigrae CFF x F. carica
os valores de germinacao foram de 78% e 96,6%, respectivamente. No segundo
experimento, o isolado CFM manteve taxa de germinacao elevada, com 88,5% em M.
nigra e 86,9% em F. carica. O isolado CFF, por sua vez, apresentou 91,9% e 86,3%
de germinagcado em M. nigra e F. carica, respectivamente.

O isolado CFM apresentou 52% de apressorios formados nos urediniésporos
germinados em M. nigra e 47,2% em F. carica, enquanto o CFF teve 52,7% em F.
carica e apenas 5,8% em M. nigra no primeiro experimento. No segundo experimento,
o isolado CFM mostrou valores de 51,9% e 62,3% de apressorios formados em M.
nigra e F. carica, respectivamente, e o isolado CFF apresentou 38,3% e 2,5% de
apressorios formados em F. carica e M. nigra, respectivamente.

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram claramente a formagéo de
apressorios na extremidade do tubo germinativo nas combinacdes CFF x F. carica,
CFM x F. carica e CFM x M. nigra. No entanto, na combinacdo CFF x M. nigra,
observou-se apenas a formacao do tubo germinativo, conforme indicado na figura.
Essa condicdo de baixa formacdo de apressoérios foi consistente em todas as
avaliacbes dessa combinacao, além de apresentar um tamanho reduzido do tubo

germinativo.
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Figura 3. Germinagéo (%) de uredinidésporos (A) e formagdo de apressério (B) de

Cerotelium fici oriundas de inoculacdes cruzadas das combinagdes CFF x F. carica,

CFF x M. nigra, CFM x F. carica e CFM x M. nigra avaliadas a partir de micrografias

obtidas em microscopio eletrénico de varredura. Cada caixa representa o intervalo

interquartil, a linha dentro da caixa é a mediana, e os "whiskers" (linhas verticais)

indicam a amplitude dos dados, excluindo os outliers. Outliers sao representados por

pontos individuais fora dos "whiskers".



Figura 4. Micrografias obtidas a partir de microscopia eletrénica de varredura com a
germinacdo de uredinidosporos (Ur), de Cerotelium fici evidenciando o
desenvolvimento do tubo germinativo (Tg) e a formagédo de apressoério (Ap) com
entrada ou ndo no hospedeiro via estémato (Est) nas combinagdes de inoculagcao
cruzada. Isolado proveniente de amoreira (CFM) inoculado em M. nigra (A). Isolado
proveniente da figueira (CFF) inoculado em M. nigra (B). Isolado proveniente da
amoreira (CFM) inoculado em F. carica (C). Isolado proveniente da figueira inoculado

em F. carica (D).

4.3 Morfologia de urediniéosporos

Nao houve formacéo de pustulas do isolado CFF inoculado em M. nigra nos
dois experimentos realizados, portanto ndo houve produgdo de esporos na
combinacao cruzada do CFF x M. nigra, nao havendo assim a avaliacao desta variavel
resposta e das demais seguintes.

A analise morfologica dos urediniésporos dos isolados CFM e CFF (Figura 5)
mostrou pequena variacao entre os isolados e as plantas hospedeiras. O comprimento
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médio dos urediniosporos de CFM x F. carica foi de 21,9 um enquanto o comprimento
médio de urediniésporos de CFM x M. nigra foi de 22,5 um. O CFF x F. carica produziu
urediniésporos maiores que os demais, com 25 um de comprimento. A largura dos
uredinidsporos do isolado CFM também mostrou baixa variagdo entre M. nigra e F.
caricacom médias de 17,9 e 17,2 um, respectivamente. Para CFF x F. carica a média
da largura dos uredinidsporos foi de 18 um. A espessura meédia da parede celular de
CFM x M. nigrae CFF x F. caricafoide 0,9 um, e o CFM x F. carica similar aos demais

com 0,8 pm.
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Figura 5. Morfometria de urediniésporos de Cerotelium fici provindos das inoculagdes
cruzadas, resultando nas combinag¢des CFF x F. carica, CFM x F. carica, CFM x M.
nigra: Comprimento (um) (A), largura (um) (B) e espessura da parede celular (um) (C)
dos urediniésporos. Cada caixa representa o intervalo interquartil, a linha dentro da
caixa é a mediana, e os "whiskers" (linhas verticais) indicam a amplitude dos dados,
excluindo os outliers. Outliers sdo representados por pontos individuais fora dos
"whiskers".

4.4 Colonizacao de tecidos

As lesOes foliares apresentaram variagdes entre as combinagdes cruzadas de
patdgeno-hospedeiro (Figura 7). Lesoes foliares do isolado CFM tiveram médias de
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2,28 mm2em M. nigrae 4,05 mm2 em F. carica no primeiro experimento. A area média
de lesbes de CFF foi de 1,77 mm2 em F. carica, no primeiro experimento. No segundo
experimento, o isolado CFM apresentou lesées de 2,38 mm2 e 2 mm2 em M. nigra e
F. carica, respectivamente; enquanto o isolado CFF teve area média de 4,39 mmz2 em
F. carica (Figura 6).
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Figura 6. Medidas da area da lesao foliar (mm=?) causada nas combinacdes CFF x F.
carica, CFF x M. nigra, CFM x F. carica e CFM x M. nigra, antes da coloracao com
azul de tripano (A). Area colonizada (mm?) por hifas has mesmas combinacdes apds
a coloracao com azul de tripano (B). Razao entre area lesionada e area colonizada
que apresenta quantas vezes a mais houve de crescimento micelial (C). Cada caixa
representa o intervalo interquartil, a linha dentro da caixa € a mediana, e os "whiskers"
(linhas verticais) indicam a amplitude dos dados, excluindo os outliers. Outliers s&o
representados por pontos individuais fora dos "whiskers".

A éarea colonizada pelo isolado CFM foi de aproximadamente 2,87 mm2 em M.
nigra e 4,89 mm2 em F. carica. A area colonizada pelo isolado CFF foi de 2,43 mm?
em C. fici, no primeiro experimento. No segundo experimento, a area colonizada por
CFM foi de 2,89 mm?2 e 4,39 mm2 em M. nigra e F. carica, respectivamente, enquanto
a area colonizada por CFF aumentou para 11,4 mm2 em F. carica.
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Conjunto 1 Conjunto 2

Figura 7. Lesbes resultantes das inoculagdes cruzadas sdo apresentadas para o
primeiro experimento (Conjunto 1) e o segundo experimento (Conjunto 2). No
Conjunto 1, as imagens demonstram a lesao foliar pré-coloracao (a esquerda) e pos-
coloragdao com azul de tripano (a direita), revelando a colonizagédo das hifas no tecido
hospedeiro. O Conjunto 2 segue a mesma metodologia de visualizagdo. As lesdes
decorrentes da inoculagédo do isolado CFM, originario de amoreira, em Morus nigra
séo ilustradas nas subfiguras A, B, G e H. As lesGes resultantes da inoculagdo do
mesmo isolado em Ficus carica sdo mostradas nas subfiguras C, D, | e J. As lesbes
oriundas da inoculacao do isolado CFF, proveniente de figueira, em F. carica sao
representadas nas subfiguras E, F, K e L. Escala da barra: 1 mm.

A relacdo entre a area colonizada e a area da lesdao é uma relagdo de quantas
vezes a mais houve crescimento micelial no tecido do hospedeiro comparado com o
tamanho da lesdo visual. Essa variavel resposta apresentou que o CFM x M. nigra
teve um crescimento micelial no tecido foliar do hospedeiro, nos experimentos 1 e 2
de 1,28 e 1,26 vezes superior a lesao visual; e para CFM x F. carica teve um
crescimento de hifas no tecido foliar de 1,19 e 2,43 vezes superior a area da leséao
visual. O CFF x F. carica mostrou um crescimento de hifas no tecido foliar de 1,42 e
2,61 vezes superior comparado com a area da lesao visual.
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4.5 Componentes monociclicos

Os primeiros sintomas surgiram tardiamente aos 19 dias apés inoculagao (DAI)
em CFM x M. nigra e 11 DAl em CFM x F. carica, no primeiro experimento. No
segundo experimento os sintomas apareceram, aos com 11 e 7 DAl em CFM x M.
nigra e CFM x F. carica, respectivamente. Os primeiros sintomas em CFF F. carica
surgiram aos 7 e 6 DAI, no primeiro e segundo experimento, de modo respectivo.

Os sintomas em CFM x M. nigra iniciaram com pontuac¢des acinzentadas nas
folnas e evoluiram para coloragdo marrom-claras e as lesbes com formato
arredondado, rodeadas ou nao por halo clorético (Figura 8). Em CFM x F. carica, 0s
sintomas inicialmente surgiram com coloracdo marrom-clara evoluindo para marrom-
escura e com lesdes angulares sem formacgao de halo clorético. Para CFF x F. carica
0s sintomas iniciaram com coloragdo marrom-clara e evoluiram para marrom-escura

com lesdes angulares e sem formacao de halo clorético.
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CFM M. nigra

CFM F. carica

CFF F. carica

Figura 8. Caracteristicas das lesdes formadas nas inoculagdes cruzadas. Lesdes em
amoreira formadas a partir da inoculagdo com o isolado oriundo da amoreira (A),
lesbes em figueira formadas a partir da inoculagdo com o isolado oriundo da amoreira
(B) e lesdes em figueira formadas a partir da inoculagdo com o isolado oriundo da

figueira (C).
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A média da contagem total de lesées por folha para o isolado CFM x M. nigra
foi de 5,67 lesdes/folha; e para CFM x F. carica foi de 89,33 lesdes/folha no primeiro
experimento. J&4 no segundo experimento houve um aumento do niumero de lesbes
por folha para 553,87 e 5.180,9, respectivamente. Quanto ao isolado CFF nos
experimentos 1 e 2 teve um numero médio de lesdes por folha de F. carica de 2.160,3

e 726,93, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Namero total de lesbes por folha resultante das combinagbes cruzadas de
CFF x F. carica, CFF x M. nigra, CFM x F. carica e CFM x M. nigra. Cada caixa
representa o intervalo interquartil, a linha dentro da caixa é a mediana, e os "whiskers"
(linhas verticais) indicam a amplitude dos dados, excluindo os outliers. Outliers s&o

representados por pontos individuais fora dos "whiskers".
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A severidade média de CFM foi de 0,047% em M. nigra e de 8,45% em F. carica
no primeiro experimento (Figura 10). O isolado CFF resultou em 27,2% de severidade
em F. carica, valores esses obtidos no primeiro experimento. Para o segundo
experimento, o isolado CFM atingiu uma severidade média de 8,4% em M. nigra e

32,2% em F. carica, enquanto o CFF F. carica teve 12,2% de severidade média.
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Figura 10. Severidade (%) das combinac¢des cruzadas de CFF x F. carica, CFF x M.
nigra, CFM x F. caricae CFM x M. nigra. Cada caixa representa o intervalo interquartil,
a linha dentro da caixa € a mediana, e os "whiskers" (linhas verticais) indicam a
amplitude dos dados, excluindo os outliers. Outliers sdo representados por pontos

individuais fora dos "whiskers".
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O numero médio de uredinidésporos de C. fici produzidos por lesao (Figura 11)

pelo isolado CFM no primeiro experimento foi de 3354,5 e de 704 em M. nigrae F.

carica, respectivamente. No segundo experimento foram produzidos 3466,3 e 44,8

nos mesmos hospedeiros. A esporulacdo média de CFF x F. carica foi de 1920,4 e

2133,6 nos experimentos 1 e 2, respectivamente.
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Figura 11. Namero total de urediniésporos de Cerotelium fici produzidos por pustula

resultante das combinacdes cruzadas de CFF x F. carica, CFF x M. nigra, CFM x F.

caricae CFM x M. nigra. Cada caixa representa o intervalo interquartil, a linha dentro

da caixa é a mediana, e os "whiskers" (linhas verticais) indicam a amplitude dos dados,

excluindo os outliers. Outliers sdo representados por pontos individuais fora dos

"whiskers".
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5. DISCUSSAO

O isolado CFM apresentou taxas de germinacao consistentemente altas em
ambas as plantas, enquanto que o isolado CFF demonstrou preferéncia marcante por
F. carica, evidenciada por taxas de germinagéo e formagéao de apressorios maiores
nesse hospedeiro. Em um trabalho realizado por Yong et al. (2019), a germinagéao dos
urediniésporos de Austropuccinia psidii resultou em 76,5 a 100% e 68,0 a 84,9% dos
urediniéosporos germinados em Eucalyptus globulus e Eucalyptus obliqua,
respectivamente, e mais de 70,0% dos urediniésporos germinados formaram
apressorios, valores similares aos obtidos nas combinagdes CFM x M. nigra, CFM x
F. carica e CFF x F. carica.

A reduzida formacdo de apressorios dos urediniosporos germinados na
combinacao heteroespecifica de CFF M. nigra sugere uma inibicdo na formagéo de
apressorio por parte da planta em sua superficie foliar, possivelmente por haver um
mecanismo de defesa da planta ja na fase da deposicao do patégeno no limbo foliar
(WALLING, 2009), diferentemente da combinacado heteroespecifica em CFM x F.
carica que o hospedeiro alternativo apresentou alta suscetibilidade ao patdégeno. As
plantas possuem mecanismos de defesa pré-haustoriais e p6s-haustoriais associados
ao ndo-hospedeiro (YONG et al., 2019). A resisténcia ndo-hospedeira € definida como
a resisténcia de todos os genétipos de uma determinada espécie vegetal contra todos
0s gendtipos de uma espécie fungica para a qual ela ndo é considerada hospedeira
(GOELLNER et al., 2010).

Um caso semelhante a combinacdo hetoroespecificas CFF x M. nigra é
apresentado no patossistema Austropuccinia psidii, onde dois isolados desse
patdgeno foram coletados de maca-rosa e goiabeira para realizacdo de inoculagao
cruzada e na realizagdo da avaliacdo de germinacao de uredinidésporos e formacao
de apressério dos urediniésporos germinados foi observado altas porcentagens de
germinacao de urediniésporos em todos 0s experimentos, no entanto, a porcentagem
de formacado de apressérios foi menor nas combinacées hetoroespecificas
(MORALES et al., 2024). E bem conhecido que a formagéao de apressérios em fungos
de ferrugem responde a alteragdes topograficas e quimicas na superficie das folhas
(READ et al., 1997). E possivel que a superficie da folha da maga-rosa tenha inibido
ou nao estimulado a formacao de apressérios do isolado de A. psidii derivado da

goiabeira com a mesma eficiéncia que o isolado da macga-rosa, e vice-versa
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(MORALES et al., 2024). Algo semelhante a isso pode ter acontecido na combinagéo
CFF x M. nigra.

O periodo de incubacao comumente relatado para a ferrugem em amoreiras é
de aproximadamente 12 dias, um periodo longo que se assemelha ao tempo de
incubacao da ferrugem causada por C. ficiem amoreira-branca (SRIKANTASWAMY;
GUPTA; REKHA, 2006). Em figueira, foi documentado um periodo de incubagao da
ferrugem de 6 dias (CZAJA et al., 2021), valor semelhante ao encontrado em plantas
de figueira quando inoculadas com os isolados CFM e CFF. Resultados semelhantes
a esses foram relatados para a ferrugem da videira, a qual apresenta um periodo de
incubagédo de 5 a 7 dias em experimentos realizados em ambiente controlado
(ANGELOTTI et al., 2014; PRIMIANO; AMORIM, 2020). No entanto, em condicdes de
campo, Naruzawa et al. (2006) observaram os primeiros sintomas de ferrugem em
videiras aos 11 dias apds a inoculagéo. A temperatura também desempenha um papel
importante na ferrugem asiatica da soja, podendo causar variagdes no periodo de
incubacgao variando de 6 a 14 dias (PIVONIA; YANG, 2006; DANELLI; REIS, 2016;
PRIMIANO; AMORIM, 2020).

Os urediniésporos oriundos das inoculagbes cruzadas apresentaram
similaridade em sua morfometria. Valores semelhantes para comprimento, largura e
espessura da parede celular de uredinidsporos de C. fici foram relatados em
combinacoes co-especificas para M. nigra (GONCALVES et al., 2023) e para F. carica
(PARTHASARATHY et al., 2020).

A interacdo entre um patégeno e seu hospedeiro € um fendmeno complexo e
multifacetado, que pode variar significativamente dependendo do isolado do patégeno
e do hospedeiro em questdao. Um exemplo disso é a interacao entre o isolado CFM
nos hospedeiros M. nigra e F. carica. Na combinacgéo co-especifica CFM x M. nigra,
as lesdes foram pequenas, resultantes da menor capacidade do isolado de colonizar
o tecido do hospedeiro quando comparada a combinacao heteroespecifica de CFM x
F. carica. I1sso sugere que M. nigra apresenta resisténcia ndo-hospedeira ao patégeno
C. fici do que F. carica. Em suma, o isolado obtido de F. carica apresentou
especificidade para a figueira e a figueira se apresentou mais suscetivel ao isolado
obtido de M. nigra do que a prépria amoreira.

A especificidade do patégeno em combinagdes heteroespecificas é ainda mais
evidenciada pela auséncia de doenca em CFF x M. nigra e pela baixa esporulacéo do
isolado CFM em F. carica, comparativamente a combinacdo CFM x M. nigra, que
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apresentou elevada esporulagao. A alta esporulagdo de CFM x M. nigra sugere um
mecanismo de sobrevivéncia do patdégeno visto que o crescimento do patégeno no
hospedeiro € sempre mais baixo quando comparado com CFF x F. carica. O patégeno
da ferrugem pode apresentar um pico de producao de esporos quando o crescimento
da lesao é limitado (PRIMIANO; AMORIM, 2020).

Um exemplo notavel de especificidade em patossistemas é observado no
patossistema A. psidii x maga-rosa e A. psidii x goiabeira, como citado anteriormente,
do qual foi visto que na combinacdo heteroespecifica, ambos os isolados foram
capazes de causar lesdes, mas nao de produzir esporos (MORALES et al., 2024). A
incapacidade do isolado de A. psidii da goiabeira de esporular na macga-rosa, e vice-
versa, tem implicacdes significativas no progresso da ferrugem da murta em campo,
pois 0s hospedeiros alternativos nao contribuirdo para o aumento do in6culo para o
hospedeiro principal (MORALES et al., 2024).

Os valores de crescimento micelial no tecido do hospedeiro nas combinag¢des
CFM x M. nigrae CFM x F. carica, foram semelhantes aos causados na ferrugem da
videira. Além disso, o crescimento micelial de CFF x F. carica foi comparavel ao
observado na ferrugem asiatica da soja, onde se desenvolveu mais intensamente
dentro do tecido do hospedeiro do que na ferrugem da videira (PRIMIANO et al.,
2019).

Os sintomas observados em CFF x F. carica foram semelhantes aos descritos
por (CZAJA et al., 2021). J& os sintomas em CFM x M. nigra foram semelhantes aos
descritos por Gongalves et al. (2023). Os sintomas observados em CFM x F. carica
foram analogos aos sintomas CFF x F. carica, fortalecendo, dessa forma, a ideia de
que o padrao sintomatico da doenca depende do hospedeiro.

O alto numero de lesbes observados em F. carica, quando inoculado tanto pelo
isolado CFM quanto pelo CFF mostra o quanto esse hospedeiro é suscetivel aos dois
isolados da espécie C. fici, diferentemente de M. nigra que apresentou um numero
consideravelmente menor de lesdes foliares com o isolado CFM. Esse cenario
suporta, mais uma vez, a hipétese de que ha uma barreira da amoreira ao isolado
proveniente dela mesma.

Nos primeiros dias ap6s a inoculagcédo do primeiro experimento com o isolado
CFM, proveniente de amoreira, observou-se uma condicdo de baixa umidade e
elevadas temperaturas na casa-de-vegetacao. Tal situagéo possivelmente contribuiu
para o surgimento tardio dos sintomas iniciais nos hospedeiros Morus nigra e Ficus
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carica, com periodo de incubacao observado de 19 e 11 dias ap6s a inoculagao (DAI),
respectivamente. A supressédo do desenvolvimento da doencga por conta do estresse
térmico foi relatada anteriormente em amoreira-branca (SRIKANTASWAMY; GUPTA;
REKHA, 2006) e em figueira (CZAJA et al., 2021). Isso pode explicar o baixo numero
de lesbes foliares e, consequentemente, a baixa severidade encontrada nesse
primeiro experimento. Altas temperaturas e baixa umidade interferem no processo
infeccioso de patégenos como C. fici, a comecar pela germinacao do patégeno que
depende de alta umidade e condi¢des ideais de temperatura, que gira em torno de
23°C (SALUSTIANO et al., 2006; CZAJA et al., 2021).

Essa interacdo patdgeno-hospedeiro pode explicar o rapido aumento da
severidade em F. carica inoculada tanto com o isolado CFF quanto com o isolado
CFM, levando a uma desfolha precoce devido a alta suscetibilidade, maior nimero de
lesbes, maior area da lesdo visual e rapida colonizagdo dos tecidos. A desfolha
precoce na figueira em decorréncia do ataque da ferrugem € relatada também por
Mezzalira et al. (2015). Caso similar a esse foi relatado na videira quando acometida
pela ferrugem que tem seu processo de senescéncia das folhas acelerado pela
doenca (PRIMIANO; AMORIM 2024). A desfolha prematura reduz a capacidade
fotossintética das plantas e, consequentemente, diminui a produtividade (YONG et al.,
2019).

6. CONCLUSOES

1) O isolado proveniente da amoreira (CFM) é capaz de infectar a figueira (F.
carica);

2) O isolado proveniente da figueira (CFF) nao é capaz de infectar a amoreira (M.
nigra), sugerindo possivel mecanismo de defesa parcial ou total;

3) A figueira é mais suscetivel aos dois isolados CFM e CFF comparada a

amoreira.
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APENDICES

Figura 12. Medidas morfométricas de uredinidsporos oriundo das combinacoes
cruzadas CFM M. nigra (A), CFM F. carica (B) e CFF F. carica (C).
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