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RESUMO

Minchio, C. A.; Canteri, M.G;; Rocha, J.A. Germinacdo de ureddsporos de Puccinia kuehnii submetidos a diferentes temperaturas e tempos

de incubagdo. Summa Phytopathologica, v.37, n.4, p.211-214, 2011.

A ferrugem alaranjada , causada por Puccinia kuehnii ¢
atualmente uma das doencgas mais importantes da cana-de-agucar,
devido ao potencial de danos as variedades suscetiveis. Este
trabalho objetivou avaliar o efeito da temperatura na germinagéo
dos ureddésporos. Os ureddsporos foram coletados em cultivo
comercial de cana-de-aglcar, da variedade SP 891115, no
municipio de Andirad (PR). Ap6s serem retirados das folhas, os
uredésporos foram submetidos a separacdo de impurezas e
colocados em solucdo de agua destilada com Tween-20. A suspensdo
de esporos, foi calibrada com o uso de cadmara de Neubauer e
plagueada uma aliquota de 0,1 ml sobre o meio &gar-4gua (1,5%).
As placas foram colocadas em camara de germinagdo do tipo BOD,

nas temperaturas: 10, 15, 20, 25 e 30°C, em seis periodos de
incubacdo: 1, 3, 6, 12, 18, 24 horas, totalizando 30 tratamentos
com 5 repeticdes. Ao final de cada periodo, a germinacdo foi
interrompida adicionando-se 0,1 ml de lactofenol. Dividiu-se cada
placa em quatro campos e avaliou-se em cada um, 50 esporos. Os
dados de porcentagem de germinacdo foram submetidos a analise de
variancia em esquema fatorial 5x6 com desdobramento da interacdo
em polindmios ortogonais. Pelo ajuste de modelo matematico, a
germinacdo maxima ocorreu para o periodo de 12h e a temperatura
de 21°C (R?=82%). Para os periodos de incubacdo, o modelo estimou
que na curva de temperatura 20°C, foram necessarias 14 horas
(R?=65%) para se atingir a germinacdo maxima.

Palavras-chave adicionais: Epidemiologia, incubacéo, condi¢es ambientais.

ABSTRACT

Minchio, C. A.; Canteri, M.G;; Rocha, J.A. Germination of uredospores of Puccinia kuehnii subjected to different temperatures and incubation

times. Summa Phytopathologica, v.37, n.4, p.211-214, 2011.

The orange rust caused by Puccinia kuehnii, is currently one
of the most important diseases of sugarcane due to the potential
damage to susceptible varieties. This study evaluated the effect
of temperature on germination of uredospores. Uredospores were
collected in the commercial field of sugarcane, variety SP 891115
in the city of Andird (PR). After being removed from leaves, the
uredospores underwent separation of impurities and placed in a
solution of distilled water with Tween-20. The spores suspension
was calibrated using a Neubauer chamber and plated an aliquot of
0.1 ml on the agar-water (1.5%). The plates were placed in BOD,
at temperatures: 10, 15, 20, 25 and 30 ° C in six incubation

Keywords: Epidemiology, incubation, environmental conditions.

periods: 1, 3, 6, 12, 18, 24 hours, totaling 30 treatments with
five replications. At the end of each period, germination was
stopped by adding 0.1 ml of lactophenol. Each plate was divided
into four fields and 50 spores were assessed in each field. Data on
germination percentage were subjected to analysis of variance in
a factorial 5x6 with the unfolding of interaction in orthogonal
polynomials. By adjustment of mathematical model, the maximum
germination occurred for the period of 12h at a temperature of
21°C (R2 = 82%). For the incubation periods, the model estimated
that in the curve of temperature 20°C were required 14 hours (R2
= 65%) to reach maximum germination.

A ferrugem alaranjada da cana-de-aglcar, cujo agente etiolégico é
o fungo Puccinia kuehnii (W. Kriiger) E.J. Butler, ¢ uma doenca que
esta presente em diversas partes do mundo (5, 12, 14, 16), sendo que
0 seu primeiro relato em continente americano ocorreu na Fldrida
(E.U.A), no ano de 2007, sendo posteriormente disseminada a outros
paises produtores como México, El Salvador, Nicardgua, Panama,
Costa Rica, Guatemala, Venezuela e Cuba (6, 14, 18, 20). No Brasil a
doenga foi diagnosticada em 2009, na regido de Araraquara (SP) (3).
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A partir da década de 90 a doenca causou perdas significativas,
quando evidenciou-se na Australia danos na variedade Q124 (2), da
ordem de 24% (3). Os efeitos mais danosos da doenga ocorrem em
paises onde a produgdo se concentra em torno de poucas variedades
suscetiveis (3, 19).

A disseminacdo do patdgeno € feita principalmente pelo vento e
também por respingo d"4gua da chuva a curtas distancias (14, 17, 23).
O uso de variedades resistentes, controle quimico (3, 6, 11, 12, 13, 18,
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24) e controle cultural (12), atualmente séo as formas de manejo da
ferrugem. No Brasil, as variedades RB 72454, SP 89-1115 e SP 84-
2025 sdo as mais suscetiveis (3). Apresentando menor severidade, foi
relatada a variedade RB 85-5156 e SP 81-3250. Segundo Hoffmann et
al. (10) e Censo Varietal (4), estas variedades correspondem a 25,3%
da é&rea brasileira cultivada com cana-de-agucar.

O genotipo e a idade da planta sdo fatores importantes para o
progresso da ferrugem. A maior sensibilidade da planta a doenca esta
entre os quatro a cinco meses de idade (14), sendo o terco apical da
folha 0 menos atacado.

Avaliando as condicfes ambientais que favorecem a ferrugem
alaranjada, pode-se dizer que a severidade da doenca intensifica-se
com chuvas, alta umidade relativa do ar e temperatura elevada no
verdo (1, 16, 19, 23) e alternancia de calor e frio no outono (16). A
germinacdo dos ureddsporos ocorre dentro do intervalo de 17 a
34°C, com temperatura 6tima de 18°C e umidade relativa de 97%
(14). Para ferrugem marron (Puccinia melanocephala Syd. & P.
Syd.), a temperatura 6tima para germinagdo dos ureddsporos esta
em torno de 25°C, sendo que ocorre germinag¢do numa faixa ampla
de 5 a 34°C. Os ureddsporos germinam e formam apressorios na
superficie da folha em temperaturas de 5 a 30°C, sendo o 6timo
entre 15 a 30°C (21). Segundo Hsieh et al (8), Hsieh & Fang (9) e
Purdy & Dean (22), para ambos os patégenos, a temperatura 6tima
estd em torno de 22 a 26°C, ocorrendo germinagdo num intervalo
de temperatura de 10 a 34°C.

Mantidos a uma temperatura em torno de 5 a 10°C, os
uredésporos permaneceram Vviaveis por dois meses, perdendo a
viabilidade quando em seguida foram expostos a 26°C. Agerminacdo
dos ureddsporos ocorreu trés horas apos serem submetidos a uma
temperatura de 26°C (8).

Kramer & Eversmeyer (15) avaliando germinacdo de P. recondita
e P. graminis observaram que o méximo de crescimento de tubo
germinativo de P. recondita foi a 10, 14 e 22°C com 17 horas de
incubacgdo. Lise de tubo germinativo foi evidenciado em
aproximadamente 2% a 4h em todas as temperaturas testadas,
porém, as maiores porcentagens em temperatura acima de 30°C.

Sendo assim, o presente trabalhou objetivou avaliar o efeito da
temperatura de incubacdo na germinacdo de ureddsporos de P.
kuehnii, encontrados no Estado do Parana.

O ensaio foi realizado no Laboratério de Fitopatologia, da
Universidade Estadual de Londrina. Os ureddsporos foram
coletados na Usina USIBAN, municipio de Andira (PR) em cultivo
comercial de cana-de-agucar, da variedade SP 891115 (Coordenadas
23°02°02’S e 50°11°48”" W), no dia 26/04/2010. Os ureddsporos
foram removidos das folhas pelo uso de uma escova de dente,
transferidos para vasilhame plastico coberto com papel aluminio.
Em seguida passaram por peneira de 200 meshes, a fim de
proporcionar separa¢do de impurezas. Transferiram-se 0s esporos

para tubo ependorf. Preparou-se a suspensdo de esporos (2x10°
esporos por ml) com o uso de cdmara de Neubauer em solucdo de
Tween-20, composta por 1 gotas de Tween-20 para cada litro de
agua. Plaqueou-se uma alicota de 0,1 ml sobre o meio 4gar-agua
(1,5%) (7).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5x6, com 5 repeti¢des. As placas, foram colocadas
em 5 BODs, reguladas nas temperaturas: 10, 15, 20, 25 e 30°C,
sendo feitas leituras de germinacdo de esporos em seis periodos de
incubacdo: 1, 3, 6, 12, 18, 24 horas, sendo que cada placa representou
uma repeticdo. Ao final de cada periodo de incubacdo, a germinagéo
foi interrompida com a adicdo de gotas de lactofenol na superficie
do meio com 4gar-agua.

Com o auxilio de um microscdpio 6tico, usando o aumento de
100 vezes, dividiu-se cada placa em quatro campos, e contou-se
em cada campo 50 esporos, entre germinados e ndo-germinados,
totalizando 200 esporos por placa. Os esporos foram considerados
germinados quando o tubo germinativo fossem maiores ou iguais
ao seu didmetro. Os dados de porcentagem de germinagdo foram
submetidos a andlise de variancia, desdobrando-se os graus de
liberdade em polindmios ortogonais até 2° grau.

Os resultados da andlise de variancia indicaram que as
temperaturas apresentaram efeitos diferentes sobre a germinagéo
dos uredésporos de P. kuehnii no nivel de 1% de probabilidade. Na
analise do efeito dos tempos de incubagdo na germinagdo, o teste
também foi significativo a 1%.

Nos desdobramentos da anélise da interacdo temperatura e
tempo de incubacéo, os resultados indicaram interagdo significativa
no nivel de 1% de significAncia, onde os efeitos de temperatura
sobre germinacdo dependem do tempo de incubagdo e vice-versa.

O modelo matematico que melhor expressou a relacdo funcional
entre a temperatura (X) e porcentagem de germinagdo (Y) foi Y=
5,05979 + 2,014402X - 0,047758X?2 (R?=64,52%, p<0,001) com
germinagdo méxima de 26,3% verificada na temperatura de 21°C.

O modelo matematico que melhor expressou a relagéo funcional
entre o tempo de incubagdo (X) e porcentagem de germinacdo () foi
Y=18,977942 + 1,227714X - 0,045430X? (R?=79,14%, p<0,001) e
germinacdo méaxima de 27,3% verificada em 14 horas de incubacéo.

Mesmo considerados independentes, os fatores temperatura e
tempo de incubagdo optou-se por um estudo mais detalhado a partir
do desdobramento da andlise do comportamento de um fator dentro
de cada nivel do outro fator para se buscar as reais causas da aceitagéo
da hip6tese de que ndo hé interagdo entre os fatores.

Quando os ureddsporos foram submetidos a 3 h, 12 h e 24 h de
incubacdo, a temperatura afetou a porcentagem de germinacéo. (Tabela 1).

De acordo com o modelo mateméatico determinou-se as
temperaturas onde as germinacdo foi m&xima, nos respectivos tempos
de germinagdo: 3h — 21°C e 27,9% de germinacdo; 12h — 21°C e 30,8%

Tabela 1 — Modelos mateméticos de regressdo ajustado para dados de germinagdo (Y) de P. kuehnii em fungdo da variavel temperatura (X) nos diversos

tempos de incubacéo.

Tempo de incubacgéo (h) Modelo para varias temperaturas (°C) R’ (%) Pr>Fc

1 Y = 12,407 + 0,383229X — 0,003686X" 40,37 0,853"

3 Y = -4,772 + 3,051771X - 0,71314X’ 80,32 0,001

6 Y = 11,936 + 1,343257X — 0,029771X’ 21,46 0,127"

12 Y = -1,032 + 3,090343X — 0,075029X" 81,96 0,001

18 Y = 14,384 + 1,308743X — 0,034229X" 54,66 0,080

24 Y = -3,0 + 2,967429X — 0,074286X" 89,68 0,000
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de germinacdo; 24h — 20°C e 26,6% de germinagéo (Fig.1).

Em todas as temperaturas, a germinacdo dos ureddésporos foi
afetada pelo tempo de incubacdo (Tabela 2).

Os tempos de incubagdo onde a germinagfes foi méxima, nas
respectivas temperaturas testadas foram: 10°C — 14h e 23,7% de
germinacdo; 15°C — 13h e 28,5% de germinagdo; 20°C — 14h e 32,0%
de germinagdo; 25°C — 14h e 26,4% de germinacdo e 30°C — 10h e
26% de germinacdo (Fig. 2).

A temperatura 6tima de germinagdo de P. kuehnii encontrada
foi 21°C com periodo de incubacdo de 14h, o que demonstra que o
fungo tem preferéncia por temperatura amena, em contradi¢do ao
proposto por Apan et al (1), Magarey (16), Ovalle et al (19) e
Seymour et al (23). Os resultados obtidos demonstraram que a
temperatura 6tima de germinagdo ndo foi ampla como as descritas
por Hsieh et al (8), Hsieh & Fang (9) e Purdy & Dean (22) onde
estes sugerem que a germinagdo Otima ocorre em temperatura
variando de 22 a 26°C, bem como nao foi de 25°C como observado
por Purdy et al (21) ou de 18°C, como relatado por Infante et al
(14). Foi possivel observar que em temperaturas inferiores a 17°,
também ocorreu germinagdo dos ureddsporos, como observado no
ensaio, a 10°C.

Com 1h de incubacéo foi possivel observar a germinacéo de
uredésporos em todas as temperaturas, atingindo o méximo em
temperaturas superiores a 20°C, tempo este mais curto do relatado
por Hsieh et al (8), que observaram germinacdo ap6s 3h de
incubago.
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Figura 1. Efeito do tempo de incubacéo (h) para diversas temperaturas
avaliadas (°C) na porcentagem de germinagdo de uredosporos de Puccinia
kuehnii
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Figura 2. Efeito da temperatura (°C) para os diversos periodos de incubagio
(h) na porcentagem de germinagdo de uredésporos de Puccinia kuehnii.

Em condicgdes de temperaturas mais elevadas, em torno de 25 a
30 °C, ocorreu a germinacdo dos ureddsporos, porém em
porcentagem inferior & temperatura ideal. O que destaca-se nesse
caso é o fato de se atingir maiores indices de germinacéo até as onze
primeiras horas de incubagéo, diminuindo rapidamente conforme o
tempo de incubacdo aumenta, provavelmente ocasionada pela lise
do tubo germinativo proporcionada por estas condices.

Para todas as temperaturas estudadas observou-se que acima
de 15 h de incubacéo ocorreu reducdo da germinacéo, provavelmente
decorrente de lise do tubo germinativo dos uredésporos, como
sugerido por Kramer & Eversmeyer (15).

A temperatura 6tima de germinacdo para P. kuehnii foi de 21°C
com periodo de incubacdo de 14h. Os ureddsporos obtidos em
condicdes de campo submetidos a estas condi¢des, tiveram germinagéo
méxima de 32%.
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