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GERMINACAO DE UREDOSPOROS E PERIODO LATENTE
DE PHAKOPSORA PACHYRHIZI DETERMINADO POR
TEMPO CRONOLOGICO E UNIDADES DE CALOR

RITA DE CASSIA CARLINI' & ERLEI MELO REIS?

RESUMO: Em experimentos conduzidos em incubadoras
quantificou-se o efeito de diferentes substratos dgar-agua, 0,5; 1; 2
e 4 g de extrato de folha de soja-dgar na germinacdo de
uredosporos Phakopsora pachyrhizi, 1,0 mL. O trabalho foi
conduzido sob fotoperiodo de 12 h e temperatura de 25 °C com
exposicdo de 12 horas. As concentracdes de 2 e 4 g de extrato de
soja promoveram a maior germinagao dos esporos. A determinacao
dos limiares térmicos superior (LTS), inferior (LTI) a temperatura
otima (To) foi conduzido no substrato contendo 1 g de extrato de
folha de soja-dgar. Foram testadas as seguintes temperaturas 5, 6,
7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 °C com exposicoes
de 3, 6, 12 e 24 horas em camaras de crescimento com fotoperiodo
e temperatura controlados. O LTI calculado pela regressao foi de 6
°C, o LTS foi 25 °C e a To 21 °C. Para a determinacdo dos graus-
dias-acumulados (GDA) foram usados trés foliolos de soja
destacados colocados em caixas de acrico contendo uma espuma e
dois papéis filtros. Foram testadas as seguintes temperaturas 10, 15,

20, 25 e 30 °C, as avaliagoes foram feitas apos 7, 14, 21, 28 e 35
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ap6s a inoculacdo. Também quantificou-se producido de
uredosporos para se derminar do potencial de esporulacdo. Os
dados foram submetidos ao programa STATISTICA 8.0 e usadas
as formulas de MONTEITH (1977) e Russele et al. (1984) para a
determinagdo dos GDA Com a férmula de MONTEITH (1977)
obteve-se 182, 293, 569 e 765 GDAs respectivamente. Usando a
formula de Russele et al. (1984) os GDA foram 157, 332, 507 e
682 respectivamente. Concluiu-se que a temperatura € decisiva
para a mudanca de estadio fisiologico de organismos exotérmicos.

Palavras chave: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, temperatura,

unidades de calor

ABSTRACT: Soybean [Glycine max L. (Merr. )] is the main
oleaginous crop cultivated in Brazil. Asian soybean rust caused by the
Basidiomycete fungus Phakopsora pachyrhizi is considered the main
crop disease. In experiments carried out in incubators the basal,
optimal and the maximum temperatures were determined in soybean
leaf extract-agar in petry dishes. It was assessed spore germination
and germ tube length. Accumulated degree-days were used to estimate
the latent, infectious period, and sporulation potential using detached

soybean leaflets under different temperatures. The best substrate for
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uredosporos germination was 4.0 g.L”" of soybean leaf extract. Lower
thermal threshold, optimum temperature and upper thermal threshold
were 6, 21 and 36°C respectively. By MONTEITH’s (1977) formula,
were calculated 182, 293, 569, and 765 accumulated degrees days for
the temperatures 10, 15, 20 and 25 °C respectively. On the other hand,
using Russele’s et al. (1984) formula, accumulated degrees days were
157,5; 332,5; 507,5 and 682 for the same temperatures respectively.

Key words: Glycine max, Phakopsora pachyrhizi, temperature, heat

units

1 Introducao

A soja [Glycine max L. (Merr.)] é a principal oleaginosa
plantada no Brasil, com cerca de 21,2 milhdes de hectares cultivados
na safra 2008/2009, com uma perspectiva de producdo de 58,8
milhdes de toneladas (CONAB, 2009)

Virias doengas afetam a produtividade da soja podendo
acarretar danos, como € o caso da ferrugem asidtica da soja causada
por Phakopsora pachyrhizi Syd & Syd. Esta doenga foi detectada pela
primeira vez nas Américas por Morel (2001) no Paraguai e no Brasil
na safra de 2000/2001. Desde entdo ela € a principal doenca estudada
pelos pesquisadores, pela sua agressividade. Até o presente momento
ainda ndo foram desenvolvidos cultivares com nivel suficiente de
resisténcia.

Todas as fases do ciclo dos patégenos de plantas sdo afetadas

pelo clima.



Os seres vivos respondem a estimulos que sdo considerados
sinais do ambiente, como dgua luz e temperatura (Zadoks & Schein,
1979). Os animais endotérmicos t€ém a capacidade de manter sua
temperatura corporal constante as custas de elevada taxa metabdlica.
Por outro lado, os organismos exotérmicos ndo t€m um mecanismo
interno que regula a temperatura do seu corpo, desta forma, seu corpo
permanece com a temperatura ambiente, sendo esta que regula a
maioria dos processos fisiologicos. No caso de insetos (Almeida &
Gongalves, 2007), plantas (Medeiros et al., 2000; Roberto et al., 2005)
e fungos (MacHardy & Gadoury, 1985), a temperatura determina a
duracdo do ciclo de vida e a mudanca de estddio desses organismos
(Shoffel & Volpe, 2002).

Algumas espécies vegetais cultivadas, para completarem cada
estadio fisiolégico em seu ciclo de vida, necessitam acumular certa
quantidade de calor, normalmente expressa em graus-dia (GD), que
representa a soma térmica acima da temperatura base minima para o
desenvolvimento. O conceito de GD assume que existe temperatura
base, abaixo da qual o crescimento e o desenvolvimento da planta sdo
interrompidos ou extremamente reduzidos e acima da qual o
desenvolvimento é retomado. Além disso, pressupde uma relacdo
linear entre temperatura e desenvolvimento vegetal, desde que ndo
existam limita¢Oes de outros fatores (Brunini et al., 1976). A soma dos
GDs, ou graus dias acumulados (GDA) que a planta necessita para
completar um estddio ou todo o ciclo tem sido utilizada para
caracterizar o ciclo de vida das plantas, em vez do numero de dias ou

tempo cronoldgico.



Modelos de desenvolvimento, baseados em GDs, constituem
uma ferramenta util para programas de manejo de pragas, devido
possibilitarem a previsdo do desenvolvimento de insetos, indicando
que a populacdo da praga ja obteve do ambiente, condi¢Oes térmicas
para ocorrer em nivel critico (Almeida & Gongalves, 2007).

Entretanto, numa escala bem menor, tem sido estudado o
modelo de GDs aplicado a patossistemas, como sarna da macieira
(Venturia inaequalis (Cke.)), requeima (Phytophtora infestans (Mont.)
De Bary). e pinta preta (Alternaria solani (Ellis & G. Martin)) da
batateira e canela-preta (Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. & de
Not.) em colza (Tomerlin & Jones, 1983; MacHardy & Gadoury,
1985; Franck et al., 1988; Stensvand et al., 1998; KAUKORANTA,
1996; Sun et al., 2001; Fahim et al., 2003).

Muitos sistemas de aviso de doengas sdo fundamentados no
modelo climético. Por isso a busca por um método confidvel para a
previsdo da producdo de in6culo e da infeccdo € esperada pelos
produtores. O processo infeccioso tem sido amplamente estudado
quanto a interagc@o temperatura e molhamento foliar (REIS, 2004).

O estudo completo dos efeitos dos fatores climdticos na
esporulacdo, germinacdo de esporos, crescimento do tubo
germinativo, periodos de incubacdo, latente e infeccioso, sdo de
fundamental importancia para o entendimento dos efeitos do clima
sobre o ciclo de P. pachyrhizi e adicionar tais informacdes num
sistema de aviso tornando-o mais preciso.

O presente trabalho teve por objetivo gerar informagdes

basicas para estimar fases do processo infeccioso pelo conceito de



unidades de calor e uséd-las num modelo de previsdao da ferrugem da

soja.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da soja

A soja [Glycine max (L.) Merr.] originou-se no nordeste da
China, em 2.853 a.C., e assumiu tal importancia que o Imperador
Sheng-Nung a elegeu como planta sagrada, juntamente com o arroz, o
trigo, a cevada e o milheto. A chegada desta oleaginosa nas Américas
deu-se no inicio do século XIX como lastro no fundo dos navios e
somente em 1979 houve plantio comercial da soja que inicialmente foi
utilizada como forragem para a alimentacdo dos animais (Gassen &
Borges, 2004).

Para a safra 2008/2009 estima-se que a drea semeada seja de
21,2 milhdes de hectares e, a producdo alcance 58,8 milhdes de
toneladas, tendo uma redug@o de aproximadamente 2%, na producdo,

em relacdo a safra anterior (CONAB, 2009).

2.2 A Ferrugem da Soja

2.2.1 Etiologia

A ferrugem da soja causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Syd. & P. Syd € um fungo pertencente a classe dos Basidiomecetos.
Ordem Uredinales, familia Phakopsoraceae, género Phakopsora,

espécie P. pachyrhizi (Alexopoulos & Mins,1979).



2.2.2 Historico

A ferrugem da soja (P. pachyrhizi) foi descrita pela primeira
vez no Japao, em 1902. Na América, o primeiro relato da ferrugem foi
em Porto Rico, em 1976. O primeiro relato da ferrugem asiatica na
América do Sul foi em 2001, no Paraguai (MOREL, 2001), e no
Brasil por Yorinori et al.(2002 e 2005). Em 2004 a ferrugem asidtica
foi relatada nos Estados Unidos (Schneider et al., 2005).

2.2.3 Relacoes da ferrugem com o clima

O fungo P. pachyrhizi infecta a planta em temperatura
variando de 15 a 28 °C, sendo necessario um minimo de 6 a 12 horas
de molhamento na superficie das folhas (Melching et al., 1989). O
molhamento foliar, seja por orvalho ou chuva, favorece a doenca,
sendo que a chuva esta relacionada com a intensidade final da
epidemia (TSCHANZ, 1982).

Quanto a germinagdo dos uredosporos de P. pachyrhizi foi
demonstrado que germinam na faixa térmica de 7 e 28 °C, com faixa
6tima de 15 a 25 °C (Marchetti et al., 1976). A germinacdo e os
processos iniciais de infec¢do foram observados a partir de uma hora
de incubacdo e ndo foi detectado acréscimo na porcentagem de
germinagdo em periodos maiores que 6 horas, tanto em dgar quanto
em folhas de soja. Quando os uredosporos sdo analisados em meio
agar-dgua, ndo € observada a formacdo de apressorio devido a
consisténcia do meio de cultura (Melching et al.,1989). Koch &
Hoppe (1988) observaram a formacdo de apressorios sobre

membranas artificiais e em papel-filtro de varias porosidades.



A germinagdo “in vitro” dos uredosporos de P. pachyrhizi foi
avaliada por Godoy & Flausino (2004). Incubados em meio dgar-dgua
nas temperaturas de 10, 14, 18, 22, 26, 28 e 30 °C, avaliados apds 16
horas de incubacdo. Os resultados foram expressos em fungdo da
temperatura, utilizando a funcdo Beta generalizada [Y=B;(((T-
Bz)B3)((B4-T)Bs )))] como modelo de ajuste. As temperaturas estimadas
como limite minimo e maximo para a germinagdo, segundo esta
fungdo, foram 9,9 e 30,3 °C, respectivamente. O maximo de
germinagdo estimado ocorreu na faixa de 18 a 26 °C (superior a 80%).

Bonde et al (2007) estudaram o efeito da temperatura na
germinagdo de ureddsporos, crescimento do tubo germinativo € no
inicio da infeccdo na soja. Quatro isolados, sendo eles do Brasil (B),
Havai(H), Taiwan (T) e Zimbédbue (Z) foram testadas as temperaturas
de 7 a 32 °C. Os ureddsporos, nessas temperaturas, foram submetidos
a 3 e 6 horas de incubacdo. Para a germinag¢do do pro-micélio o
isolado B com 3 e 6 horas de incubacdo obteve a temperatura minima
(Tmin) 10,5; 8,63, a temperatura maxima (Tméx) 29,63 e 29,46 e a
temperatura 6tima (To) foi 22,06 e 22,53 respectivamente. O isolado
Z nas mesmas horas de incubacdo teve a Tmin 9,43 e 9,73, a Tmaéx
29,90 e 30,10 e a To 23,96 e 22,33 respectivamente. Para T, nas
mesmas condi¢des, a Tmin foi 9,43 € 9,73, Tmax 29,06 e 29,46 e a To
22,60 e 22,53. Para o crescimento do tubo germinativo nas mesmas
condicdes, B teve 24, 37 e 23,37, 7, 23,97 € 22,10 e T 23,66 e 24,17.

A partir de isolados de P. pachyrhizi, obtidos no Brasil, foi
quantificado o efeito da temperatura e da duracdo do periodo de
molhamento na germinacdo e formacdo de apressorios “in vivo™.

Nesses experimentos, as placas foram acondicionadas nas



temperaturas de 8, 12, 15, 20, 25 e 30 °C, no escuro. O crescimento foi
paralisado com a adic¢do de lactoglicerol apos 1, 2, 4, 8 e 12 horas de
incubacdo. O fungo germinou em todas as temperaturas. O periodo
minimo para o inicio da germinacao foi de uma hora de incubagdo e o
processo estabilizou-se apds 8 horas (Alves et al., 2004a, 2004b).

Estudo do efeito da temperatura e da duragcdo do molhamento
foliar no desenvolvimento da ferrugem asidtica foi conduzido em
camara de crescimento, com o cultivar BRS 154, inoculado no estadio
V5. A inoculacio foi feita com a concentragdo de 10° uredosporos por
mL. Apds a inoculagdo as plantas foram transferidas para ambientes
com temperaturas de 10; 15; 20; 22.,5; 25; 27,5 e 30 °C. Em cada
temperatura foram testados periodos de molhamento foliar de 0, 4, 6,
8, 12, 16 e 24 horas. Diariamente, as plantas foram acompanhadas
para determinacdo do periodo latente (50% das urédias com
esporulacdo) e 14 dias apds a inoculagdo as folhas foram destacadas.
O fungo tem capacidade de infectar todas as temperaturas testadas,
exceto, a 30 °C. Ao realizar-se a avaliacdo aos 14 dias apds a
inoculacdo, as plantas que estavam a 10 °C nado apresentaram
sintomas, foi aparecer apenas 20 dias apds a inoculacdo (Alves et al.,
2005).

Caldwell et al.(2005) demonstraram que nd@o houve
desenvolvimento da ferrugem asidtica nas temperaturas extremas de
15 e 30 °C com as plantas mantidas a 95% de umidade relativa do ar.

A intensidade da ferrugem asidtica da soja em diferentes
cultivares (Conquista, Savana e Suprema) foi determinada nas
temperaturas de 15, 20, 25 e 30 °C e molhamento de 0, 6, 12, 18 e 24

. ~ 4
horas. As plantas foram inoculados com uma concentracdo de 10



uredosporos de P. pachyrhizimL™" de agua. Molhamento foliar com
duracdo maior do que 15 horas e temperatura proxima a 20 °C, nos
cultivares avaliadas, resultaram em maior intensidade da doenca
(ALVES et al., 2007). Temperaturas proximas a 30 e 15 °C
ocasionaram menor intensidade de doenca.

Foram inoculados ureddsporos, para estudar a influéncia da
temperatura no periodo latente da ferrugem asidtica da soja, na
variedade BRS 154, no estadio V,, e mantidas nas temperaturas de 10;
15; 20; 22,5; 25; 27,5 e 30 °C com periodo de 24 horas de
molhamento foliar. Diariamente as plantas foram observadas para se
determinar o periodo latente, o qual foi definido quando detectava-se
50% das urédias abertas e esporulando e, concluiu-se que nao houve
desenvolvimento da doenca na temperatura de 30 °C (Alves et al.,
20006).

O periodo de incubacdo € o tempo (em dias) decorrido desde a
infeccdo até o surgimento dos sintomas; periodo latente € o tempo,
entre inicio da infec¢do até o surgimento dos sinais; e periodo
infeccioso € o tempo em que a lesdo permanece esporulando (Ribeiro
do Vale et al., 2004).

Experimentos no Japdo foram demonstraram que o periodo
latente foi de 13 dias, a temperatura de 28 °C (Kitani & Inoue,1960).
Na Austrdlia (KOCHMAN, 1979), o periodo latente foi de 14 dias em
temperatura variando de 7 a 17 °C, 9 dias no regime de 17a27°Ce 11
dias de 22 a 32 °C.

O padrao de esporulacdo de P. pachyrhizi caracteriza-se por
apresentar curva de producao didria de esporos com vdrios picos de

méaxima esporulacdo distribuidos durante todo periodo infeccioso



(Melching et al., 1979). Novas urédias continuam a se formar até 28
dias ap6s a inoculacdo. Uma urédia individual produz esporos durante
21 dias e aos 27 dias paralisa o processo (Reis et al, 2006).

Foram testados 26 gendtipos para verificar o potencial de
esporulacdo e, 89,66% dos genotipos testados tiveram média e alta

esporulagdo (Koga et al, 2008).

2.3 Efeito da temperatura no desenvolvimento dos seres vivos

2.3.1 Conceitos Basico:

Temperatura (T °C): € um pardmetro fisico descritivo de um
sistema que vulgarmente se associa as nocdes de frio e calor, bem
como transferéncias de energia térmica, mas que se pode definir, mais
exatamente, sob o ponto de vista microscopico, como sendo a medida
da energia cinética associada ao movimento (vibracio) aleatdrio das
particulas que compdem um dado sistema fisico.

Tempo fisiolégico: (Tf): ¢ a duracdo de cada estadio de
desenvolvimento dos seres vivos (Streck et al., 2003) no qual o tempo
tem sido medido por unidades de calor em vez de tempo cronolégico.
Usa-se neste caso a temperatura.

Unidade de calor (Uc): na medida das unidades de calor usa-
se a temperatura em lugar de dias sendo, portanto, a unidade em °C
(OMETTO, 1981).

Grau dia (GD): O GD é€ definido como o actimulo diario da
energia que se situa acima da condi¢cao minima e abaixo da médxima
exigida pela planta ou outro organismo pecilotérmico. A condi¢do

minima ou maxima €é definida como limiar térmico inferior ou



temperatura basal e a energia acumulada nesse intervalo de condi¢dao
(GD ou St) € a energia necessdria para a planta ou inseto completar
determinada fase fenoldgica ou mesmo o seu ciclo completo de
desenvolvimento (OMETTO, 1981).

Graus-dias-acumulados (GDAs): é o somatério do aciumulo
didrio de energia durante um periodo de tempo (OMETTO, 1981).

Soma térmica (St): € o acimulo didrio da energia que se situa
acima da condi¢cdo minima e abaixo da maxima exigida pela planta ou
outro organismo pecilotérmico. E medido em graus Celsius (°C).

Tempo térmico (Tt): é o efeito da temperatura sobre o
processo fisiolégico de insetos, plantas e fungos, medido em unidades
de calor.

Tempo cronolégico (Tc): E o tempo em dias, semanas, més e
anos para medir a duracio de estiddios de desenvolvimento ou do ciclo
de vida de uma espécie. Ex. ciclo da soja precoce é de 120 dias. A
duracdo das fases e subfases do desenvolvimento de um ser vivo tem
sido geralmente medido pelo Tc cujas unidades sdo apresentadas em
dias, semanas, més ou anos. Esta medida de tempo tendo sido usada,
principalmente, para mensurar ndo somente estddios de
desenvolvimento mas também a duracdo completa do ciclo de vida de
plantas e insetos.

Temperaturas cardinais: referem-se a temperatura basal (Tb)
abaixo da qual cessa o desenvolvimento do organismo. Temperatura
6tima (To) é aquela na qual o desenvolvimento é o mais rdpido. E
temperatura maxima (Tmax) acima da qual o organismo paralisa seu
desenvolvimento, sem morrer (Yin et al., 1995; BONHOMME, 2000;
STRECK, 2002).



Temperatura maxima do dia (Tmaxd): é o pico da
temperatura que ocorre no dia.

Temperatura minima do dia (Tmind): é a menor
temperatura ocorrida no dia.

Temperatura média (Tm) diaria: ¢ a soma das temperaturas
de hora em hora dividido por 24.

Limiar térmico inferior (Lti) ou temperatura basal (Tb): é
a temperatura abaixo da qual cessa o desenvolvimento do organismo
sem lhe ser letal.

Constante térmica (Ct): é o nimero expresso em graus-dias,
necessario a uma dada temperatura para que o organismo complete
seu ciclo de vida (Trudgill et al., 2005).

Data biofixa (Db): é o dia ou estddio fenol6gico da cultura
no/na qual se inicia o cdlculo do GDA.

A temperatura é um fator que influéncia marcadamente o
desenvolvimento dos seres vivos.

As taxas de desenvolvimento das espécies de sangue frio sdo
dependentes das temperaturas, pois a temperatura afeta indmeros
processos fisiolégicos, incluindo a taxa de difusdao, desnaturacdo da
membrana lipidica, e determina a mudanca de estadios (Trudgill et al.,
2005). As temperaturas intermedidrias seguem o modelo linear, mas
quando ocorrem temperaturas extremas, o modelo é ndo linear
(Schoolfield et al.,1981).

Para a relacdo linear entre a temperatura e o desenvolvimento,
Monteith (1977) prop0s a seguinte equagdo 1/t = (T — Ty,)b, onde t € o
tempo cronolégico requerido para cada evento particular do

desenvolvimento, T (°C) € a temperatura média que dura o periodo, T},



¢ a temperatura basal e b € o tempo térmico requerido para ocorrer o
evento (Garcia-Huidobro et al. 1982).

Russele et al. (1984) usaram a seguinte férmula para
determinar 0os GD: M = [(Tmix + Tmin)/2] - Ty, onde M é os GDA no
dia, Tmsx € a temperatura maxima que ocorreu no dia, a Ty, € a
temperatura minima ocorrida no dia e o T}, € a temperatura minima ou
basal, ou b para que ocorra o desenvolvimento.

Para determinar a Tb para o desenvolvimento da colza
(Brassica napus L.), foi utilizada a metodologia de GDA (Morrison et
al., 1989). Numerosos modelos t€ém sido propostos para descrever o
desenvolvimento fenolégico da planta em funcdo de varidveis
ambientais (Daughtry et al., 1984). Morrison et al. (1989) utilizaram,
para calcular os GDA a mesma férmula de Russele et al. (1984), e
chegaram a conclusio que a temperatura ambiental regula o
desenvolvimento fenolégico da colza.

Com relacdo a Tb para o desenvolvimento do trigo, calculou-se
a Tb e o periodo térmico para diferentes etapas de desenvolvimento da
planta, utilizando uma relacdo linear entre a taxa de desenvolvimento
e a temperatura média. Os resultados indicaram que a germinagao,
emergéncia, perfilhamento e elongacdo das folhas (fase vegetativa)
tem Tb de 2 °C, para a elongacdo do colmo e a fase reprodutiva
(perfilhamento e maturacdo) tem uma Tb de 6 °C (Del Pozo et al.,

1986).



2.5 Uso dos graus-dias-acumulados em fitopatologia

Existem poucos patossistemas nos quais tem sido empregado o
principio de GDAs. As Uc podem ser usadas para quantificar a
necessidade de energia para uma espécie mudar de fase em seu ciclo
de vida. Porém, o mais usado tem sido em sistemas de aviso da
ocorréncia de doencas.

Entre eles, cita-se o patossistema macieira (Malus sp. Borkh)-
sarna, causada pelo fungo Venturia inaequalis (Cke) Wint. Tomerlin
& Jones (1983) estudaram o efeito da temperatura e umidade relativa
no periodo latente de V. inaequalis em folhas de macieira. Nesse caso
os GDA foram calculados conforme a foérmula de Russele et al.
(1984), tomando como Tb 0 °C. Um modelo foi ajustado com base nos
GDA, apresentando coeficiente de determinacdo de 60, 64 e 68%
indicando que o GD e o actimulo de umidade relativa do ar em dois
intervalos de trés dias tém melhor precisdo, do que as mesmas
varidveis avaliadas ao longo de seis dias.

Um modelo de previsdo da sarna da macieira baseado nos
GDA (MacHardy & Gadoury, 1985) foi desenvolvido para determinar
a maturagdo dos ascdsporos. De 1979 a 1984 o sistema identificou o
dia em que 10% dos ascosporos estavam maduros, com quatro dias de
antecedéncia, e com dois dias de antecedéncia o sistema apontou que
90% dos ascosporos estavam maduros. Para desenvolver o modelo de
previsdo, baseado nos GDA, MacHardy & Gadoury (1985) tomaram
as T € Tax didrias num periodo de 26 anos. Foi usada uma equacgado
quadratica para calcular os GDA, tomando com Tb 0,0 °C e

determinado o tempo para que os ascosporos de V. inaequalis atinjam



a maturagdo. Foi obtida a equacgdo de regressdo aonde Y € os GDA e
X € o tempo decorrido até certa data. Foi utilizada como Db um
determinado estddio fenoldgico para determinar os GDA. Por
exemplo, foram acumulados 274 GD em 30 dias. Dessa forma, o
modelo apresenta, quando € alcancado o valor dos GDA, 60% dos
ascosporos estdo maduros. Com este modelo, baseado nos GDA, tem
sido indicado com precisdao de poucos dias, quando vai ocorrer a
infeccao.

Outros autores como Stensvand et al. (1998) determinaram a St
nos anos de 1990, 1992 e 1997. Quando atingiu a fase de maior
esporulacdo de V. inaequalis foi calculada uma soma térmica de 250 a
375 GDAs (tendo como Tb 0 °C).

Foi desenvolvido um modelo simples, baseado nos GDA
(Franck et al., 1988) para indicar o momento do controle quimico da
pinta preta da batata causada por Alternaria solani (Ell. & G. Martin)
Sor. Foi necessario um acumulo de 361 GD para ocorrer a primeira
lesio em San Luis Valley, Colorado, e no nordeste do estado do
Colorado foi necessario um actimulo de 625 GD. Para chegar a esses
valores, Franck et al (1988) utilizaram a mesma férmula que Russel et
al. (1984) para determinar o GD. Nos anos de 1969 a 1980, os GDAs
para o aparecimento da primeira lesdo variaram de 347 a 388 em San
Luis Valley e, no nordeste estado do Colorado, nos anos de 1979 a
1982 os GD variaram de 626 a 652. A conclusdo a que chegaram ¢é
que existe relacdo entre o tempo para o aparecimento da primeira
lesdo e os GDAs.

Os danos e controle da requeima da batata (Solanum

tuberosum 1..) causado por Phytophtora infestans (Mont.) De Bary.



fez com que Kaukoranta (1996) estudasse um modelo baseado na St
do patégeno e da planta. O experimento foi conduzido durante trés
anos. A emergéncia da cultura foi prevista para ocorrer apds o
acumulo de 631 GD, com Tb de 0 °C. Para ocorrer a requeima da
batata foi considerada ocorréncia de temperaturas acima de 8,0 °C
depois da emergéncia da batata em dias com pelo menos 0,1 mm de
precipitacdo pluvial e com o actimulo de 156 GD. Neste sistema de
aviso a doenca ocorre com um acumulo de 10 GD por dia. Para
calcular os GDAs Kaukoranta (1996) usou a seguinte féormula ETS =
% MAX{0, (MIN {T;, Tmax}-Tp)}, i= 1. Daysym, pi=0.1, onde Daygym, €
o dia que aparece a primeira lesdo, pi>0,1 sdo os dias que teve pelo
menos precipitacio de 0.1 mm, T; € a taxa de multiplicagdo que €
regulada pela temperatura média didria, Ty, é o efeito da taxa da
temperatura com a soma da temperatura base, Ty € 0 limite maximo
de temperatura em que hd germinacdo de esporos, ETS é a
temperatura acumulada em dias chuvosos, ETSy,, € o limite superior
requerido. O modelo de previsdo negativo de Ullrich & Schroder
(1965) desenvolvido na Alemanha, e validado nos paises Noérdicos,
(Hansen & Holm 1991, Hansen et al., 1995) foi utilizado para fixacao
dos parametros iniciais da Ty, Trax € ETSeym.

Na andlise das condi¢des climdticas para a ocorréncia da
requeima da batata no Egito (Fahim et al., 2003), causada por P.
infestans, os GDA foram tomados como base do cdlculo para
determinar o Tf para o desenvolvimento de P. infestans.

Em trabalho conduzido por Scherm & Bruggen (1994), os

periodos infeccioso e latente de Bremia lactucae Regel., em alface

(Lactuca sativa L.), foram determinados em dias (Tc) sem levar em



conta os GDAs. Grande volume de informagdes tem usado para
quantificar o tempo cronolégico e ndo os GDA.

A mancha de cercospora em cenoura (Daucus carota L.),
causada pelo fungo Cercospora carotea (Pass) Solheim foi estudada
durante os anos de 1984 a 1987 para desenvolver um critério para
iniciar a aplicacdo de fungicida. A equagdo de regressdao continha dias
apos o estagio de cotilédone, estdgio de crescimento da planta e os
GDA (Tb = 7,0). Cada uma das varidveis explica 83, 66 e 85%
respectivamente, o desenvolvimento da mancha de cercospora. A
doenca chega ao limiar de 50% aos 48 dias, no estigio 8.6, quando
foram acumulados 557 GD. O Tc requerido, quando for detectado o
primeiro sintoma da doenga até alcancar o limiar de 50%, foi de 21
dias. Para o cdlculo dos GDAs foi utilizada mesma féormula que
Russel et al (1984) descreveu. Para o crescimento da cenoura a
Tb=7,0 °C e para o crescimento da C. carotae foi utilizado a Tb= 15,0

°C (Kushalappa et al.1989).



CAPITULO 1

TEMPERATURAS BASAL, OTIMA E MAXIMA PARA
A GERMINACAO DE UREDOSPOROS E
CRESCIMENTO DO TUBO GERMINATIVO DE
Phakopsora pachyrhizi

RITA DE CASSIA CARLINI' & ERLEI MELO REIS>

RESUMO: Em experimentos conduzidos em laboratério procurou-se
identificar um substrato no qual se obtenha a méxima germinacdo de
uredosporos € o maior crescimento do tubo germinativo de
Phakopsora pachyrhizi. Foram testados os seguintes substratos dgua-
agar, 0,5; 1; 2; e 4 g de extrato de folha de soja-dgar contendo cada
um I mL com 5000 uredosporos em camaras de crescimento com
fotoperiodo controlado, temperatura de 25 °C, por 12 horas. Houve
efeito dos substratos na germinacdo dos uredosporos, a menor
germinagdo foi obtida no substrato que continha 0,5 g de extrato de
folha de soja-dgar (83,2%). O substrato que teve maior germinacao foi
o que continha 4,0 g de extrato de folha de soja-dgar (96,5%), no
entanto ndo diferiu do que continha 2,0 g de extrato de folha de soja-

agar. Houve um aumento relativo de 16%. Nao houve efeito
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significativo dos substratos para o tamanho do tubo germinativo. Em
outro experimento com temperaturas testadas de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 31, 32, 33, 34 e 35 °C, contendo 1 mL com 5000 esporos e
com tempos de exposicOes de 3, 6, 12 e 24 horas em camaras de
crescimento com fotoperiodo e temperatura controlada, avaliou-se a
germinagdo e mediu-se o comprimento do tubo germinativo. A
temperatura basal calculada foi de 6 °C, a 6tima de 21 °C e a méxima
de 35 °C.

Palavras chave: soja, Glycine max, substrato, ferrugem asiatica.

ABSTRACT: Experiments were carried out to identify a substrate
able to promote the maximum uredospores germination and the largest
promycelium growth of the causal agent of the asian rust soybean
(Phakopsora pachyrhizi). Using the best substrate the temperatures,
basal, optimal and and maxim for the germination and growth of the
germ tube were conductes. It was demonstrated that the germination
and the length of germ tube were detected for the concentration of 4
gL' of soybean leaf extract. Data were submitted to the SAS
statistical program in tri-fatorial experimental design. When the data
were submitted the regressions, the basal temperature was of 6 °C, the

optimum of 21 °C and the maxim of 35 °C.
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Key words: soybean, Glycine max, substrate, asian soybean rust.

1 Introducao

A soja € a principal espécie vegetal cultivada no Brasil. tendo
em vista que alguns agricultores produzem sua propria semente, 0s
principais investimentos se relacionam com controle de insetos-praga,
e principalmente doencas.

A partir de da safra de 2000/2001 surgiu no sul do Brasil uma
nova doenca, a ferrugem asidtica da soja, causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi Sydow. (Yorinori et al., 2002 e 2005).

A mais usada estratégia de controle da ferrugem asidtica é a
aplicacdo de fungicidas nos 6rgdos aéreos quando a intensidade da
doenga atingir 5% de infeccdo, j4 que, por enquanto, ndo estdo
disponivel para cultivo cultivares resistentes (TECNOLOGIAS
2008/09).

A pesquisa intensifica suas acdes na busca de solucdes para o
manejo sustentdvel da ferrugem da soja. Neste sentido, sistemas de
aviso, cada vez mais precisos, estdo sendo desenvolvidos para detectar
o surgimento da doenca e assim indicar o0 momento correto para o
inicio das pulverizacdes de fungicidas de modo a manter a
sustentabilidade econdmica e ambiental do agro-ecossistema.

Uma das maneiras de aprimorar alguns dos sistemas de aviso
pode ser através da introdu¢do do principio dos graus de calor
acumulados para o desenvolvimento do fungo como tem sido
originalmente utilizado na modelagem de plantas e de insetos-praga.
O primeiro passo nesta dire¢do € identificar os valores dos limiares

térmicos inferior e superior no desenvolvimento do patégeno.



Esse trabalho teve como objetivos: (a) identificar um substrato
que proporcione a maxima germinacdo de uredosporos e promova o
maior crescimento do tubo germinativo dos esporos de P. pachyrhizi
em relacdo ao substrato padrdo dgar-dgua; (b) identificar os valores
dos limiares térmicos inferior e superior e a temperatura 6tima para a
germinagdo dos uredosporos e crescimento do tubo germinativo de P.

pachyrhizi.

2 Material e Métodos

Producao e manutencio do inéculo

O in6culo da ferrugem foi obtido a partir de folhas infectadas
coletadas no campo experimental da Universidade de Passo Fundo em
2001, foi mantido e multiplicado pela inoculacdo periddica de plantas
de soja cultivadas em vasos (cultivar Codetec 214 RR), em camara-
de-crescimento a 22 °C e fotoperido de 14h. A inoculagdo das plantas
foi feita com concentragdo de 20.000 esporos.mL'l, seguida de um
molhamento folhar por 48 horas, no escuro. Posteriormente as plantas
foram mantidas em camaras-de-crescimento a 22 °C e fotoperiodo de

14x 10 h

Experimento 1: Efeito de substratos na germinacao de esporos e
crescimento do tubo germinativo de P.
phachyrhizi
O experimento foi conduzido no laboratério de Micologia da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria de Passo Fundo.

Foram utilizados cinco substratos: dgar-dgua (1000 mL de dgua, 14 g



de agar), 0,5 g de extrato de folhas de soja-agar (0,5 g de folha
triturada no liquidificador, 1000 mL de dgua e 14 g de agar), 1g de
extrato de folhas de soja-dgar (lg de folha de soja triturada no
liquidificador, 1000 mL de agua e 14g de 4gar), 2g de extrato de
folhas de soja-dgar (2g de folha de soja triturada no liquidificador,
1000 mL de 4dgua e 14g de 4gar) e 4g de extrato de folhas de soja-dgar
(4g de folhas de soja triturada no liquidificador, 1000 mL de 4gua e
14g de agar). As folhas de soja da cultivar Codetec 214 RR, foram
obtidas de plantas cultivadas em cdmara de crescimento sem terem
recebido nenhuma aplica¢do de produtos quimicos e, coletadas apds
25 dias de emergéncia.

Os uredosporos foram removidos por batida de foliolos com
frutificacdo abundante e coletados numa placa de petri. Os
uredosporos foram suspensos e diluidos em dgua destilada obtendo-se
uma concentracdo de 2.000 esporos.mL™"" A unidade experimental foi
constituida de uma placa de petri pléstica, com 6,0 cm de diametro,
com quatro repeticdes no delineamento experimental de blocos ao
acaso. Desta suspensdo foi vertido 1,0 mL sobre os substratos
agarizados por placa. As placas de petri, de pldstico foram mantidas
em incubadoras de crescimento com controle de temperatura e
fotoperiodo, do tipo BOD (Biological oxygen demand), a temperatura
de 25 °C, luz continua fornecida por duas lampadas fluorescente
(OSRAM, Universal 40 w, Luz do Dia Especial, Brasil K.798.B.6),
distantes 35 cm da superficie das placas e por um periodo de 12 horas.

A germinagdo dos uredosporos e tamanho do tubo germinativo
foram avaliados em microscopio Optico pela varredura da placa,

examinando 100 uredosporos por repeticdo. Considerou-se como



germinado o uredosporo que apresentou o tubo germinativo mais
longo do que seu maior didmetro (SHARVELLE, 1969). O
comprimento do tudo germinativo foi mensurado com um micrometro
adaptado a ocular do microscopio que foi aferido com lamina
micrométrica Zeiss West Germany 5 + 100/100 mm.

Os dados foram expressos como percentagem de germinagio
dos uredosporos e tamanho do tubo germinativo em um sendo
submetidos a andlise de variancia e ao teste de comparacdo de médias

de Tukey (p=5%).

Experimento 2. Determinacao das temperaturas basal, 6tima e
maxima para a germinacao e crescimento do pro-

micélio de uredésporos de P. pachyrhizi.

O experimento foi conduzido no laboratério de Micologia da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria de Passo Fundo. O
substrato para o estudo em meio de cultura foi o extrato de folhas de
soja-agar (1 grama de extrato de folha de soja, 14g de 4gar e 1000 mL
de dgua). No preparo do meio, os foliolos de soja foram trituradas em
liquidificador com 200 mL de 4gua destilada e ap6s coado foi vertido
em um becker com capacidade 2000 mL, completando com 800 mL
de dgua destilada e 14 de agar. Apds autoclavou-se por 20 minutos,
em seguida foi vertido em placas de petri plasticas de 3,0 cm de
diametro.

No dia seguinte foi preparada uma suspensao de esporos de P.
pachyrhizi na concentragdao de 2.000 esporos.mL’l. Para isso foram

colocados foliolos de soja dentro de uma garrafa plastica com dgua



destilada e uma gota para cada 100 mL de Tween (80%), agitada para
remog¢do dos esporos, pipetado quatro gotas da suspensdo (gota com
volume de 0,01 mL) em laminas de microscopia e determinada a
concentracdo de esporos por contagem ao microscopio. Procurou-se
coletar os esporos produzidos em plantas de soja cultivadas em vasos
em camara climatizada aos 18 dias apds a inoculagcdo. Apds ajustada,
a concentragdo, foi vertido 1,0 mL em cada placa de petri contendo
substratos, distribuida homogeneamente na superficie e as placas
levadas as incubadoras.

O experimento foi conduzido no modelo fatorial. O fator (a)
temperatura: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 31, 32, 33, 34, 35 e 36 °C,
e (b) tempos exposicdo: 3, 6, 12 e 24 horas com quatro repeticdes para
cada tempo e temperatura no delineamento experimental de blocos ao
acaso. Na primeira fase trabalhou-se com as temperaturas de 10 e 30
°C, apds, 9 e 31 °C, assim sucessivamente, até contemplar todas as
temperaturas.

Quando completado cada tempo de exposicao (3, 6, 12 e 24
horas) as placas foram retiradas das incubadoras. Em cada placa foi
adicionado quatro gotas da solucdo de acetona (100%) com azul-de-
algoddo para paralisar a germinagdo e o crescimento dos tubos
germinativos.

Foram avaliadas a germinacdo dos esporos e medido o
comprimento do tubo germinativo. Foi considerado germinado,
quando o comprimento do tubo germinativo excedeu o maior didmetro
do esporo (SHARVELLE, 1969). A mensuragdo foi feita ao
microscopio equipado com um micrometro adaptado a ocular aferida

com lamina micrométrica Zeiss West Germany 5 + 100/100 mm.



Os dados foram analisados seguindo o modelo experimental
fatorial num arranjo de tratamentos completamente casualizados
sendo submetidos a andlise da variancia e ao teste de comparagao de
médias (Tukey a p=5%), a partir, das equacdes expressas em cada

gréfico foi feita a regressao.

3 Resultados e Discussao

Houve efeito dos substratos na germinagdo dos uredosporos. A
menor germinagdo, 83,2%, foi obtida no substrato contendo 0,5 g de
tecido liquefeito de folhas de soja (Tabela 1). Os substratos dgua-agar,
0,5 g e 1,0 g de extrato de folha de soja-agar nao diferiram entre si. Os
meios de cultura contendo 1 g de extrato de folha de soja-dgare 2 g de
extrato de folha de soja-dgar também foram semelhantes. O substrato
no qual se obteve a maior germinacdo foi o que continha 4 g de
extrato de folha de soja (96,5%), no entanto, ndo diferiu

significativamente do meio com 2 g de extrato de folha-agar (Tabela

1).



Tabela 1: Efeito de substratos, mantidos por 12 horas em 25 °C, na
germinacdo (%) de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi.

Passo Fundo, RS, 2009

Aumento
Extratos Média relativo (%)
Extrato de folha de soja-agar 4,0 g 96,5 a
Extrato de folha de soja-4dgar 2,0 g 93,7 ab 13
Extrato de folha de soja-agar 1,0 g 88,0 bc
Agua-dgar 84,5 ¢ 2
Extrato de folha de soja-4dgar 0,5 g 83,2 ¢ -
C.V. 4,2%

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p=5%).

Quanto ao efeito dos substratos no crescimento dos tubos
germinativos, observa-se que o maior crescimento do tubo
germinativo ocorreu no meio que continha um 1,0 g de extrato de
folha de soja (32,7um de comprimento), porém os tratamentos nao

apresentaram diferenca significativa entre si.

Tabela 2: Efeito de substratos no comprimento do tubo germinativo
(um), mantidos por 12 horas em 25 °C, de uredosporos de

Phakopsora pachyrhizi. Passo Fundo, RS, 2009

Extrato Média

1,0 g extrato de folha de soja-dgar 32,7 n.s.
4,0 g extrato de folha de soja-agar 24,8

Agua-dgar 243

2,0 g extrato de folha de soja-dgar 19,1

0,5 g extrato de folha de soja-dgar 17,9

C.V. 35,99%

n.s. = ndo significativo.



A temperatura basal para a germinacdo dos uredosporos de P.
pachyrhizi em meio de cultura foi de 6 °C. A temperatura 6tima foi
estimada pelas equagdes sendo de 21 °C nas 3, 6 e 24 horas de
exposi¢do. Ja para o tempo de 12 horas de incubacdo a temperatura
6tima foi de 20 °C e, seu crescimento foi paralisado quando atingiu a
temperatura de 36 °C (Figura 1). Marchetti et al. (1976) testaram
temperaturas de 7 a 28 °C, com o objetivo de avaliar a germinagao dos
uredosporos e concluiram que P. pachyrhizi germinou em todas as
temperaturas, tendo como Gtima as temperaturas na faixa de 15 a 25
°C.

Para determinar os limiares térmicos experimentos sao
conduzidos em laboratérios com diferentes temperaturas. Um
substrato comumente utilizado € o dgar-dgua (TORGENSON, 1967).
Porém, neste substrato a taxa de germinacdo de uredosporos das
ferrugens € reduzida, provavelmente por serem parasitas biotréficos e
esse ser um substrato pobre em nutrientes. Baseado no relato de
Suzuki et al. (1998), levantou-se a hipdtese que exsudados foliares de
soja pudessem estimular a germina¢@o de uredosporos “in vitro”.

Em trabalho semelhante conduzido com Puccinia triticina
Eriks., agente causal da folha do trigo, os melhores substratos foram
aqueles que continham extrato ou infusdo de folhas de trigo (Reis &
Richter, 2007), resultados esses que corroboram com os obtidos neste
trabalho de que componentes das folhas do hospedeiro suscetivel
estimulam a germinacao de esporos de fungos.

Marchetti et al. (1976) constataram que P. pachyrhizi foi capaz
de germinar, “in vivo”, entre as temperaturas de 7 e 28 °C, com faixa

6tima de 15 a 25 °C. Alves et al. 2004a, 2004b testaram temperaturas



de 8 a 30 °C, “in vivo”, e concluiram que o fungo foi capaz de
germinar em todas essas temperaturas. Godoy & Flausino (2004)
testaram temperaturas de 10 a 30 °C e submeteram os dados a funcdo
Beta generalizada e conseguiram resultados da temperatura minima de
9,2 °C, a maxima de 30,3 °C, e a temperatura 6tima para a germinagao
dos uredosporos estava na faixa de 18 a 26 °C. Isolados de locais
diferentes (Brasil, Zimbabue, Havai e Taiwan) submetidos a
temperaturas de 7 a 32 °C (Bonde et al.,, 2007), indicam que a
temperatura minima para germinar os uredosporos foi de 8 °C, a
maxima de 30 °C e, tendo como temperatura 6tima 22 °C.

Pode-se observar que o tempo de exposi¢do ndao foi o
determinante para a germinagdo dos uredosporos, porém, o que foi
decisivo foi a temperatura a que foram expostos, fato este, que
comprova que os seres pecilotérmicos siao regulados pela temperatura
e ndo pelo tempo (cronoldgico).

Alguns pesquisadores referindo-se a temperatura 6tima, usam
o termo “na faixa de”, porém, deve ser identificado apenas um valor

indicador do 6timo para o desenvolvimento do fungo.
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Figura 1 - Germina¢do (%) de uredosporos de Phakopsora
pachyrhizi em funcdo da temperatura e do tempo de
exposicdo em substrato extrato de folha de soja-dgar.

Universidade de Passo Fundo, 20009.

A partir da afirmativa que o tempo de exposicdo nao
influencia, e sim, quem determina a porcentagem de germinacdo dos
uredosporos de P. pachyrhizi € a temperatura, foi confirmada também
quando analisados os dados de tamanho do tubo germinativo.

O limiar térmico inferior, ou temperatura basal foi de 6,0 °C na
qual ocorreu menor tamanho do tubo germinativo (um). Abaixo dessa
temperatura ndo ocorreu a germinacdo dos uredosporos. A
temperatura 6tima, obtida com a média das quatro equacdes foi de 21
°C, onde o tubo germinativo teve maior comprimento. A temperatura

maxima foi 35 °C, acima dessa ndo ocorreu a germinagao. (Figura 2).
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Figura 2 — Comprimento do pré-micélio (um) de uredosporos de
Phakopsora pachyrhizi em funcdo da temperatura e do
tempo de exposicdo em substrato extrato de folha de
soja-agar. Universidade de Passo Fundo, 2009.

4 Conclusao

A germinacdo dos uredosporos de P. pachirhizi é afetada pela
presenca e concentracdo de extrato de folhas de soja no substrato
agua-agar.

A temperatura basal, ou limiar térmico inferior, para
germinacgdo de P. pachyrhizi é de 6 °C.

A temperatura méxima para germinacdo de P. pachyrhizi é 35
°C.



Para a germinagdo de uredosporos de P. pachyrhizi foi de 20 a

21 °C.



CAPITULO 11

QUANTIFICACAO DO PERIODOS LATENTE E
INFECCIOSO DE Phakopsora pachyrhizi, EM SOJA POR
TEMPO CRONOLOGICO OU UNIDADES DE CALOR

RITA DE CASSIA CARLINI' & ERLEI MELO REIS?

RESUMO: Em experimento conduzido em camara de crescimento
determinou-se os graus-dias acumulados para a duracdo dos
periodos latente e infeccioso e o potencial de esporulacdo de
Phakopsora pachyrhizi agente causal da ferrugem asidtica da soja.
Para isto, foliolos de soja destacados (primeiro par unifoliado), do
cultivar Codetec 214 RR, foram inoculados com 5.000.mL™*
uredosporos. A unidade experimental constou de trés foliolos de
soja dispostos equidistantemente numa caixa de acrilico do tipo
gerbox, contendo uma espuma e dois papéis filtro, e incubados sob
fotoperiodo de 12 horas, nas temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30 °C
por 35 dias. As avaliacOes foram feitas aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias
ap6s a inoculacdo. Para calcular o potencial de esporulagcdo foi
cortado de cada gerbox trés discos com 2,0 cm de diametro,

colocado em 25 mL de 4gua, agitado e contado no microscopio os

'Enga-Agra, mestranda do Programa de Pés-graduacio em
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uredosporos de 3 gotas de 0,01 mL. de Foram avaliados o nimero
de pustula.cm™, o potencial de esporulacdo e calculados os graus-
dias acumulados para os periodos latente e infeccioso. Os dados
foram submetidos ao programa STATISTICA 8.0. Pela féormula de
MONTEITH (1977), foram encontrados os seguintes GDAs 182,
293, 569, e 765 de acordo com as temperaturas 10, 15, 20 e 25 °C
respectivamente. Para a formula de Russele et al (1984), o
somatorio dos GDAs foram 157,5; 332,5; 507,5 e 682
respectivamente. Concluiu-se que a mudanca do periodo latente
para o infeccioso € determinado pela temperatura.

Palavras chave: Glycine max, temperatura, ferrugem asiatica

ABSTRACT: In experiment carried out in incubator the
accumulated degree-days for the duration of the infectious, latent,
periods and sporulation potential of Phakopsora pachyrhizi, causal
agent of the asian rust soybean, were determined. Detached soybean
leaflets (first unifoliate), of cultivar Codetec 214, were inoculated
with 5.000.mL" uredinospores. The experimental unit consisted of
three soybean leaflets arranged evenly in a acrylic box, and
incubated in the temperatures of 10, 15, 20, 25 and 30 °C for 35
days, the evaluations were made at the 7, 14, 21, 28 and 35 days

after the inoculation. The effects were evaluated by counting the
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Fitopatologia — rita_carlini @hotmail.com

*Orientador, Eng-Agr., professor da FAMV/PPGAgro/UPF —
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pustule number.cm’, the esporulation potential and calculated the
accumulated degree-days for the latent and infectious periods. It was
inferred that the change of the latent period for the infectious is
determined by the temperature.

Key words: Glycine max, temperature, asian soybean rust.

1 Introducao

A soja [Glycine Max (L.) Merr] € a principal espécie vegetal
cultivada no Brasil. Para a safra 2008/2009 estima-se que a drea
semeada seja de 21,2 milhdes de hectares e, a producdo estimada de
58,8 milhdes de toneladas, tendo uma reducdo de aproximadamente
2%, na produgdo, em relagdo a safra anterior (CONAB, 2009).

Na safra 2000/2001 surgiu uma nova doenca, conhecida como
ferrugem asidtica da soja, causada pelo fungo Basidiomiceto
Phakopsora pachyrhizi Sydow., capaz de causar danos de até 80%
(Yorinori et al., 2002a, 2005; MOREL, 2001).

As principais estratégias de controle desta ferrugem sdo o uso
de cultivares precoces e semeados no inicio da época recomendada e a
quimioterapia (TECNOLIGIAS 2008/09). Até o presente momento
ainda ndo estdo disponiveis para os produtores cultivares com
resisténcia suficiente para evitar perdas economicas. Uma maneira de
racionalizar o controle quimico € através do uso de sistemas de aviso
como ferramenta para indicar 0 momento correto para a primeira
aplicacdo de fungicidas na cultura.

Um método preciso que tem potencial para ser usado em
sistemas de aviso de doencgas de plantas sdo os graus dias acumulados

(GDA). Este método € fundamentado no fato de que os fungos,



organismos pecilotérmicos, t€ém as suas fases de desenvolvimento
comandadas pelo actimulo de calor. J4 foram feitos varios estudos
com plantas e insetos, porém, com fitopatégenos existe pouca
informacao publicada.

Este trabalho teve por objetivo determinar as unidades de calor
para os periodos latente e infeccioso de P. pachyrhizi no hospedeiro

soja visando introduzi-lo num sistema de aviso da ferrugem da soja.

2 Material e Métodos

O in6culo da ferrugem foi mantido e multiplicado pela
inoculacdo de plantas de soja cultivadas em vasos, cultivar Codetec
214 RR em camara de crescimento a 22 °C e fotoperiodo de 14 horas.
A inoculagdo das plantas foi realizada com concentracdo superior a
20.000 esporos. mL™", seguida de molhamento folhar por 48 horas, no
escuro. Apds foi mantida a mesma temperatura e fotoperiodo de 14
horas em camaras de crescimento.

Sementes de soja do cultivar Codetec 214 foram semeadas
semanalmente, em copos pldstico, mantidos em camara-de-
crescimento a 22 °C e fotoperiodo de 14 horas, para fornecer foliolos
sadios sempre que necessario.

O experimento foi conduzido com foliolos de soja destacados
(primeiro par unifoliado) e inoculados com 5.000 esporos.mL™ de P.
pachyrhizi. Foram testadas temperaturas constantes em incubadora, de
10, 15, 20, 25 e 30 °C. A unidade experimental constou de caixas de
acrilico (11 x 11 x 3,5 cm de altura)(tipo gerbox) tendo-se colocado

no fundo uma espuma pldstica, de 5 mm de espessura com dois



papéis filtro em sua superficie. O conjunto foi saturado com agua
destilada e, devidamente identificado e nele adicionado trés foliolos
com a face abaxial voltada para cima coletadas 25 dias apds a
emergéncia.

Em cada temperatura foram avaliados cinco tempos de
exposicdo: 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds a inoculagao.

A inoculagdo foi feita com um atomizador pldstico, manual,
com suspensdo de esporos (200 mL de dgua, 5000 esporos.mL'l e
duas gotas de Tween 80%), borrifando cada gerbox. Apods a
inoculagc@o o conjunto foi colocado nas incubadoras com fotoperiodo
de 12 horas com lampadas de luz branca com 40 Watts de poténcia
cada lampada, o conjunto constituia de 8 lampadas, divididas em duas
fileiras de quatro. A intervalos de dois dias os foliolos foram
borrifados com &dgua destilada, contando-se quatro segundos para
borrifar cada gerbox. Esse procedimento foi observado para evitar o
acumulo de agua no papel filtro, formando apenas goticulas de dgua
sobre os foliolos.

As avaliacdes foram feitas em um disco de 2,0 cm de didmetro
em cada foliolo, com furador de rolha. Sob lupa (50x) foi contado o
nimero de urédias fechadas (apenas um domo) e abertas com esporos
visiveis. Posteriormente os discos dos trés foliolos foram introduzidos
num recipiente plastico com 25 mL de dgua destilada e uma gota de
espalhante (Tween 80%) somente para ajudar na remog¢ao dos esporos.
O material foi agitado, tomou-se uma aliquota de 0,01 mL e verteu-se
trés gotas sobre uma lamina de microscopia. Foram contados por

varredura sob microscopio 0s esporos presentes nas gotas.



Para calcular os graus-dias acumulados foi usada as férmulas
1/t = (T — Ty)b (Monteith, 1977) onde t € o tempo requerido para cada
evento particular do desenvolvimento, T (°C) é a temperatura média
do periodo, Ty € a temperatura basal e b € o tempo térmico requerido
para ocorrer o evento (Garcia-Huidobro et al. 1982). Russele et al.
(1984) onde GD = [(Tmax+Tmin)/2]-Tb, onde o GD € os graus dias
acumulados no dia, Tmax € a temperatura maxima ocorrida no dia,
Tmin € a temperatura minima ocorrida no dia e o Tb é a temperatura
basal para que ocorra o desenvolvimento.

Na determinacdo da temperatura basal, os dados foram
submetidos a funcdo Beta generalizada.

O periodo latente foi considerado desde a inoculacdo até a
abertura da primeira pustula com uredosporos presentes. O periodo
infeccioso foi considerado a partir do final do periodo latente até aos
35 dias finais do experimento. O periodo de 35 dias foi previamente
determinado, podendo o experimento ser conduzido até as folhas de
soja senescerem.

A relagdo entre temperatura, tempo de exposi¢cdo (expresso em
dias) e o nimero de pustula.cm™ foi representada por um modelo de

regressdo polinomial realizado no programa STATISTICA 8.0

3 Resultados e Discussao

A relacdo entre a temperatura, tempo de exposicdo, e
nimero de pustulas.cm™® foi expresso pela equacio Z= -
118,2736+13,3699%x0,9421*y-0,4027*x*x+0,1452*x*y+0,0266* y*y.
Onde z sdo as plistulas.cm'z, y a temperatura em que os foliolos de

soja foram submetidos e, X o tempo de exposi¢do.



Pode-se observar (Figura 1) que a medida que a temperatura
se aproximou da 6tima, aumentou o nimero de urédias.cm™. Em
valores térmicos superiores a 6tima, houve redu¢do no nimero de
urédia e, a 30 °C, ndo ocorreu a infeccdo foliolar da soja.

A infeccdo ocorreu nas temperaturas que variaram de 7 a 27,5
°C. Os dados aqui gerados sdo semelhantes aos publicados por
ALVES et al. (2005) tendo em vista que a minima testada pelos
autores foi de 10 °C. Experimento realizado com temperaturas na faixa
de 10 a 30 °C mostrou que a infec¢do ocorre até 30 °C (Alves et al.,
2006), confirmando novamente os obtidos do presente trabalho. Em
outro trabalho realizado com diferentes temperaturas, Caldwell et al.
(2005) determinaram que neste patossisttma ndo ocorreu a infec¢do
nas temperaturas de 15 e 30 °C. Esses dados confirmam que a 30 °C
nao ha o desenvolvimento do processo infeccioso de P. pachyrhizi em
soja.

Confrontando os trabalhos consultados nota-se que ndo ha uma
concordincia quanto a temperatura minima para que ocorra infec¢ao
do fungo P. pachyrhizi, porém, todos concluem que a temperatura

maxima para o desenvolvimento do fungo foi 30°C.
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Figura 1 - Efeito de temperaturas (y) e tempos de exposicdo (x) sobre
a densidade de urédias.cm™ (z) de Phakopsora pachyrhizi

em cultivar Codetec 214 RR.UPF. Passo Fundo, 2009.

A relagdo entre temperatura, tempo de exposi¢do (expresso em
dias) e o numero de esporos.cm—2 foi representada por um modelo de
regressao polinomial expresso pela equacao Z=-
8290,9525+1046,483*x88,2499*y32,409*x*x+10,4831*x*y+1,2239y
*y,

Os valores obtidos quanto ao efeito das temperaturas e tempo
de exposicio sobre o nimero de esporos.cm” seguiu O Mmesmo
comportamento das pustulas.cm™®. A medida que a temperatura
aumentou a esporulacdo seguiu 0 mesmo modelo. Como a 30 °C ndo

ocorreu infec¢do, conseqiientemente ndo houve esporulacao (Figura

2).
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Figura 2 - Efeito de temperaturas (y) e tempos de exposi¢ao (x) sobre
a quantidade de esporos.cm™ (z) de Phakopsora pachyrhizi

em cultivar Codetec 214 RR. UPF. Passo Fundo, 2009.

A partir da férmula de Monteith (1977) e Russele et al. (1984),
verificou-se que hd uma menor diferenca entre a temperatura média
minima e a temperatura média maxima quando se refere a GDAs no
periodo latente, quando utilizou-se a formula de Monteith (1977)
(Tabelal). Porém, no periodo infeccioso a formula de Russele et al.
(1984) diminui a diferenca nos GDAs entre as temperaturas médias
maxima e minima (Tabela 2).

Monteith (1977) assume que cada sub-periodo tem uma taxa

diferente de desenvolvimento (1/t), enquanto que Russele et al. (1984)



desconsidera a taxa de desenvolvimento. A medida que a temperatura
foi reduzida, o acimulo dos graus-dias também diminuiu,
conseqiientemente, demorando mais para surgir os primeiros
sintomas. Na temperatura 6tima o acimulo dos graus-dias é maior,
porém ha uma redu¢cdo em nimero de dias para o aparecimento dos
primeiros sintomas, hd uma concentra¢io maior de urédias.cm™ e
também uma maior quantidade de esporos.cm™ (Figura 2, Tabela 1).

Trabalhos realizados, até entdo, s6 consideravam os diferentes
periodos em dias (tempo cronolégico) para o fungo P. pachyrhizi.

Trabalhos realizados com Venturia inaequalis (Tomerlin &
Jones 1983), considerando os GD acumulados, conseguiram prever
com quatro dias de antecedéncia quando 10% dos ascOsporos estavam
em maturacdo, e com dois dias de antecedéncia quando 90% dos
ascosporos estavam em maturacdo (MacHardy & Gadoury, 1985).
Existe relacdo entre o tempo para o surgimento da primeira lesdo e os
GDAs (Franck et al., 1988).

O resultado obtido por Alves et al. (2005) mostra que os
sintomas, com temperatura constante de 10 °C, surgem aos 20 dias
apos a inoculagdo, conclusio esta que difere do presente trabalho.

No Japao, o periodo latente variou de 13 dias a 28 °C (Kitani &
Inoue,1960). Na Australia, em regime de temperatura variando de 7 a
17 °C, o periodo latente foi de 14 dias, variando as temperaturas de 17
a 27 °C, o periodo latente foi de 9 dias e, 11 dias no regime de

temperatura variando de 22 a 32 °C (KOCHMAN, 1979).



Tabela 1 - Efeito da temperatura (°C) na durac@o dos periodos latente
e infeccioso de Phakopsora pachyrhizi, em soja, quantificados
em tempo cronolégico (dias) e em graus- dia- acumulados
(GDA) com base na féormula de MONTEITH, (1977), UPF.
Passo Fundo, RS, 2009

Tempo (Dias) GDA (°C)
Periodo
Temperatura latente Periodo Periodo Periodo
(°C) infeccioso  Total latente  infeccioso Total
10 28 7 35 150,0 32 182,0
15 21 14 35 158,0 135 293,0
20 14 21 35 207,0 362 569,0
25 14 21 35 278.,0 487 765,0
Tabela 2 - Efeito da temperatura (°C) na duragdo dos periodos latente
e infeccioso de Phakopsora pachyrhizi, em soja,
quantificados em tempo cronolégico (dias) e em graus-dia-
acumulados (GDA) com base na formula de Russele et al.
(1984), UPF. Passo Fundo, RS, 2009
Tempo (Dias) GDA (°C)
Periodo
Temperatura latente Periodo Periodo Periodo
(°C) infeccioso ~ Total latente  infeccioso  Total
10 28 7 35 126,0 31,5 157,5
15 21 14 35 199,5 133,0 332,5
20 14 21 35 203,0 304,5 507,5
25 14 21 35 273,0 409,0 682,0




Dados sobre o uso de GDA referentes a esse patossistema
(Phakopsora pachyrhizi — soja) ndo foram encontrados na literatura

consultada.

4 Conclusao
A temperatura determina a duracdo do periodo latente para o

periodo infeccioso de P. pachyrhizi.
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