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1. INTRODUGAO

Estudos sobre genética, fisiologia e patogenicidade das
ferrugens requerem =z manutengao de culturas de uredosporos por
periodos longos, Usualmente, as culturas de ferrugens sao mane-
tidas, por passagens periddicas atraves do hospedeiro,alter—
nadas com estocagem em refrigerador, Essa teunlca, entretanto,
apresenta varios inconvenientes, pois, além de ser um trabalho
moroso, exige dedicaglo congtante, tornando-se assim a manu-
tengdo um processc mito onercso, Além disso, pode acarretar
éontaminagBes, quer seja por outras ragds do mesmo patégeuo,
quer seja por outros fungos; ademais a possibilidade da 0COr=
réncia de mutagao nas culturas, com as sucessivas passagens a—
través do hospedeiro também ndo deve ser desprezada,

Devido ac alto valor due uma cultura representa, quando se
Proceder a um trabalho de identificagdo de ragas fisioldgicas,
bPara utilizacgao Posterior em trabalhos de melhoramento visando
re31sten01a, para estudos de taxonomia e produg@o comercial de
bProdutos metabélicos, deve ser acondicionada de tal modo que a
Sua viabilidade seja Prolongada por muito tempo, Portanto ao
S€ proceder ao armazenamento de uma cultura, sob condigOes de
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temperatura e umidade relativa controladasg, apés ter sido mul-
tiplicada, elimina-se em grande parte a possibilidade de con-
taminagdes e suprime-se o dispéndioc de tempo e material que
advém da manutengao por inoculagdes periddicas, E, o que é
mais importante, garante a estabilidade genética da cultura
(24).

Bstudaran-se neste trabalho os efeitos do binomio tempera-
tura-umidade relativa, da temperatura do congelador e do ni-
trogénio 1fquido sobre a germinagao e infectividade dos ure -

dosporos de H. vastatrix e U. phaseoli typica Arth.




2. REVISAO DE LITERATURA

SCHEIN (29) adverte que os uredosporos das ferrugens perdem
rapidamente sua viabilidade quando cuidados especiais nao sfo
tomados no sentido de preserva-la.

No focante & preservagfo "in vitro" da viabilidade dos ure-
dosporos das ferrugens, KIRALT (14), ROSEN & WETMAN (26),
SACKSTON (27) e SCHEIN & ROTEM (30) afirmam que temperatura de
500 e umidade relativa em torno de 50%, s80 condigOes ideais
para o armazenamernto a curto e a médio prazo, NUTMAINN & ROBERTS
(23) estudando a biologia de H. vastatrix encontraram gue ure-
dosporos armazenados secos possuiam vida relativamente curta,
perdendo 50% da viabilidade apds 2 dias., ROMEIRO (25), estu-
dando o efeito do bindmio temperatura-umidade dos uredosporos
de H. vastatrix mantidos sobre diferentes produtos vegetais,
relatou que a 2500, independentemente da umidade relativa, a
viabilidade se tornou nula apds 40 dias; o armazenamento a 5°C

foi relativamente mais eficiente do que as demais temperatu-
ras,

Com relagao a preservacgao dos uredosporos em folhas infeta-
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das, FERRAZ (9), FORBES (12), MANEVAL (21), relatam que a via-
bilidade tem sido prolongada por curto espago de tempo, quando
mantidos em refrigerador.

Para manutengao da umidade relativa desejada tem sido usado
diversas solugoes de sais, bem como acido sulfirico para arma-
zenamento dos uredosporos de H., vastatrix, SCHEIN & ROTEM (30)
armazenaram uredosporos de U. phaseoli var. phaseoli em cépsu—
las de gelatina no interior de dessecadores contendo solugao
saturada de CaCl2, Ca(N0O3)2, NaCl e ZnSO4, as quais proporcio-
naram diferentes umidades relativas a diferentes temperaturas,

FLOR (11), também relata que os uredosporos de Melampsora lini

eram preservados em ampolas de vidro, contendo CaCl2 em seu
interior. ROMEIRO (25), wusou armazenar uredosporos de H.
vagtatrix em capsulas de gelatina, no interior de dessecadores
cortendo uma solugdo de acido sulfurico de densidade 1,83, na
concentragdo de 32,6% (v/v), que proporcionava uma umidade re-
lativa em torno de 50%, no interior do dessecador.

Hu congelador, 2 temperatura de -lOOC, AKAI (1) encontrou

~ v i 4
que os uredosporos de Puccinia triticina nao germinavam apos

60 dias de armazenamento; FLOR (10) trabalhando com uredospo-

ros de Melampsorz lini, verificou que a percentagem de germi-

nagdo apos 1 ano de armazenamento, a esta mesma temperatura,
caiu para 1%,

Os métodos de armazenagem anteriormente descritos, sao usa-—
dos para & preservacéo da viabilidade dos uredosporos a prazo
relativamente curto, MERYMAN (22) recomenda a utilizagdo de
baixes temperaturas para preservagao de materiais biolégicos.
HARTER & ZAUMEYER citados por DAVISON & VAUGHAN (6), relataram
que a -20°¢ os uredosporos de U, phaseoli var. phaseoli foram

Capazes de causar infecg@o apds um periodo de armezenagem de
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mais de 2 anos, SCHEIN (29), constatou que a —6000 08 uredos=—
poros de U, phaseoli var., phaseoli mantiveram viabilidade re-
sidual de 40%, apds um periodo de 670 dias de armazenament 0 ;
contudo, a ~16°¢ os esporos estavam inviéveis 1 a 5 meses ap5s
a instalacao do experimento. Quando se utiliza nitrogénio i
quido (—19600), a preservag2o da viabilidade dos microorganis—
mos tem sido muito mais eficiente (4, 15, 16, 18, 19,20 e
32)s KILPATRICK et 2lii (16), encontraram que apos 10 anos,
houve pouca perda na viabilidade quando os uredosporos de P,
graminis var, tritici foram armazenados em nitroggnio 1{quido.
LOEGERING et alii (19),armazenaram uredosporos de P. graminis
var, tritici em nitfoggnio liquido por 5 anos, sem alteragdo
aparente na redugéo da viabilidade., TUITE (32), com grande
Sucesso, armazenou 13 fungos em nitrogénio l{quido pPor um pe-
riodo de 7 meses,

Outros estudos +tém sugerido que nem todos os fungos po=
dem ser preservados em nitrogénio liquido(7, 33). LOEGERING et
alii (19) afirmaram que temperatura de -196°C induz dorméncia
nos uredosporos. BROMFIELD (3) e LOEGERING et alii (18) traba-
lhando com P, graminis var, tritici, concluiram que a tempera-
tura ultra-fria do nitrogenio liguido nfio mate os uredosporos,
mas induz uma dormeéncia que € reversivel pelo calor. Nesse ca-
80, torna-se necessario algum tratamento prévio ou posterior a
armazenagem, visando quebrar a dormeéncia induzida nos uredos—
poros, GOOS et alii (13), verificaram que os melhores resulta-
dos na preservagio de fungos em nitrogenio liquido tém sido
alcangado quando o refriamento é de, aproximadamente, 1° ¢
POr minuto, seguido de rapido aquecimento, BROMFIELD (3],
LOEGERING et alii (18) e LEATH et alii (17), foram undnimes em
afirmar que, com choque térmico & 40°C por 5 minutos, obtém-se

08 melhores resultados na guebra da dorméncia dos uredosporos,
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As tecnicas de inoculagao utilizadas pela maioria dos auto-
reés para testar a infectividade consistem em atomizar as fo-
lhas' da planta a ser inoculada com uma suspensao de uredospo-
ros (5, 6, 8, 9, 14, e 20). ROMEIRO (25),inoculou mudas de va-
feeiro com uredosporos de E. vastatrix, espalhando,cuidadosa-
mente, os esporos na superficie dorsal das folhas a serem ino-
culadas com um pincel macio. As folhas inoculadas eram, em se-
guida, atomizadas com égua e as plantas incubadas em camara -
mida, por 48-72 horas. Para avaliagho quantitativa do poder
germinativo dos uredosporos das ferrugens, o metodo da germi-
nagao em agar-ggus tem +tido grande aceitagao (19, 27, 31).
ROMEIRO (25) trabalhando com uredosporos de H.vastatrix, con-
cluiu que os melhores resultados nos testes de germinagio fo-
ram cbtidos quando usou agar-sgua a 2%.

De acordo com KIIPATRICK et alii, (16), somente os dados do
teste de germinacao sfo insuficientes para se afirmar que uma
dada culturas possua maior capacidade de causar infeccgao de que
outra, Torna-se necessério, portanto, correlacionar os dados
dos testes de germinagio com a infectividade, SCHEIN & ROTEM
(30), trabainando com a ferrugem do feijoeiro, usaram medir o
grau de infecgdo contando o nimero de lesSes por cmz, dividin-
do-se esse valor pelo nimero de esSporos por cm2 depositados na
folhagem, DAVISON & VAUGHAN (6), usando uredosporos da raga 33
de U. phaseoli var. phaseoli, avaliaram o grau de infeccgo
contando o mimero de pustulas por o 86 folha, ROMEIRO (25),
utilizando a variedade de café "Mundo Novo*, inoculou os 2 pa-
T'es de folhas adjacentes mais jovens das mudas e mediu o grau
de infecgdo adotando apenas o critério qualitativo, ou seja,

considerando apenas a muda infetada (+) ou nSo infetada (0).



MATERTAL E METODOS

Os uredosporos necessarios & instalagao dos diferentes ex-
Perimentos foram coletados na mesna época, tomando-ge o cuida-
do, sempre que poss{vel, em se utilizar somente esporos de co=
lheita recente,

Os testes com U. phaseoli typica foram feitos utilizando-se

uredosporos obtidos em casa-de-vegetagdo, pois, em testes pre-
liminares, 0s oriundos do campo mogtraram poder germinativo
inferior, :

Os uredosporos foram coletados com coletor do tipo "ciclo=-
Be", metdlico, idéntico ao utilizado por ROMEIRO (25).

Inocularam-se plantas de feijfo da variedade "Pinto 111%%
Com suspensao de uredosporos colhidos de diferentes varieda-
des, utilizando-se um atomizador De Vilbiss no 15 acionado por
Compressor, Apos 14 dias as folhas com pustulas de U. phaseoli
Y¥pica eram colhidas e, quando nfo se proceéssava a coleta dos
Uredosporos no mesmo dia, as folhas eramarmazenadas em refri-
€erador entre folhas de papel, a 500, onde mantiveram um poder
€erminativo por varias semanas,

x ! r -
0 inoculo necessédrio aos testes com H, vastatrix, coletado
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~em cafeeiros cultivados a sombra, apresentava boa porcentagem
de germinagéo. Quando nao se processava a coleta dos uredospo-
ros no mesmo diayas folhas eram armazenadas em refrigerador a
5°C, como no caso de U. phaseoli typica.

A fim de se conseguir melhor uniformizagfo do indculo e e-
liminar algumas impurezas, os uredosporos eram passados pelas
malhas de um tamis de 100 mesh por 3 vezes consecutivas, se-

gundo a técnica descrita por ROMEIRO (25).

3.1. Teste de Germinagdo -

Para H, vastatrix, a concentragdo de uredosporos na suspen—
séo foi de 0,5 mg/ml e para U.phaseoli typica, de 0,25 mg/ml.

Para avaliagdo quantitativa do poder germinativo dos ure-

dosporos de ambos os organismos, adotou-se a técnica descrita
por SCHEIN (29) e SCHEIN & ROTEM (30), com algumas modifica-
goes; a suspensao de esporos era espalhada cuidadosamente na
superficie de placa de Petri, contendo égar—égua a 2%, com au-
x{lio de pincel fino., As placas eram incubadas a 20°¢c por 18
& 24 horas,Findado esse periodo procedia-se & contagem ao mi=

croscépio de 100 uredosporos por placa,
3.2, Teste de Infectividade -

- A avaliagdo quantitativa da infectividade dos uredosporos
de H. vastatrix, foi feita utilizendo-se mudas de café da va-
riedade 'Mundo Novo', Inoculou-se o par de folha adjacente
mais jovem, cujo creséimento jé se havia completado de plantas
com 4 meses de idade gastando-se 1,2g de uredosporos por fo-
lha, aproximadamente. A técnica de inoculagﬁo foi a mesma usa-

da por ROMEIRO (25). As mudas eram inecubadas em camsrs Umida
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por um periodo de 48 horas., A clmara Umida consistia de uma
caixa de amianto de 250 1 de capacidade, bem vedada, com uma
camada de cascalho grosso no fundo, recoberto por um filme
d'égua.

O grau de infectividade foi avaliado dividindo-se o numero
de pﬁstulas por folha pela drea foliar (y)e Esta foi calculada
pela aplicagao da formula de BARROS et alii (2): y = 0,667x,
onde x € a area do retangulo circunscrito., 0 grau de infecti-
vidade era avaliado 40 a 50 dias ap53 a inoculagao,

Para o teste de infectividade dos uredosporos de U,phaseoli
typica, foi usada a variedade 'RICO-23', devido & facilidade
de obtengao das sementes, Inoculou-se o par de folhas primério
de plantas com 16 dias de idade; utilizou-se uma suspensio de
uredosporos na concentragao de 0,25 mg/ml, gastando-se 5ml da
suspensao para cada 10 folhas primdrias. As mudas foram incu-
badas em camara umida por 24 horas,

Para avaliagao da infectividade dos uredosporosg, adotaram-
se dois métodos distintos: um qualitativo e outro quantitati-
vo. 0 método qualitativo consistia apenas no registro da pre-
senga ou auséncia de infecgBo, considerando-se infetada a
planta que apresentasse uma Unica pﬁstula; o método quantita-
tivo consistia na contagem sob a binocular com aumento de 150
vezes, do numero de pﬁstulas em 10 campos escolhidos ao acaso,

sendo 5 campos de um lado e 5 do outro lado da nervura princi-
pal,

3¢3. Germinagao e Infectividade dos Uredosporos de H.

vastatrnggg.Ehaseoli typica, Mantidos sob Diferentes

Combinagoes de Temperatura e Umidade Relative -

As temperaturas escolhidas foram T 1500, obtidas em
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incubadores de precisaoc., A temperatura ambiente variou de
20 o 26°C em condigles de laboratério.

Pare manutengdo da umidade relativa usaram-se solugdes sa-
turadas das seguintes substancias: Ca(N03)2, MgCl2, LiCl e
H2504 (a4 = 1,83 na concentragfo de 32,6% v/v).

As determinagOes da umidade relativa nas diferentes tempe -
raturas foram feitas com auxilio de um higrametro de cabelo
(Lambrecht Hygrometer) colocado no interior do dessecador,

Foram eleitas as seguintes umidades relativas: 20;24%; 50%;
T4=T5%; 80=-83%, A umidade relative ambiente (50-80%) foi de-
terminada utilizando-se um higrégrafo.

Foram acondicionados nove miligramas de wuredosporos de H
vastatrix e tres miligramas de uredosporos U. phaseoli typica,
respectivamente, em capsulas de gelatina, e estas em tubos de
vidro com 7 x 2 cm. Estes tubos foram colocados no interior de
frascos com 10 x 5 eom que serviram de camera Umida, cada um
com 50 nl de solugfo saturada dos diversos sais usados e do a=
cido sulfirico (Figura 1).

Estudaram-sec trés temperaturas para cada solucao saturada
dos diversos sais, uma temperatura para‘écido sulfurico e uma
condigsio ambiente, em cinco situagSes diferentes de umidade
relativa. A duragao do experimento foi de 100 dias, tendo sido
preparados 5 frascos para cada tratamento.

Em intervalos de 20 dias, os uredosporos contidos em cépau-
las de gelatina eram retirasdos e testados quanto ao poder de
germinagéo e infectividade, para cada tratamento.

No teste de germinacgao, foram preparadas 10 placas de Pe-
tri de plastico contendo dgar-dgua a 2% sendo que cada placa

foi considerada com uma repetigfo.

Para a avaliag@o do grau de infectividade dos uredosporos
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de U, phaseoli typica adotou-se o método qualitativo,

4 - .h .
FIGURA 1, Capsulas de gelatina com uredosporos no interior dos
tubos colocados nos frascos que serviram de camara
L
umida,

3+4. Preservagao da Viabilidade dos Uredosporos de H.,
vastatrix e U. phaseoli typicz em congelador (=18
& w18 C) -

3e4els Ferrugem do Cafeeiro (H. vastatrix) -

Uma aliquota. de seis miligramas de uredosporos foi acondi=-
cionada no interior de cdpsulas de gelatina e estas, em tubos
de vidro com 7 x 2 cm vedados por tampa de rosca, perfazendo-
Se um total de 48 tubos (Figura 2). Destes, 36 foram colocados
diretamente no congelador; 6 foram colocados no interior de

de outro tubo de vidro com 10 x 5 cm, contendo uma solugao de
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& ] . i 3 ‘
acido sulfﬁrioo, que proporcionava 50% de umidade relativa a
temperatura de 5°C. A duragao prevista do experimento foi de 6

meses,

FIGURA 2. Cépsulas de gelatina com uredosporos de H., vastatrix
(direita) e U. phaseoli (esquerda).

A intervalos de 30 dias, retiravam-se 6 tubos do congela-
dor, submetendo-os & choques de 40 e 50°C, por 5, 10 €15 mi-
nutos, respectivamente, Um tubo de cada um dos outros dois
tratamentos era também retirado para os testes de germinagao e

infectividade,

3.4.2. Ferrugem do Feijoeiro (U. phaseoli typica) -

i % -~ E - - .
Forem acondicionados treés miligramas de uredosporos no ine-

terior de cépsulas de gelatina e estas em tubos de vidro com
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7 x 2 cm, vedados por tampa de rosca perfazendo um total de 60
tubos (Figura 2). Destes, 48 foram colocados diretamente em
congelador; os 12 restantes foram colocados em condigoes iden-
ticas ao armazenamento de H. vastatrix. A duragao prevista do
armazenamento foi de 6 meses,

A intervalos de 30 dias, retiravam-se 10 tubos, sendo 8
provenientes do congelador, um das condigaes ambientes e o ou-
tro de incubador & temperatura de 5% armazenado em solugao de
acido sulfirico, Dos 8 tubos retirados do congelador, 3 eram
submetidos ao choque térmico de 4000 por 5, 10 e 15 minutos,
respectivamente; 3 eram submetidos ao choque térmico de 500 C
por 5, 10 e 15 minutos, respectivamente; dois eram retirados
diretamente do congelador, sendo um deles submetido a uma ele-
vagao gradativa de temperatura, de =18 a -16°¢ passando a 0,
Bs 10y 3562050 por 5 minutos em cada temperatura. Dal, pro-

cedia-se, em todos os casos, ao teste de germinagao e infecti-
vidade,

3.5. Preservagio da Viabilidade dos Uredosporos de H,
vastatrix e U, phaseoli typica em Nitrogénio L{quido
(- 196°) -

3¢5.1. Ferrugem do Cafeeiro (H. vastatrix ) -

Aliquotas de nove miligramas de uredosporos foram colocados
no interior de ampolas de vidro, perfazendo um total de 36 am-
pPolas,vedadas com bico de Bynsen.As ampolas uma vez vedadas,e=
Tam colocadas no interior de canigos de aluminio colocados em
caneca (Figura 3) e levadas diretamente ao interior do buti jao
contendo nitrogenio 1fquido.,
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Os outros tratamentos foram:

[ 4 i = .8
= armazenagem de aliquotas de tres miligramds de uredospo=
» - 3 - . *
Tos em capsulas de gelatina, no interior de tubos de vidro, 2

temperatura ambiente;

- armazenagem de aliquotas de treés miligramas de uredospo-
ros, em cépsulas de gelatina, em tubos com 7 x 2 cm, estes no
interior de um frasco de 10 x 5 cm contendo uma solugao de 50
ml de dcido sulfﬁrico,como no caso anterior para H, vastatrix,

A duragao prevista foi de 6 meses.

FIGURA 3, Detalhe mostrando caneca contendo os canigos (4);
ampolas de vidro contendo uredosporos de H.,vastatrix

e U. phaseoli (B); e canigos suportando as ampolas
(c)e.
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4 intervalos de 30 dias, retiravam-se 6 ampolas de nitrogeé-
nio l{quido, 1 cépsula de gelatina da temperatura ambiente e
outra da tcmperatura de 500, 50% de umidade relativa,.Das 6
ampolas retiradas do nitrogenio liquido, 3 eram submetidas ao
choque térmico de 4000 por 5, 10 e 15 minutos, respectivamente
e 3 eram submetidas ao choque térmico de 50°C por 5,10 e 15
minutos, respectivamente, Dai, procedia-se aos testes de ger-

minagao e infectividade.

3¢5424 Ferrugem do Feijoeiro (H. phaseoli typica) -

Aliquotas de tres miligramaé de uredosporos foram colocadas
no interior de ampolas de vidro perfazendo wum total de 48,

Como no caso anterior, as ampolas uma vez vedadas, eram co-
locadas no interior de canigos de aluminio colocadas em cane-
cas (Figura 3), e levadas zo interior do butijéo de nitrogénio
1{quido.

Os outros tratamentos foram:

- armazenagem de alfquotas de trés miligramas de uredospo-

» : - : 2
Tos em capsulas de gelatina, no interior de tubos de vidros, &
temperatura ambiente;

~ armazenagem de aliquotas de trés miligramas de uredospo-
ros em cépsulas de gelatina,em tubos com 7x2cm,estes no inte-
rior de um frasco de 10 x 5 cm contendo uma solugao de 50 ml
de acido sulfdrico, como no caso anterior para H, vastatrix, A

duragdo prevista foi de 6 meses.

Em intervalo de 30 dias, retirava-se 8 ampolas do nitrogé-



16.

nioc liguido, 1 tubo da temperatura ambiente ¢ outro da tempe-

rratura de 500, 50% de umidade relativa, Das 8 ampolas retira -
das do nitrogenio 1{quido, 3 foram submetidas ao choque térmi-
!00 de 40°C por 5, 10 e 15 minutos respectivamente;3 foram sub-
lmetidas ao chogue térmico de 5000 por 5, 10 e 15 minutos cada;
' 1 era levada diretamente & temperatura ambiente e a outra sub-
metida a uma elevag@o de temperatura iniciando em -196°C e
passando por -18 a -16, 0, 5, 10, 15 e 20°C por 5 minutos ca-

da, Dal procedia~se aos testes de germinagao e infectividades




4. RESULTADOS E DISCUSSXO

4.1. Germinagdo e Infectividades dos Uredosporos de H.

vastatrix e U, phaseoli typica, mantidos sob Diferen-

tes Combinagdes de Temperatura e Umidade Relativa —
4slel. Ferrugem do Cafeeiro (H. vastatrix) -

Os dados referentes aos testes de germinabilidade e infec-
tividade encontram-se, respectivamente, na Figura 4 e no Qua-
dro 1. Em conformidade com esses dados, #erifica—se que, tem-
peraturas mais baixas e umidades relativas em torno de 50
a 80%,ofereceram boas condigOes para a preservagao da viabili-
dade dos uredosporos, Nas condigoes do ensaio, 08 esporos ar-—
mazenados 2 temperatura ambiente de 20-26°C, muito embora a-
Presentassem uma capacidade de germinagdo de 1,4% aos 20 dias
€ 0,2% aos 40 dias, n8o foram capazes de causar infecgao per-
dendo portanto sua viabilidade apds 20 dias de armazenamento.
Este mesmo fendmeno pode ser evidenciado nas temperaturas de
10 e 15°%. NUTMAN & ROBERTS (23) estudando o efeito da concen

-~ - r'd =
tragao de inoculo sobre a infecglio encontraram que, 62% dos u-
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redosporos que germinaram n2o penetraram nos estamatos; 24%
haviam formado apressorios sobre o8 estomatos €, presumivel-
mente, penetrado; 14% haviam penetrado diretamente, sem forma=-
¢2o de apressorios, Verificaram, ainda, que 10=20 esporos ra-
ramente determinam formagBo de lesfo. Torna-se necessario,
portanto, uma concentragao de esporos bastante superior a es-
ta, para que se obtenha a formagio da lesSo, pois como vimos
anteriormente, grande parte dos esporos que germiﬂaram, nao
penetraram nos estomatos para causar infecg@o, Esses fatos ex-
plicam o ndo aparecimento de lesOes, quando se inocula com es-
poros que tenham percentagem de germinagao muito baixa,

Somente os uredosporos mantidos a 74=75% de U.R. & tempe -
ratura de 1000, foram capazes de germinar e causar infecgéo
apés 100 dias de instalado o experimento,sendo que na umidade
relativa de 20=-24%, nesta mesma temperatura, os esporos perde-
Tam sua capacidade de causar infecgdo apds 80 dias, A 5°C os
uredosporos armazenados nas umidades relativas de 50, T74=75 e
80-83%, permaneceram com uma percentagem de germinagao supe-
rior a 30%, por um perfodo de 100 dias; os esporos mantidos
nas condigoes ambientes de 20~24%, perderam o poder germinati-—
VO nesse perlodo, chegando a 3,1%. O armazenamento z umidades
relativas baixas, portanto, parece tornar-se desfavorsvel &
manutengao da viabilidade dos uredoaporos.

O coeficiente de correlagao entre poder germinativo e capa-—
cidade de infecgdo, considerando os cinco periodos de leitura,
de acordo com o Quadro 1, mostrou valor positivo altamente
Significativo de r = 0,6483 (p<0,01), Isto mostra evidente
Possibilidade de obtengBo de pesadas infecgOes quando se ino-

cula com esporos de alto poder germinativo,
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4.1.2, Ferrugem do Feijoeiro (Uromyces phaseoli typica) -

Conforme ilustram os dados da Figura 5, Quadros 2 e 3, na
temperatura de 500 e nas unidades relativas de 50, 74=75 e 80-
83% os uredosporos mantiveram poder germinativo superiora 70%
apos 100 dias de armazenamento, tendo alcancado as maiores mé-
dias nas umidades relativas de 50 e T4=75%, Na umidade relati-
va de 20-24%) n3o obstante os uredosporos tenham produzido in-
fecg8o nas mudas inoculadas, mantiveram poder germinativo ape-
nas de 21,5%,

A temperatura ambiente, que variou de 20 a 2600, apés 40
dias de armazenamento, os uredosporos foram capazes de produ-
zir infecg&o, muito embora o poder germinativo tenmha sido apa-
rentemente nulo, Contudo aos 60 dias, tanto o poder germinati=-
Vo quanto a infectividade eram nulos., Fsta discrepﬁncia pode
ser explicada baseando-se no numero de esporos envolvidos, O
teste de germinagao, usualmente,é feito pela contagem de cen-
tenas de esporos, ao passo que quando se procede ao de infec-
tividade, milhares de esporos sdoc aplicados em cada folha
quando se procede 3 inoculacao, Resultado semelhante a este,
foi obtido por SACKSTON (27), inoculando plantas de girasol
com uredosporos de Puccinia helianthi,

Os uredosporos armazenados a temperatura de lOOC, permane-—
Céram com maior poder germinativo & umidade relativa de T4=
75%, vindo em seguida os mantidos a 80-83% e, finalmente aque-
les mantidos a 20-24%, sendo que os uredosporos de todos esses
tratamentos, foram capazes de causar infecgfo apos 100 dias de
armazenamento, Este mesmo fenomeno foi observado & temperatura
de 15°¢, evidencismdo que condigOes de umidades relativas bai-

xas (20-24%) e altas (80-83%),s80 desfavoraveis & preservagao
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da viabilidade dos uredosporos. Os Graficos da Figura 5 ilus=-
tram tambem que ocorreu um ligeiro acréscimo na viabilidade
dos uredosporos mantidos a 500, excetuando=-gse agqueles armaze-
nados nas umidades relativas de 20-24%., Esse acréscimo na ger-
minabilidade, talvez tenha sido motivado por falhas no ato da
amostragem e/ou volatilizag@o de auto-inibidores da germinagdo

durante o armazenamento & baixa temperatura,

4.2. Preservagao da Viabilidade dos Uredosporos de H.

vastatrix e U, phaseoli typica em Congelador (=18 a
=160

Os dados atinentes aos testes de germinabilidade encontram-
Sé nos Quadros 4 e 5 e na Figura 6, elaborada com os Quadros 4
€ 5; os de infectividade acham=-se nos Quadros 6 e 7.

Em conformidade com esses dados, verifica-se gque a tempera-
tura de 5°C e umidade relativa em torno de 50%, motraram ser
mais favoravel 2 manutengdo da viabilidade dos uredosporos, do
que a temperatura do congelador, tanto para H, vastatrix, como

para U. phaseoli typica.

Os uredosporos de U, phaseoli typica, mantidos a 5% e 50%

de umidade relativa, além de apresentarem maior percentagem
de germinagdo aos 180 dias de armazenamento, também foram os
que produziram maior infecgBo. O mesmo fendmeno pode ser ob -
servado com relagao a H. vagtatrix.

A temperatura ambiente apés 60 dias de armazenamento, 0S8 U=
redosporos de ambos os organismos estavam inviaveis, Muito em-
bora H, vastatrix apresentasse 0,33% de germinag@o aos 30 dias
de armazenamento, n8o foi capaz de causar infecgdo (jé expli-

cado em 4,1,1.).

A percentagem de germinagao dos uredosporos de H. vastatrix
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mantidos em congelador e submetidos a choques térmicos de 40
ou 50° por 5, 10 e 15 minutos, respectivamente, foi declinan-
do gradativamente, Aos 120 dias de armazenamento praticamente
todos jé estavam inviéveis. Portanto a temperatura de =18 a
-16°C,ndo parece ser favordvel & manuteng@o da viabilidade dos
esporos de H, vastatrix., Com relacgao a U. phaseoli, embora o
armazenamento & temperatura do congelador apresentasse indice
de germinagdo e infectividade inferior ao das condigdes de 5°C
e 50% de umidade relativa, os uredosporos mantiveram umé per-
centagem de germinagao, num per{odo de 180 dias, em torno de
28 a 40%, SCHEIN (29) encontrou resultados diferentes quan-—
do armazenou uredosporos de U, phaseoli var, phaseoli a -1600;
segundo ele, a esta temperatura, &pés l a 5 meses de armazena=-
mento, 0s uredosporos estavam inviaveis,

Os uredosporos de H., vastatrix mantidos em congelador sé
germinaram quando submetidos a choques térmicos logo apds sua
retirada, obtendo-se os melhores resultados com o tratamento
de 40° ¢ por 5 a 15 minutos, No caso de U, phaseoli typica, os
uredosporos nao necessitam de choques térmicos apés sua reti-
rada do congelador, tendo-se conseguido 40% de germinagao,
quando os esporos foram retirados sem sofrer nenhum tratamen-
to, e 37,7% quando submetidos a uma elevaglo de temperatura i
niciando-se de =18 a —1600, passando por O, 5, 10, 15 e 20°C,
por 5 minutos em cada temperatura, Resultado semelhante a €S-
te foi obtido por BROMFIEID (3), com os uredosporos da fer
rugem do feijoeiro a =72°C,

Examinando-se os dados referentes aos testes de germinagao

de H, vastatrix e U, phaseoli typica, nos experimentos de ar—

Mazenamento em congelador, nitroggnio lfquido, D 10,-15 8

20-26°c notamos que, no in{cio, a percentagem de germinagao
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dos uredosporos de H, vastatrix foi bastante inferior & de U

phaseoli typica, Isto se prende ao fato de terem sido os espo=-

ros de U, phaseoli typica, produzidos em casa-de-vegetagfo e
de H, vastatrix, colhidos no campo, Quando se procede & coleta
no campo, verifica-se grande variag&o no poder germinati v o
dos uredosporos, sendo portanto quase impossivel obter u'a a-
mostra homogénea e com alto poder germinativo,

0 coeficiente de correlagao entre poder germinativo e capa=-
cidade de infecgl8o dos uredosporos de H,vastatrix, conside-
rando os 6 intervalos de leitura, segundo os resultados apre=-
sentados no quadro 6, mostrou valor positivo altamente signi-
ficativo de r = 0,7894 (p<0,01) mostrando que um carater va-
riou dependendo de outro, sendo poss{vel, portanto, correla-
cionar percentagem de germinagao com infectividade nas condi-
¢Oes em que o experimento foi realizado.

O coeficiente de correlagao, entre poder germinativo e ca-
pacidade de infecg@o dos uredosporos de U. phaseoli typica,
considerando também os 6 intervalos de leitura, segundo 0s re-—
sultados apresentados no quadro 7.(r = 0,2405, nao significa-
tivo), mostrou que a percentagem de germinagao variou indepen-
dentemente do grau de infectividade, nos moldes do experimen =
to.Esta discrepﬁncia talvez possa ser explicada pelo efeito da
temperatura durante o periodo latente de infecgdo do patdgeno,
pois a temperatura no interior da casa-de-vegetagio, onde se
procedia aos testes de infectividade, chegou a atingir valores
superiores a 30°C por perfodo de até 5 horas eo dia, o que
impedia o aparecimento de sintomas, SCHEIN (28) estudando o e-
feito da temperatura sobre o desenvolvimento dos sintomas de
ferrugem do feijoeiro, encontrou que um regime de 32,200 por 4

I'd
dias era o suficiente para matar o patogeno e, que um regime



33s

de 32,2°C e 26,6°C dia-noite retardava o degenvolvimento dos
sintomas por 10 dias, s6 sendo restabelecidaa infecgfo apés
esse perfodo, quando condigoes ideais eram fopnecidas.

Examinando-se o0s dados referentes ao grau de infectividade
de U, phaseoli typica, observa-se wn declinio gradastivo desde
os 60 até 180 dias, quando quase todos os tratamentos apresen-
taram fndice de infecg@o menor que 12,6% (Quadro 7) e 0,0% aos
150 dias (Quadro 11).

4,3, Preservagao da Viabilidade dos Uredosporos de H.
vastatrix e U, phaseoli typica em Nitrogénio Lfgqui
do (-196°¢C) -.

Os dados referentes ks percentagens de germinagao observa-
dos nos vérios tratamentos encontram-se na Figura 7 e nos
Quadros 8 e 9, enquanto os de infectividade szo apresentados
nos Quadros 10 e 11, Os gréificos da Figura 7 foram feitos to-
mando-se as médias apresentadas nos Quadros 8 e 9,

Conforme demonstram os dados, quando se procedeu % armaze-
nagem dos uredosporos de H. vastatrix e U. phaseoli typica em
nitrogénio lfquido, com choques térmicos, posteriores X reti-
rada, de 40°C por 5 a 15 minutos, obtiveram-se os melhores re-
sultados na preservagao da viabilidade.

Os uredosporos de H. vastatrix mantidos X temperatura am-
biente, mesmo apresentando um poder gemminativo de 0,33% aos
30 dias, nao foram capazes de causar infec¢ao, ao passo que os
esporos de U. phaseoli typica neste perfodo, mesmo sendo nula
sua capacidade de gemminagao em #gar-4gua a 2%, conseguiu pro-
duzir infecgao; essas discrepfncias j& foram discutidas em
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FIGURA 7 - Germinabilidade dos uredosporos de Uromyces phaseoli typica e Hemileia

vastatrix mantidos sob diferentes combinagdes de temperatura e umidade

relativa (U.R.). Temperatura de 5°C e 50% U.R. (===-~ ): temperatura am
biente de 20-26°C e 50-80% U.R. (= - - =), e ao serem submetidos a che-
ques térmicos de 40°C (———) e 50°C' (— — —), por 5 a 1§ minutos,

ap0s permanéncia em nitrogénio liquido - 196°C.
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4.1.1. e 4.1.2. Aos 60 dias todos perderam o poder de infecti-

vidade,

Os uredosporos de H. vastatrix e U. phaseoli typica manti-

dos a 5°C e 50% de umidade relativa, apos 150 dias, apresenta
ram um poder germinativo residual de 17 e 49,6% respectivamen-
te. Quando se procedeu & armazenagem de nitrogenio 1{quido,
apés esse mesmo per{odo, com choques posteriores de 40 e ateé
50°¢ por 5 a 15 minutos, obteve-se uma percentagem de germina-
gao bastante superior. Tudo levando a crer que o armazenamento
em nitrogeénio 1iquido seja ideal para a preservagao da viabi-

lidade dos uredosporos. A quebra da dorméncia induzida nos es=

poros de H, _vastatrix foi conseguida satisfatoriamente com
choques de 40 ou 5000 por 5 a 15 minutos.

Para‘g. vastatrix o armazenamento sé foi poss{vel quando se
submeteu os uredosporos a choques térmicos apés sua retirada
do nitrogénio 1iquido. Com relagao a U. phaseoli typica o mes-
mo fendmeno ndo ocorreu; a retirada dos uredosporos direta-
mente, sem sofrer nenhum tratamento, apresentou resultados
praticamente idénticos aos daqueles que foram submetidos a e-
levagao de temperaturs iniciando em —19600, passando por =18 a
-16, 0, 5, 10, 15 e 2000, por 5 minutos cada temperatura,res-
pectivamente,

0 coeficiente de correlagao entre o poder germinativo e a
capacidade de infecg@o dos uredosporos de H. vastatrix, con-
siderando os 5 periodos de leitura, segundo os dados apresen-
tados no Quadro 10 foi de r = 0,4111 (p <0,01) altamente sig-
nificativo, sendo poss{vel portanto correlacionar os dois pa=
rametros,

Para U, phaseoli typica, nao se encontrou correlag8o posi-

tiva entre poder germinativo e capacidade de infecg2o, Encon-
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trou-se um valor de r = - 0,3971, indicando a impossibilidade

de interrelacionar os dois parametros nas condigOes que predo-

minaram durante a realizagao do experimento, Este resultado

j& foi discutido em 4.2,




5. CONCLUSOES

5.1. Germinagao e Infectividade dos Uredosporos de H,

vastatrix e U. phaseoli typica, Mantidos sob Diferen-

tes Combinagdes de Temperatura e Umidade Relativa -

0 armazenamento a 5°C e umidade relativas em torno de 50-
80% tornaram-se condigdes propicias & preservacio da viabili-
dade dos uredosporos de H. vastatrix, ao passo que para os es-
poros de U, phaseoli typica, os melhores resultados foram ob-
tidos nas umidades relativas de 50 a 74-75%,

Os uredosporos de ambos 0s organismos mantidos a 500, a 20=-
24% de umidade relativa, e nas temperaturas de 10 e 1500, in-
dependentemente da umidade relativa, mostraram um decréscimo
gradativo da viabilidade, sendo mais acentuado nas temperatu-
ras mais elevadas e umidades relativas mais baixas. Esse de-
créscimo, contudo, foi mais rapido & temperatura ambiente,

pois a germinabilidade se tornou nula aos 60 dias para H,

vastatrix e aos 40 dias para U, phaseoli typica.
Quando se procurou correlacionar germinabilidade com infec-

tividade dos uredosporos de H. vastatrix encontrou~-se o valor
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de r = 0,6483 (p<0,0L) altamente significativo, o que de=
monstra o interrelacionamento dos dois parémetroa, embora, em
alguns édsns, ‘@ infectividade nﬁo‘acbmpaﬁhasse & germindbili-
dade.: -Em se tratando . dos esporoa.de U. phaseoli typica a in-

fectividade nso foi satlsfatorlamente correlacionada com a
germinabilidade na metodologia empragada; Ocorreulinfecggo do
susceptivel nos casos em que era muito reduzido ou nulo o po-
der germinativo dos.uredgsporos.

t

5.2, Preservagao da Viabilidade dos Uredosporos de H,

vastatrix e U, phageoli typica, em Congelador, (~18 a
-16°0) - :

Os resultados mostraram, que o poder germinativo e infec

tivo dos uredosporos de H.,vastatrix e U. phaseoli typica man-

tidos em congelador, foi bastante inferior ao dos armazenados
a 5% e 50% de umidade relativa, Esse fendmeno foi bem mais a-—
centuado para H, vastatrix, pois com 60 dias de armazenamento
@ percentagem de germinag@o atingiu valores inferiores a 6%;
dai foi declinando até ser nula, mos 150 dias,

A temperatura ambiente, ambos os organismos perderam a ca-
pacidade de germinagao aos 60 dias de armazenamento,

A temperatura em que os uredosporos apresentaram maiores
indices de germinagao e infecgdo foi 5 C, na umidade relatlva
de-50%.,

-Pelos resultados dos Quadros 4 e 5, verifica-se que a per-—
centagem de germinagao dos uredosporos de H, vastatrix e U,

phaseoli % _}plca, mantidos em congelador e submetidos a choques

térmicos de 50 C por 5 a 15 mlnutos, foi inferior aquela obti-

da com choques térmicos de 40 C por 5 a 15 minutos, Isto evi-
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dencia que alguma injuria ocorreu nos uredosporos, quando fo-
ram submetidos a choques de 50°C por 5 a 15 minutos,

Os uredosporos de H.vastatrix mantidos em congelador pare=
cem entrar em dormgncia. Quando se ministrou choques térmicos
de 4000 por 5 a 15 minutos, obtiveram-se os melhores resulta-

dos na preservagao da viabilidade. Por outro lado, o0s uredos—

poros de U, phaseoli typica, quando sfo armazenados em conge-

lador, mantiveram wum poder germinativo de 40% num perfodo de

180 dias, sem nenhum tratamento apés a retirada do congelador
e, 37,7% quando submetidos a elevagio da temperatura iniciando
em =18 a -16°C e passando por O, 5, 10, 15 e 20°¢c por 5 minue
tos em cada temperatura.

O coeficiente de correlagao entre poder germinativo e capa=-
cidade de infecg@o para os uredosporos de H. vastatrix e U,
phaseoli typica, foi r = 0,7894 (p<0,01) r = 0,2405, respec-
tivamente, Mostrando ser altamente significativo para o pri-
meiro e ndo significativo para o segundo. Temperaturas acima
de 3000 por um per{odo de 5 horas ao dia,durante a realiza-
cao do experimento, foi provavelmente o fator responsével pelo

nao aparecimento de sintomas de ferrugem do feijoeiro.

5.3+ Preservagao da Viabilidade dos Uredosporos de He
vastatrix e U. phaseoli typica em Nitrogénio L{quido
- 196°%) -

O armazenamento dos uredosporos de H.vastatrix e U.phaseoli
typica em nitroggnio l{quido mostrou resultados bastante pro-
missores, no que diz respeito & preservagﬁo da viabilidade,

O poder germinativo e infectivo dos uredosporos de ambos os

————
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patégenos mantidos a -19600, tanto com choques posteriores a
armazenagem de 4000, como 5000 por 5 a 15 minutos respectiva-
mente, foi bastante superior ao dos armazenados a 5°C, a 50%
de umidade relativa, Os melhores resultados na quebra da dor-
méncia dos esporos de H., vastatrix mantidos em nitroggnio 1{~
quido, foram obtidos com choques de 40°C por 5 a 15 minutos,
pois a SOOC pelo mesmo per{odo, parece ter ocorrido injﬁria
nos uredosporos, afetando o poder germinativo,

A temperatura ambiente, os uredosporos de U. phaseoli e H.
vastatrix tornaram-se inviaveis aos 60 e 30 dias respectiva=
mente,

Os uredosporos de U. phaseoli typica (Quadro 9), mantidos
em nitrogénio l{quido, nao necessitam de tratamentos posterio-
res @ retirada, Obtiveram-se 72% de germinagio quendo foram
retirados sem sofrer nenhum tratamento e 70, 3% com elevagao da
temperatura, iniciando em -19600 passando por -18 a =16, 0, 5,
10, 15 e 20°¢c por 5 minutos em cada temperatura, apés 150 dias
de armazenamento., Por outro lado, verificou-se que 0 armazena-
mento em nitroggnio lfquido induz dorméncia nos uredosporos de
H. vastatrix, sendo necessario choques térmicos apés_a retira-
da.

O coeficiente de correlagao para H. vastatrix mostrou va-
lor de r = 0,4111 (p<0,01) evidenciando que € possivel obter
pesadas infecgOes quando se dispde de esporos com alto poder
germinativo. Por outro lado, o coeficiente de correlagac para
U. phaseoli typica, r = 0,3971, mostrou a impossibilidade de
correlacionar capacidade de germinago e poder infectivo, nas
condides que prevaleceram durante a realizagﬁo do experimen-—

to.



6. SUMARIO

Foi estudado o efeito da temperatura do congelador (-18 a
-1600), do nitrogenio 1{quido (-196°C) e do bindmio tempera-
tura-umidade relativa, sobre a germinagao e infectividade dos
uredosporos de H, vastatrix e U. phaseoli typica.

Foram utilizados uredosporos de H.,vastatrix colhidos de

cafeeiros sombreados; os de U. phaseoli typica de plantas ino-

culadas artificialmente em casa-de-vegetagdo. O indeculo foi ue
niformizado em ambos os casos pela passagem em peneiras de 100
mesh,

Os testes de germinabilidade foram feitos por meio do se-
meio em placas contendo agar-agua a 2% e incubadas a 20-22°C
na auséncia de luz, por 16 a 24 horas. Apos esse perfodo, pro-
cedia-se a contagem de 100 uredosporos por placa,

Os testes de infectividade de H. vastatrix, foram feitos u-

tilizando~se mudas de café da variedade 'Mundo Novo'; para U,

phaseoli typica, usou-se a variedade "Rico=23",

Para verificar o efeito do binomio temperatura-umidade re-
lativa sobre a viabilidade dos uredosporos de H. vastatrix e

U. phaseoli typica, foram adotadas as temperaturas de 5, 10,
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1876 & ambiente, com as seguintes umidades relativas: 20-24,
50, T74-75, 80-83 e 50-80%, Nas observagoes feitas em interva-
los de 20 dias,constatou-se que, os uredosporos de H.vastatrix
mantidos & temperatura ambiente, perderam o poder germinativo
decorridos 60 dias apos o infcio do experimento, embora aos 20
dias ja nio fossem capazes de causar infecgdo, Os uredosporos
de U, phaseoli typice, mesmo perdendo a capacidade de germina—
¢do aos 40 dias, foram capazes de causar infecg¢fo, Aos 60 die
as, entretanto, apresentaram-se invidveis,

Os uredosporos de H, vastatrix, armazenados a 10 e 1500,

independentemente da umidade relativa, praticamente perderam a
capacidade de causar infecgdo aos 80 dias de instalado o expe-
rimento; U, phaseoli typica, nas mesmas condigoes, aos 100 di-
as de armazenamento, ainda foi capaz de causar infeccao,

A temperatura de 5°C e 50 a 80% de umidade relativa mos-
trou-se ideal para a preservagao da viabilidade dos uredospo-
ros de H. vastatrix; para U, phaseoli typica 2 combinagdo que
se mostrou mais prop{cia a preservagao da viabilidade foi 5%
e 50 a 74=75% de umidade relativa,

Em congelador com temperatura de -18 a -1600 verificou-se

que somente os uredosporos de U. bhaseoli typica permanecera
viaveis até 180 dias; os esporos de H. vastatrix, com 120 dias
de instalado o experimento apresentaram poder germinativo qua-
Se nulo. Quando se comparou o armazenamento em congelador e a
5 C, a 50% de umidade relativa, verificou-se que para ambos os
organismos, a segunda condigao foi mais favorével, pois, além
de apresentar maior fndice de germinagao aos 180 dias, foi os
que produziram maior {ndice de infecg@o. Observou-se também

que os uredosporos de E, phaseoli typica podem ser retirados

diretamente do congelador, sem alteragao do poder germinativo,
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0 que nao aconteceu & H, vastatrix, pois foi necessario cho-
ques térmicos para quebra da dorm3ncia. 0 tratamento de 4000
por 5 a 15 minutos foi o mais eficiente,

A temperatura ambiente, aos 60 dias, os uredosporos perde=
ram a capacidade de germinacfo,

0 armazenamento em nitrogénio l{quido, 3 temperatura de
<196°C, mostrou-se mais eficiente para preserva¢ao da viabili-
dade dos uredosporos, do que a condigao de 5°C e 50% de umida-
de relativa, conseguindo manté-los vidveis por um per{odo de
150 dias,

Os wuredosporos de U. phaseoli typica quando mantidos a
—19600, podem ser retirados sem nenhum tratamento posterior,
nao havendo redugao do poder germinativo;por outro lado, H.
vastatrix entre em dormEncia, necessitando de choques térmicos
apos sua retirada do nitrogenio 1{quido. 40°¢c por 5 a 15 minu-
tos foi o tratamento mais eficiente,

A temperatura ambiente, aos 60 dias, ambos os organismos
ndo germinaram e nem causaram infecgdo.

Em ambos os experimentos a percentagem de germinagdo de H.
vastatrix foi satisfatoriamente correlacionada com a infecti-

< ’ ~ - : 3
vidade do patogeno;o que nao ocorreu a U. phaseoli typica, nas

condigoes que prevaleceram durante o experimento,
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