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RESUMO

FONSECA, Mariana Duarte Silva. Duracdo minima do molhamento foliar no
desenvolvimento da ferrugem (Puccinia psidii) e efeito da doenca nas
respostas fisiolégicas do eucalipto. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Florestais) — Universidade Federal do Espirito Santo, Jerbnimo Monteiro, ES.
Orientador: Prof. Dr. Waldir Cintra de Jesus Junior. Coorientadores: Prof. Dr. José
Eduardo Macedo Pezzopane e Dra. Carla Cristina Goncalves Rosado.

A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii, € uma das doencas mais
importantes da cultura do eucalipto. O objetivo deste trabalho foi determinar a
duracdo minima do periodo de molhamento foliar na infeccdo de P. psidii e
desenvolvimento da doenca, assim como o efeito da doenca sobre as respostas
fisiolégicas de mudas de eucalipto. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, no esquema fatorial 7x2, sendo sete duracdes de periodo
de molhamento foliar — DPMF (O; 4; 8; 12; 16; 20; 24 horas) e dois clones,
empregando-se quatro repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta
por uma muda inoculada. Para inoculacao foi preparada suspensédo contendo 2x10*
urediniosporos mL™, a qual foi aspergida nas mudas de eucalipto por meio de um
pulverizador manual. ApGs a inoculagdo, as mudas foram envoltas em sacos
plasticos Umidos para manutencdo do molhamento foliar, colocadas em condi¢des
climaticas ideais de infeccado do patégeno e permanecendo nelas de acordo com a
DPMF pré-estabelecida. Em seguida, as mudas foram transferidas para casa de
vegetacdo climatizada. Foram avaliados o periodo latente, periodo de incubacéo,
incidéncia, severidade, area abaixo da curva de progresso da doenca, trocas
gasosas, teores de pigmentos fotossintetizantes e area foliar. A DPMF minima para
a infeccdo de P. psidii e surgimento da doenca foi de 4 h, embora resultando em
menor severidade da doenca. Maiores severidades foram observadas nos
tratamentos a partir de 8 h de DPMF. A infeccdo do patdogeno e aumento da
severidade da doenca afetaram negativamente as respostas fisiolégicas das mudas
provocando decréscimo da taxa de assimilacdo liquida de CO,, condutancia
estomatica e aumento da concentragao intercelular de CO,, além disso resultou na

diminuicao dos teores de pigmentos fotossintetizantes e area foliar total da planta.

Palavras-chave: Epidemiologia, doenca do eucalipto, doenca foliar, trocas gasosas,

pigmentos foliares.



ABSTRACT

FONSECA, Mariana Duarte Silva. Minimum leaf wetness duration in the
development of rust (Puccinia psidii) and effect of the disease on the
physiological responses of Eucalyptus. 2015 Dissertation (MSc in Forest
Sciences) - Federal University of Espirito Santo, Jerdbnimo Monteiro, ES. Advisor:
Prof. Dr. Waldir Cintra Junior Jesus. Co-advisors: Prof. Dr. José Eduardo Macedo
Pezzopane and Dra. Carla Cristina Goncgalves Rosado.

The rust caused by the fungus Puccinia psidii, is one of the most important diseases
of Eucalyptus culture. The objective of this study was to determine the minimum leaf
wetness duration (LWD) the infection of P. psidii and development of the disease, as
well as the effect of the disease on the physiological responses of Eucalyptus
seedlings. The experiment was conducted using a completely randomized design in
a 7x2 factorial arrangement — seven time periods of LWD (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24
hours) and two clones — using four replicates per treatment; each replication
consisted of one inoculated seedling. For inoculation, a suspension containing 2x10*
urediniospore mL™* was prepared and afterwards sprayed on Eucalyptus seedlings by
a hand sprayer. After inoculation, the seedlings were enveloped in humid plastic
bags for maintain of leaf wetness, then placed under ideal weather conditions of
pathogen infection and remained therein according to pre-established LWD time
periods. Next, the seedlings were transferred to a climatized greenhouse. We
evaluated the latent period, incubation period, incidence, severity, area under the
disease progress curve, gas exchange, photosynthetic pigments content and leaf
area. The minimum LWD to infection by P. psidii and breakthrough disease was 4 h,
although resulting in lower disease severity. Greater severities were observed in
treatments as from as from 8 h LWD. The infection of the pathogen and increased
severity of the disease negatively affected the physiological responses of seedlings,
which caused cutback in net CO, assimilation rate, stomatal conductance and
increased in intercellular CO, concentration, furthermore, this resulted in the

reduction of photosynthetic pigments content and leaf area total of the plant.

Keywords: Epidemiology, eucalyptus disease, leaf disease, gas exchange, leaf

pigments.
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1 INTRODUCAO

A eucaliptocultura apresenta participacdo importante no setor florestal, visto
que dela derivam multiplos produtos, tanto madeireiros quanto ndo madeireiros,
como celulose, papel, carvdo vegetal, madeira serrada, compensados, Oleos
essenciais, entre outros, os quais sdo destinados a diferentes fins.

Os plantios de eucaliptos ocupam mais de 20 milhdes de hectares no mundo
(BOOTH, 2013). O Brasil, no ano de 2013, alcancou 5.473.176 milh6es de hectares
de &rea plantada dessa cultura, tendo o estado do Espirito Santo uma participacao
de 4% (221.559 ha) desse total, ocupando a sexta colocacdo entre estados
brasileiros (IBA, 2014).

As doencas podem constituir fator limitante para a manutencao da producao e
produtividade da cultura. Dentre as doencas, a ferrugem, causada pelo fungo
Puccinia psidii G. Winter, € uma das mais importantes. O fungo incide, em condi¢des
naturais, sobre espécies da familia Myrtaceae, além do eucalipto, como em culturas
comercialmente importantes, a exemplo de melaleuca, goiabeira, jambeiro,
pitangueira e jabuticabeira (ALFENAS et al., 2009), como também na espécie
Heteropyxis natalensis da familia Heteropyxidaceae (ALFENAS et al., 2005).

Na Australia ha crescente preocupacao com a doenca, dado que foi relatada
recentemente em plantios de eucalipto (CARNEGIE, 2015) e ainda em funcédo da
vasta biodiversidade vegetal composta por espécies da familia Myrtaceae.

Quando presente em plantios comerciais de eucalipto, essa doenca,
dependendo da intensidade, provoca grandes prejuizos. Por exemplo, em plantios
de eucalipto no estado de Sao Paulo, Santos (2006) observou reducdo média de
48,3% da produtividade em volume de madeira, enquanto que Takahashi (2002)
registrou danos que variaram de 19,8% a 41% causados pela ferrugem. No Extremo
Sul da Bahia, danos da ordem de 27,8% foram detectados em plantios de eucalipto
quando a severidade da doencga foi maxima (MASSON, 2009).

O patégeno pode causar a doenca em campo e no viveiro. Todavia, 0
patdogeno ataca somente Orgaos tenros de plantas jovens, podendo causar a morte
das partes terminais de crescimento, necroses, deformagbes, hipertrofia,

minicancros e reduzir o desenvolvimento da planta (ALFENAS et al., 2009;



FERREIRA, 1983, 1989). Plantas com altura superior a 3 m normalmente ndo séo
infectadas pelo patégeno, uma vez que nesta altura as condi¢6es microclimaticas
ndo sdo tao favoraveis a infeccdo de P. psidii e ha menor numero de urediniosporos
no ar (ZAUZA et al., 2010).

Para que o processo de infec¢cao possa ocorrer, certas condicdes ambientais
s8o necessérias. As condigcfes ideais para o desenvolvimento do patégeno no
campo sao umidade relativa = 90%, por no minimo oito horas de duracéo do periodo
de molhamento foliar (DPMF), com temperaturas entre 18 e 25 °C (RUIZ et al.,
1989a). A partir destas condicbes é possivel se calcular o indice de infec¢cdo da
ferrugem do eucalipto. Apesar disto, tem sido observadas discordancias entre o
indice de infeccdo e a ocorréncia da doenca em condicfes de campo. Assim, possa
ser que a infeccdo do patdégeno ocorra com valores bem inferiores a oito horas de
molhamento foliar. Neste sentido, locais ou épocas do ano nao considerados
favoraveis teoricamente a ocorréncia da doenca, na pratica, tem tido registros da
doenca, inclusive com valores de duracdo do periodo de molhamento foliar abaixo
de oito horas (BORA, 2013; MORAES et al., 2014; SILVA, 2013).

O molhamento foliar é essencial para a varios patégenos foliares, como o0s
fungos causadores das ferrugens, que exigem a presenca de agua para iniciarem os
processos de germinacao, infeccdo e esporulacdo (HUBER; GILLESPIE, 1992). A
definicdo do periodo continuo de molhamento foliar para ocorrer a infeccdo desses
patdbgenos é extremamente importante para estabelecer e adequar com maior
precisdo e confiabilidade modelos de previsdo de doencas (DALLA MARTA;
MAGAREY; ORLANDINI, 2005).

ApoOs a infeccdo, a doenca pode alterar as respostas fisioldgicas das plantas,
como influenciar na diminuicdo a taxa fotossintética das folhas de plantas de
eucaliptos infectadas, fazendo com que a diminuicAo da fotossintese seja
proporcional ao desenvolvimento do patogeno (ALVES et al.,, 2011), o que
consequentemente poderé afetar a produgéo da planta.

Neste contexto, faz-se necessario aprofundar a compreensdo de como a
duracdo das condi¢cbes favoraveis de infeccdo do patdgeno, em especial quanto a
duracéo do periodo de molhamento foliar, influencia o desenvolvimento da doenca e

as respostas fisiolégicas da planta hospedeira.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a duracdo minima do periodo de molhamento foliar para a
infeccdo e desenvolvimento de P. psidii, e o efeito da doenca sobre respostas

fisiolégicas de mudas de dois clones de eucalipto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os periodos de incubacdo e latente de P. psidii em funcédo de
diferentes duracdes de periodos de molhamento foliar;

e Avaliar o desenvolvimento da ferrugem em funcéo das diferentes duracfes de
periodos de molhamento foliar;

e Avaliar o efeito da doenca nas trocas gasosas, pigmentos foliares e area foliar

de clones de eucalipto.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O patogeno

A ferrugem do eucalipto é causada pelo fungo Puccinia psidii G. Winter o qual
pertence ao filo Basidiomycota, ordem Pucciniales (FORZZA et al. 2010). Este
patdgeno, nativo das Américas do Sul e Central (TOMMERUP; ALFENAS; OLD,
2003), foi disseminado a outras partes do mundo, a exemplo de Japao (KAWANISHI
et al.,, 2009) e Estados Unidos da América (UCHIDA; ZHONG; KILLGORE, 2006;
ZAMBINO; NOLAN, 2011). Na Austrdlia, onde o patégeno ja foi detectado
(CARNEGIE, 2015), é considerado ameaca a biodiversidade vegetal do pais, a qual
€ composta por importantes espécies da familia Myrtaceae, com destaque para 0s
géneros Eucalyptus e Corymbia.

O fungo apresenta ciclo de vida incompleto com os estagios écio (1), urédia
(2), télia (3) e basidio (4), sendo que o segundo estagio € o mais caracteristico em
condigbes naturais e de inoculagbes artificiais. No inicio do ataque surgem
pontuacdes pequenas e salientes verde-claras ou vermelho-amareladas que
evoluem para pustulas de urediniosporos amarelos, caracteristica marcante da
doenca. Estas pustulas apresentam mais de 20 urédias quando bem desenvolvidas,
com urediniosporos com formatos piriformes e de esféricos a ovais. A disseminacao
dos esporos do patégeno € promovida pelo vento, insetos ou pelo orvalho
(FERREIRA, 1989).

P. psidii € um organismo biotrofico, ou seja, reproduz e sobrevive
exclusivamente dentro das células vivas do hospedeiro (APARECIDO; CAMILO;
FURTADO, 2013; ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR; PEREIRA, 2012). A propagac&o
ocorre por meio de esporos, tanto na forma de urediniosporos quanto de teliosporos.
Estes ultimos, que sdo menos frequentes, ocorrem normalmente quando o patégeno
€ submetido a temperaturas elevadas (ALFENAS et al., 2009).

P. psidii incide sobre varias espécies da familia Myrtaceae, tais como 0s
géneros Eucalyptus, Corymbia, Psidium, Eugenia e Syzigyum, que possuem
espécies de grande importancia comercial e, também na espécie Heteropyxis
natalensis da familia Heteropyxidaceae (ALFENAS et al., 2005; PIERI, 2012).
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Em estudo feito na Australia com taxons da familia Myrtaceae, observou-se
que, dos 122 pesquisados, 111 deles apresentaram infeccdo e desenvolvimento de
uredineas de P. psidii. Nesta lista de taxons estéo incluidos os géneros Eucalyptus,
Corymbia, Melaleuca, Callistemon, Syzygium, Agonis, Austromyrtus, Beaufortia,
Calothamnus, Chamelaucium, Darwinia, Gossia, Kunzea, Leptospermum,
Thryptomene, Tristania e Verticordia (MORIN et al., 2012).

Dentre as espécies de eucalipto mais suscetiveis a ocorréncia da doenca
estdo E. cloeziana, E. grandis, E. phaeotricha, E. globulus, E. nitens e E. viminalis
(ALFENAS et al.,, 2009; ALFENAS; ZAUZA; ASSIS, 2003), enquanto que as
consideradas resistentes sdo Corymbia citriodora, C. torelliana, E. urophylla, E.
robusta, E. camaldulensis, E. saligna, E. propinqua, E. pilularis, E. microcorys, E.
resinifera, E. tereticornis e E. pellita (ALFENAS et al., 2009; CARVALHO et al.,
1998).

A doenca e suainfluéncia nas respostas fisioldgicas da planta

A ferrugem do eucalipto pode causar morte das partes terminais de
crescimento, necroses, deformacdes, hipertrofia e minicancros, reduzindo o
desenvolvimento da planta (ALFENAS at al., 2009). O patégeno ocorre tanto em
campo quanto em viveiro atacando 6rgdos tenros de plantas jovens de até trés
metros de altura (CARVALHO et al.,, 1998). Segundo Zauza et al. (2010), com o
aumento da altura das plantas de eucalipto, as condi¢cdes microclimaticas favoraveis
a esta doenca diminuem, pois a duracdo do periodo de molhamento foliar e a
concentracdo de esporos no ar tornam-se reduzidos, dificultando assim o
estabelecimento e progresso da doenca. Deste modo, considera-se que quando as
plantas atingem a altura de trés metros as mesmas adquirem condigdes de “escape”
a doenca.

Nos casos de alta severidade, os sintomas podem acarretar em perda da
dominancia apical e comprometendo o crescimento e desenvolvimento das plantas
infectadas, ocasionando danos (TEIXEIRA et al.,, 2009). Por exemplo, para as
condi¢bes do estado de Sao Paulo foram verificados danos em plantios de eucalipto
que variaram de 19,79% a 48,3% (MASSON, 2009; TAKAHASHI, 2002; SANTOS,
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2006). Foi observado em plantio de goiabeiras uma reducéo da producao de frutos
de 90% quanto atacadas pela ferrugem (MARTINS; SILVEIRA; MAFFIA, 2014). Em
outro patossistema, cepas de P. psidii reduziram 69% do crescimento em altura e
provocou aumento de 27% na mortalidade de mudas de Metrosideros polymorpha
quando infectadas com cepas de alta viruléncia (SILVA et al., 2014). Além disso, a
fisiologia de folhas de plantas de eucaliptos infectadas podem sofrer alteracdes na
fotossintese por limitacdes dos processos bioquimicos para fixacdo de carbono em
virtude da doenca (ALVES et al., 2011).

A infeccdo e o desenvolvimento de patdégenos podem comprometer funcdes
fisiologicas distintas na planta hospedeira, contudo isto estd condicionado ao tipo de
patdgeno e ao 6rgao ou tecido da planta afetado. No caso dos patogenos foliares,
estes podem necrosar areas da folha, alterar ou destruir componentes da célula
vegetal, como as clorofilas, ocasionando, indubitavelmente, consequente reducéo da
fotossintese e afetando subsequentemente o crescimento e a produtividade da
planta (AGRIOS, 2004).

Para o controle da doenca tem-se utilizado as estratégias de melhoramento
genético do eucalipto, uso de fungicidas e de meios escape a doenca. O
melhoramento genético do eucalipto constitui-se o mais eficaz método de controle,
em vista da selecédo e/ou cruzamento de clones, progénies e espécies resistentes a
doenca, o que propicia a reducdo do uso de fungicidas (ALFENAS et al., 2009;
MAFIA, MARCHESI, AUN, 2012). Quanto ao controle quimico da ferrugem,
fungicidas tem sido testados em carater experimental para este fungo, sendo alguns
efetivos ao seu controle, como tebuconazol com trifloxistrobina a 1,5 mL L™
(MASSON et al., 2011), triadimenol (MARTINS et al., 2011), tebuconazol e oxicloreto
de cobre (MARTINS et al., 2012). No Brasil, existem dois fungicidas cadastrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a cultura do
eucalipto: o primeiro tem como ingredientes ativos tebuconazol (triazol) e
trifloxistrobina (estrobilurina) e o segundo azoxistrobina (estrobilurina) e ciproconazol
(triazol) (MAPA, 2015). A utilizacdo de medidas de escape € outra alternativa, sendo
indicado o plantio da cultura em periodos desfavoraveis a ocorréncia da doenca e a
selecdo de plantas de crescimento rapido, uma vez que plantas de maiores altura
nao sao afetadas pela doenca (ALFENAS et al., 2009).
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Condi¢cOes ambientais favoraveis a doenca

A incidéncia e a severidade da doenca podem se manifestar de formas
diferentes considerando-se a origem do in6culo, a especializacdo do patogeno, a
espécie e o grau de suscetibilidade da planta hospedeira e a interacdo destes
fatores condicionada pelas condigcbes ambientais (FURTADO; CASTRO; POZZA,
2005; SILVA et al., 2013; ZAUZA et al., 2010).

Para que o processo de desenvolvimento do patégeno ocorra, certas
condicdes climaticas sdo necessarias. Ruiz et al. (1989b) conduziram experimentos
em condi¢des controladas concluindo que as condi¢des favoraveis para a infecgao
de P. psidii em mudas de eucalipto acontecem quando as temperaturas variam entre
20 e 25 °C, com duracdo do periodo de molhamento foliar (DPMF) minima de 6
horas, na auséncia de luminosidade. Nestas condi¢des os autores verificaram que o
periodo latente médio do patdgeno variou de 10 a 12 dias.

Em campo, as condicbes climaticas favoraveis ao aparecimento da doenca
em plantios de eucalipto em Teixeira de Freitas, Bahia, ocorreram quando a
umidade relativa do ar foi = 90%, com temperaturas entre 18 e 25 °C, acompanhado
de um periodo minimo de 8 horas de molhamento foliar (RUIZ et al., 1989a). Para o
Brasil, Moraes (2013) determinou que os maiores indices de favorabilidade climética
a ferrugem (superiores a 70%) ocorrem nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste.

Em condi¢cbes de campo, entretanto, pode ocorrer inconsisténcias quanto ao
desenvolvimento da doenca em relacdo aos dados observados em condi¢des
controladas. Os principais fatores climaticos que podem influenciar o aparecimento e
desenvolvimento da ferrugem séo duracéo do periodo de molhamento foliar noturno,
frequéncia diaria de ocorréncia de molhamento foliar, temperatura noturna, umidade
relativa do ar e precipitacdo (SILVA, 2013; TESSEMAN et al.,, 2001). Pesquisas
recentes relataram a ocorréncia da ferrugem em campo em duracédo do periodo de
molhamento foliar abaixo das indicadas por Ruiz et al. (1989a; 1989b) (BORA, 2013;
MORAES et al., 2014; SILVA, 2013).

O molhamento foliar ou agua livre sobre a superficie foliar, € um fator chave
para a compreensdo e prevencao de epidemias de varias doencas dado que
influencia processos epidemiolégicos importantes como germinacdo, infeccdo e

esporulacdo (HUBER; GILLESPIE, 1992). O molhamento foliar pode ocorrer pela
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formacao do orvalho em condi¢cbes de umidade relativa do ar elevadas, pela chuva
ou agua de irrigacdo. A duracdo do periodo de molhamento foliar (DPMF) para o
desencadeamento desses processos variam de acordo com as exigéncias de cada
patdgeno, sendo que certos fungos necessitam de longos periodos continuos de
agua livre, enquanto que outros requerem curtos periodos ou toleram intervalos de
seca (VALE et al., 2004a).

Alguns modelos de previsdo de doencas utilizados na protecdo de culturas
empregam a variavel duracdo do periodo de molhamento foliar. Deste modo, a
determinacdo da quantidade de horas continuas de molhamento que um
determinado patdgeno necessita para infectar o hospedeiro é uma informacéo
essencial para conferir maior precisdo e ajuste dos modelos (DALLA MARTA,;
MAGAREY; ORLANDINI, 2005).

Na literatura séo registrados diversos casos em que diferentes duracdes de
molhamento foliar podem influenciar na intensidade da doenga (BARRERA; HOY; LI,
2012; MILLES et al., 2013; OBANOR et al., 2011). O desenvolvimento de P. psidii
também ¢é afetado fortemente por esse fator (RUIZ et al, 1989a).

A ferrugem é uma doenca extremante importante no cenario mundial, pois
afeta ndo s6 a cultura do eucalipto como também outras espécies de interesse
comercial. A expansao geografica da doenca podera gerar implicacdes econémicas

e ambientais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL

O experimento foi conduzido em condi¢cBes controladas de casa de vegetacao
no Laboratério de Meteorologia e Ecofisiologia Florestal da Universidade Federal do
Espirito Santo, localizado em Jer6nimo Monteiro-ES.

Visando simular as condi¢cBes climaticas reais de campo, no ambiente da
casa de vegetacdo, foi estabelecida uma condicdo semelhante a regido Norte do
estado do Espirito Santo (PIROVANI, 2014), que é uma importante regido produtora
de eucalipto.

Para caracterizacdo microclimatica do ambiente do estudo, dados de
temperatura e umidade relativa do ar foram medidos por sensores (marca Vaisala,
modelo CS500) da estacdo meteoroldgica instalada no interior da casa de vegetacao
e armazenados em um datalogger (marca CAMPBELL SCIENTIFIC, modelo
CR10X). Os valores de déficit de presséo de vapor (DPV), foram calculados a partir
da diferenca da pressdo de saturagdo de vapor d’agua (es) e pressao parcial de
vapor (ea) de acordo com o proposto por Pereira, Angelocci e Sentelhas (2002).

As condicBes microclimaticas da casa de vegetacdo apresentaram variacao
média diaria de 25,0 £ 1,1 °C, 59 + 5% e 1,36 + 0,17 kPa e variagdo média horéria
de 25,98 + 4,41 °C, 59,45 £+ 14,07% e 1,52 + 0,88 kPa, de temperatura, umidade

relativa do ar e de déficit de presséo de vapor, respectivamente (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 — Médias diarias de temperatura, umidade relativa do ar e déficit de pressao
de vapor (DPV) no interior de casa de vegetacdo climatizada, em
Jerbnimo Monteiro-ES, durante o periodo de 21 de agosto de 2014 a 14

de outubro de 2014.
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), empregando-se esquema fatorial 7x2, sendo sete duracdes de periodos de
molhamento foliar - DPMF (0; 4; 8; 12; 16; 20; 24 horas) e dois clones. Empregou-se
quatro repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida uma muda clonal
de eucalipto inoculada, totalizando 56 mudas.

Para a analise da severidade da doenca utilizou-se um delineamento
inteiramente casualizado, em esquema de parcelas subdivididas no tempo.
Considerando-se na parcela o fatorial 7x2 entre as DPMF e clones, descritos
anteriormente, e nas subparcelas o fator tempo (7; 10; 13; e 16 dias ap0ls a

inoculacao).

4.3 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizados dois clones de eucalipto: C1 - xx66 (E. urophylla x E.
grandis) e C2 - xx18 (E. grandis x E. grandis), ambos classificados como suscetiveis
a ferrugem (JUNGHANS; ALFENAS; MAFFIA, 2003). As mudas, produzidas em
tubetes de 50 cm3 com substrato composto de casca de arroz (35%), fibra de coco
(30%) e vermiculita (35%), foram transplantadas com 80 dias de idade para vasos
de dimensfes 25x30x22cm (altura x diametro superior x diametro inferior) de
capacidade de 12 litros preenchidos com substrato comercial.

As plantas foram adubadas aos 12 dias ap0s o transplantio com fertilizante de
liberacado lenta (NPK 19-06-10) na concentracédo de 7,8 g por planta. A cada 13 dias
as mudas foram adubadas com 50 mL de uma solugdo de NPK 20-05-18 na
concentracdo 60 g L™. A irrigacéo foi realizada manualmente, quando e conforme
necessario, disponibilizando a mesma quantidade de agua para cada planta, sempre

mantendo o substrato proximo a capacidade de campo.
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4.4 OBTENCAO, MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DO ISOLADO DE P. psidii

O in6culo de P. psidii, raca 1, comum em varias regides do Brasil (MAFIA;
MARCHESI; AUN, 2012), foi cedido pelo Laboratério de Patologia Florestal da
Universidade Federal de Vigcosa e mantido em ultrafreezer a -80 °C até a sua
utilizacao.

Por ser um patégeno biotrofico, para a manutencdo e multiplicacdo do
in6culo, o fungo, na forma de urediniosporos, foi mantido in vivo em mudas de
jambeiro (Syzygium jambos) por meio de reinoculacdes periddicas a cada 20 dias
(FONSECA et al.,, 2010). A inoculacdo das mudas de jambeiro foi realizada
pincelando os urediniosporos do fungo sobre ambas as faces das folhas jovens,
sendo em seguida efetuada aspersdo de agua nas mesmas para garantir condicdo
adequada de umidade. Posteriormente, as mudas foram envoltas em saco plastico
preto borrifado internamente com &gua, para manter a umidade, e levadas as
camaras de crescimento tipo Phytotron, com umidade relativa variando de 84 +
2,7%, temperatura de 20,5 £ 0,9 °C por 24 horas em condicbes de escuro para
favorecer a infeccdo. Decorrido este periodo as plantas foram transferidas para casa
de vegetacdo onde permaneceram em definitivo a temperatura meédia diaria de 19,8
+ 1,05 °C, umidade relativa média de 92 £ 3,2% e DPV de 0,18 + 0,07 kPa.

Os urediniosporos originados desta infec¢do foram removidos das folhas de
jambeiro com um pincel n° 4 amparados por uma folha de papel tipo couché e
depositados em um eppendorf.

Parte do in6culo obtido foi utilizado para reinoculagcbes em plantas de
jambeiro e, posteriormente, para a inoculacdo nas mudas de eucalipto. O indculo
remanescente foi desidratado em dessecador com silica gel por 48 h em geladeira a
5 °C e posteriormente armazenado em refrigerador a -20 °C (GARCIA et al., 2007).
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4.5 INOCULACAO DE MUDAS DE EUCALIPTO

As mudas foram retiradas da casa de vegetacado, apos 25 dias de aclimatacao
ao ambiente, e levadas as camaras de crescimento tipo Phytotron, onde foi possivel
controlar as condi¢gfes climaticas ideais para a infec¢do e propicias a manutencéo
do molhamento foliar.

Urediniosporos foram coletados de folhas jambeiro, como descrito
anteriormente, e utilizados em seguida para o preparo da suspensao do indculo. A
suspensao foi preparada em um béquer, onde foi adicionada agua destilada e
Tween 80 a 0,05%, homogeneizada em agitador magnético. Em seguida, a
suspenséo foi ajustada & concentracdo de 2 x 10* urediniosporos mL™ por meio de
um hemacitbmetro (caAmara de Neubauer) com o auxilio de um microscépio Optico,
segundo a metodologia proposta por Ruiz et al. (1989b), com as seguintes
modificacdes: utilizacdo de borrifador para aspersao do inéculo e saco plastico preto
para manuntecdo do molhamento foliar. Logo apés a inoculacdo, as mudas dos
tratamentos de 4-24 h foram colocadas numa camara a temperaturade 22 £+ 1,1 °C e
umidade relativa de 84,5 + 3% para manter a condicdo do molhamento foliar. Ao se
atingir a duracdo do periodo de molhamento foliar pré-determinado, as mudas, sem
0s sacos plasticos, eram transferidas para outra camara do Phytotron mantida a
temperatura de 22,6 + 0,4 °C e umidade relativa de 54,6 = 2,7% que permitia a
secagem rapida das folhas. Nas duas situacbes as mudas foram mantidas na
auséncia de luz. Independente do tratamento testado (diferentes DPMF), todas as
mudas permaneceram no Phytotron pelo mesmo tempo (24 h), a fim de garantir
uniformizacdo do experimento e assegurar que somente haveria influencia da
duracédo do periodo de molhamento foliar.

No tratamento com 0 h de molhamento foliar, as mudas n&o foram envoltas
em sacos plasticos e, apos a inoculacdo, foram colocadas diretamente na camara
onde a umidade relativa era baixa para que as folhas secassem rapidamente.

Transcorrido o periodo de 24 h no escuro, as mudas foram retiradas do
Phytotron e levadas a casa de vegetacdo onde foram mantidas até o término do

experimento.
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4.6 DESENVOLVIMENTO DA DOENCA

4.6.1 Determinacao dos periodos de incubacéo e latente de P. psidii

A determinacao dos periodos de incubacéao e latente do patdégeno foi feita em
quatro folhas novas marcadas previamente antes da inoculacdo, no segundo ou
terceiro par de folhas. Como periodo de incubacdo considerou-se o intervalo de
tempo entre a inoculacdo e o aparecimento dos sintomas em 50% das folhas
avaliadas (VALE; JESUS JUNIOR; ZAMBOLIM, 2004b).

O periodo latente compreendeu o intervalo de tempo entre a inoculacédo e o
aparecimento de 50% das folhas marcadas com lesdes esporuladas (com
urediniosporos do patégeno) (FURTADO, CASTRO; POZZA, 2005).

4.6.2 Quantificacao da intensidade da doenca

A incidéncia e a severidade da doenca foram quantificadas nas quatro folhas
novas marcadas, em avaliacdes ndo destrutivas.

A incidéncia foi determinada a partir da relacgdo do numero de folhas
marcadas com sintomas da doenca até aos 30 dias apds a inoculacdo (d.a.i.) pelo
namero total de folhas marcadas.

A severidade da doenca foi quantificada aos 7, 10, 13 e 16 d.a.i. Para
determinacdo da éarea foliar lesionada, foram feitas fotografias das folhas com
resolucdo de 16 Megapixels e posteriormente foi utilizado o software Quant (VALE;
FERNANDES FILHO; LIBERATO, 2003).
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4.6.3 Célculo da area abaixo da curva de progresso da doenca

Os valores médios de severidade da doenca por avaliagdo para cada
tratamento foram plotados em relagdo ao tempo e posteriormente calculada a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AUDPC — Area Under Disease Progress
Curve), por integracéo trapezoidal (SHANER; FINNEY, 1977), a saber:

n-—1
N e G )
i

em que:
n: nimero de avaliacoes;
y: proporcao de doenca (severidade/100);

t: intervalo de tempo entre as avaliagdes da severidade (dias).
4.7 RESPOSTAS FISIOLOGICAS
4.7.1 Avaliacéo dos teores de pigmentos foliares

Os teores dos pigmentos clorofila a, clorofila b, clorofilas a+b e carotenoides
foram obtidos aos 16 d.a.i. por meio da avaliacdo do terceiro par de folhas no tergo
superior de cada planta, constituindo-se quatro repeticbes por tratamento. As folhas
foram coletadas, postas em saco de papel aluminio identificado e imediatamente
resfriadas em caixa de isopor com gelo e armazenadas em freezer até a andlise.
Foram extraidos os pigmentos das folhas conforme metodologia proposta por
Lichtenthaler (1987). Os pigmentos foram extraidos de 80 mg de folhas macerando-
as com CaCOj3; e uma solucdo de acetona 80%. O extrato foi filtrado em balédo
volumétrico de 50 mL e envolto em papel aluminio para proteger o contetdo da acéo

da luz. Uma aliquota dos extratos foi analisada por meio de um espectrofotbmetro de
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luz nos comprimentos de onda de 470 nm, 646,8 nm e 663,2 nm com valores
obtidos expressos em absorvancia de luz (A).

Os valores das concentracdes dos pigmentos (g kg™) foram calculados por
meio das formulas abaixo, ajustadas posteriormente de acordo com o0 peso da

amostra fresca e da aliquota analisada:

Clorofila a:
Ca = 12,25 A¢632 — 2,79 Agsss (2)
Clorofila b:
Cb = 21,50 A646,8 - 5,10 A663,2 (3)

Clorofilas a+b:
Caasb) = 7,15 Age32 + 18,71 Agues 4)

Carotenoides:
C(xantol‘ilas+carotenos) = (1000 A470 — 1,82 Ca — 85,02 Cb) / 198 (5)

4.7.2 Avaliagéo das trocas gasosas

Aos 16 d.a.i. foi realizada a avaliagao de trocas gasosas, sendo quantificada a
taxa de assimilacdo liquida de CO, (A), taxa de transpiracdo (E), condutancia
estomatica (gs) e a concentracéo intercelular de CO; (C;) por meio de um analisador
de gas a infravermelho portatii — IRGA (marca Li-COR, modelo Li 6400),
empregando-se intensidade luminosa de 1500 pmol m? s e concentracdo externa
de CO, de 377 = 8 ppm. A avaliacéo foi feita entre 9 as 11 horas do dia em uma
folha do terceiro par de folhas de cada planta, considerando-se quatro plantas

(repeticdes) por tratamento.
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4.7.3 Area foliar

Para obtencdo da éarea foliar, todas as folhas de cada planta foram
destacadas e passadas pelo aparelho medidor de area foliar (LI-3100 Area Meter)

aos 30 d.a.i. Foram utilizadas quatro repetices por tratamento.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de periodo latente, periodo de incubacéo, incidéncia e area abaixo
da curva de progresso da doenca foram analisados com o teste pareado né&o
paramétrico de Wilcoxon (a = 0,05) para duas amostras independentes,
comparando-se os clones em cada nivel de duracdo do periodo de molhamento
foliar e pelo teste de Kruskal-Wallis (a = 0,05) para confrontamento de k amostras
independentes entre os periodos de molhamento foliar, por ndo atenderem os
pressupostos da analise de variancia de normalidade e homocedasticidade.

Os dados de severidade foram transformados em Vx e submetidos a analise
de variancia (ANOVA) pelo teste F (a = 0,05). Foram testados os modelos
tridimensionais ndo lineares plainer, Gaussian, parabdlica e Lorentzian para verificar
qual o que melhor descreve o comportamento da severidade em relacado a duracdo
do periodo de molhamento foliar e tempo. A escolha do modelo mais adequado para
descrever o referido comportamento foi feita com base nos valores de R2
distribuicdo dos residuos, normalidade e igualdade de variancia (MILLES et al.,
2013).

Os dados fisiol6gicos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo
teste F (a = 0,05). Realizou-se a andlise de regressao a fim de determinar a relagéo
entre a severidade da doenca aos 13 d.a.i.,, que constitui a época com 0s maiores
valores observados, e as caracteristicas fisiologicas avaliadas de cada clone. Os
dados de clorofila a, clorofilas a+b e area foliar foram transformados em logio, para

atender os pressupostos da analise de variancia.
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Foram utilizados os softwares SISVAR 5.4° (FERREIRA, 2011) e SigmaPlot®
versao 13 (Systat Software) para o processamento dos dados de severidade. Para
as demais andlises empregou-se o programa ASSISTAT 7.7° (SILVA; AZEVEDO,
2002).



5 RESULTADOS

5.1 DESENVOLVIMENTO DA DOENCA

5.1.1 Periodos de incubacao e latente de P. psidii

A doenca néo foi observada na auséncia de molhamento foliar em ambos os
clones. Plantas inoculadas e mantidas por 4 h com molhamento foliar apresentaram
maiores periodos de incubacdo e latente, aproximadamente cinco e sete dias,
respectivamente, para ambos os clones. Os periodos de incubacéo e latente ndo
diferiram estatisticamente entre 8 a 24 h, apresentando valores de quatro e seis
dias, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias dos valores dos periodos de incubacéo e latente de Puccinia
psidii em dois clones de eucalipto (C1 e C2), submetidos a diferentes

duracdes do periodo de molhamento foliar (DPMF)

Periodo de incubacéao (dias)

Periodo latente (dias)

DPMF

C1 c2 C1 c2
0 - - - -
4 5,25 aA* 5,50 aA 7,50 aA 7,00 aA
8 3,75 bA 4,00 bA 6,00 bA 6,00 bA
12 3,75 bA 4,00 bA 6,25 abA 6,00 bA
16 3,75 bA 4,00 bA 6,00 bA 6,00 bA
20 4,00 abA 4,00 bA 6,00 bA 6,00 bA
24 4,00 abA 4,00 bA 6,00 bA 6,00 bA
CV (%)

*Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra
mailscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Wilcoxon ao nivel de 5% de
probabilidade. C1= clone 1; C2= clone 2; CV= coeficiente de variagcdo. Fonte: o autor
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5.1.2 Intensidade da doenca

Entre os clones ndo houve diferencas quanto a incidéncia da doenca em cada
DPMF. Com a auséncia do molhamento foliar (0 h) ndo houve a incidéncia da
doenca nas mudas. Em ambos os clones, o tratamento de 4 h apresentou elevada
incidéncia da ferrugem, entretanto diferindo dos tratamentos submetidos a 8-24 h de

DPMF os quais alcancaram o maximo percentual desta variavel (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias dos valores de incidéncia de Puccinia psidii, em dois clones de
eucalipto (C1 e C2), submetidos a diferentes duracdes do periodo de
molhamento foliar (DPMF)

Incidéncia (%)

DPMF o1 =
0 - -

4 69 bA 81 bA
8 100 aA 100 aA
12 100 aA 100 aA
16 100 aA 100 aA
20 100 aA 100 aA
24 100 aA 100 aA
CV (%) 13,54

*Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra
mailscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Wilcoxon ao nivel de 5% de
probabilidade. C1= clone 1; C2 = clone 2; CV= coeficiente de variagdo. Fonte: o autor.

Houve interacdo significativa entre as duracdes do periodo de molhamento
foliar, clones e periodos de avaliacdo. Comparando os clones em cada dia de
avaliacdo apos a inoculacao, observa-se que a severidade no clone 1, em geral, foi
maior que no clone 2, exceto no 7 d.a.i (Tabela 3). Dentro das diferentes DPMF os
clones apresentaram severidades similares, divergindo somente nas duracdes de 8
e 16 h, onde observou-se 0s maiores valores para o clone 1 e clone 2,

respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 3 — Comparacéo entre os clones da severidade (%) da ferrugem do eucalipto
(Puccinia psidii) em funcdo dos dias ap0s a inoculacéo

Dias ap6s a inoculacdo

Clone 7 10 13 16
Cc1 0,87 b* 6,48 a 9.64a 6,77 a
c2 172a 5,02 b 8,93 b 4,54 b
CV% 18,40

*Dados originais nao transformados. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. C1= clonel;
C2= clone 2; CV= coeficiente de variacdo. Fonte: o autor.

Tabela 4 — Comparacéo entre os clones da severidade (%) da ferrugem do eucalipto
(Puccinia psidii) em funcdo da duracao do periodo de molhamento foliar

Duracéo do periodo de molhamento foliar (horas)

Clone 4 8 12 16 20 24
C1 0,24 a* 11,30 a 6,75 a 5,84Db 5,20 a 6,29 a
C2 0,16 a 6,72 b 631a 673a 487a b554a
CV% 14,47

*Dados originais ndo transformados. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. C1= clonel;
C2= clone 2; CV= coeficiente de variacéo. Fonte: o autor.

O modelo de Gaussian foi 0 que melhor descreveu a resposta da severidade
em funcédo do tempo e da duracdo do periodo de molhamento foliar para ambos os
clones (Figura 3). O aumento da severidade foi favorecido pelo aumento da duracéo
do periodo de molhamento foliar até 12-18 h e 13,5-18 h, sendo que a maior
intensidade da doencga ocorreu aos 12-14,5 d.a.i. e 12-13,5 d.a.i., para os clones 1 e
2, respectivamente. Acima destes valores foi observado decréscimo da severidade.
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Figura 3 — Efeito simultaneo da duracédo do periodo de molhamento foliar e dos dias

apos a inoculacdo na severidade da ferrugem (Puccinia psidii), em dois
clones de eucalipto, descrito pelo Modelo de Gaussian
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A - clone 1; B - clone 2. As faixas da escala de cor correspondem a variacdo da porcentagem de
severidade a cada 2% a partir do zero. Dados originais ndo transformados. Fonte: o autor
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5.1.3 Area abaixo da curva de progresso da doenca

Verificou-se que a AUDPC foi afetada pela duracdo do periodo de
molhamento foliar, sendo que os maiores valores foram obtidos nos tratamentos
com 8, 12, 16 e 24 h de molhamento foliar para os dois clones. Nao houve
diferencas entre os clones em cada nivel de molhamento foliar pelo teste nédo

paramétrico utilizado (Tabela 6).

Tabela 6 — Médias dos valores de area abaixo da curva do progresso da ferrugem
do eucalipto (Puccinia psidii) (AUDPC) em dois clones submetidos a
diferentes durac6es do periodo de molhamento foliar

AUDPC
DPMF c1 Co
0 - -
4 2,59 cA 1,31 cA
8 120,95 aA 65,79 abA
12 68,02 abA 61,60 abcA
16 60,16 abcA 73,41 aA
20 47,00 bcA 50,18 bcA
24 63,22 abcA 54,14 abcA
CV (%) 3,70

*Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra
mailscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Wilcoxon ao nivel de 5% de
probabilidade. DPMF — duracao do periodo de molhamento foliar; C1= clone 1; C2= clone 2; CV=
coeficiente de variacdo. Fonte: o autor

5.2 RESPOSTAS FISIOLOGICAS

Em geral, observa-se que as respostas fisiolégicas foram negativamente
afetadas pela doenca.

Com o aumento da severidade da doenca observa-se decréscimo linear, em
ambos os clones, dos teores de clorofila a, clorofilas a+b e carotenoides. O mesmo
comportamento foi verificado no contetdo de clorofila b apenas nas mudas do clone
2 (Figura 4).
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Figura 4 — Variagédo dos teores de clorofila a, clorofila b, clorofilas a+b e carotenoides de folhas de dois clones de eucalipto em
funcdo da severidade da ferrugem (Puccinia psidii), 16 dias apds a inoculacao
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A variacdo nos valores da taxa de assimilacdo liquida de CO, (A) e
condutancia estomatica (gs), em ambos os clones, foi inversamente proporcional a
severidade da doenca. A mesma relacdo foi observada para a concentracéo
intercelular de CO; (C)) em mudas do clone 2. Entretanto, ndo houve influencia
significativa da severidade da doenca sobre a taxa de transpiracéo (E) (Figura 5).

Quanto a area foliar, foi observada reducdo proporcional ao aumento da

intensidade da doenca nos dois clones estudados (Figura 6).
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Figura 5 — Variagdo da taxa de assimilacdo liquida de CO, (A), condutancia estoméatica (gs), concentragdo intercelular de CO, (C)
e taxa de transpiracéo (E) de folhas de clones de eucalipto em funcéo da severidade da ferrugem (Puccinia psidii), aos
16 dias ap0s a inoculagéo
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Figura 6 — Variagcdo da area foliar de clones de eucalipto em funcé@o da severidade

da ferrugem (Puccinia psidii), aos 30 dias ap06s a inoculacao
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6 DISCUSSAO

6.1 DESENVOLVIMENTO DA DOENCA

A doenca nédo ocorreu na auséncia de molhamento foliar (0 h), corroborando
com resultados obtidos em outros trabalhos, que comprovam a necessidade de um
periodo minimo de molhamento foliar, condicionada a alta umidade relativa ou
formacéo de orvalho no campo, para que ocorra o processo de infeccédo de P. psidii
(FERREIRA, 1983; RUIZ et al., 1989a, 1989b). Considerando os pressupostos do
triangulo de doenca, ou seja hospedeiro suscetivel, patdégeno virulento e/ou
agressivo e ambiente favoravel, o ndo atendimento de algum destes quesitos resulta
no insucesso no estabelecimento da doenca (VALE; JESUS JUNIOR; ZAMBOLIM,
2004b).

Ao retirar a condicdo de restricdo, pequenos incrementos na duracdo do
periodo de molhamento foliar propiciaram a manifestacdo da doenca, embora
retardando o aparecimento dos sintomas da doenca e sinais do patdégeno. Observa-
se, portanto, uma relacdo inversa entre os periodos latentes e de incubacao e a
duracdo do periodo de molhamento foliar. Nota-se ainda que ha certa
proporcionalidade entre os periodos de incubacédo e latente com uma diferenca
aproximada de dois dias do aparecimento dos sintomas e a evidenciagao dos sinais
do patdgeno. Nos tratamentos nos quais foram obsevados a infeccao pelo patégeno,
o periodo para surgimento dos primeiros sintomas variou de 3-5 dias apos a
inoculacao, valores estes similares aos relatados por Xavier et al. (2001), em estudo
com P. psidii em condi¢bes controladas.

O periodo latente indica como os fatores ambientais e do hospedeiro, de
maneira conjunta, afetam os diversos subprocessos como a infec¢ao inicial, seguida
da expansdo do patdogeno dentro das células do hospedeiro e iniciagdo da
esporulagédo (XU, 1999). O periodo latente de P. psidii pode variar dependendo do
material genético do hospedeiro e da origem do indculo. Aparecido, Camilo e
Furtado (2013) avaliando a variabilidade patogénica deste fungo utilizando varias

espécies de mirtaceas e inoculo de diferentes origens em inoculagées cruzadas
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observaram um periodo latente de 11 dias. Outros autores relatam que o periodo
latente médio deste patégeno pode variar de 6 a 12 dias, tendo casos de 4 a 7 dias
para 0 surgimento das primeiras pustulas (CASTRO, 1983; MAFIA; MARCHESI,;
AUN, 2012; RUIZ et al., 1989b). Gilles et al. (2000) observaram que o periodo
latente de Pyrenopeziza brassicae infectando plantas de Brassica napus diminuiu a
medida que aumentou a duracdo do periodo de molhamento foliar na infeccao.
Estes estudos corroboram com os resultados obtidos nesta pesquisa.

Com o estabelecimento da doenca a partir de uma duragcdo minima de
molhamento foliar, a incidéncia e a severidade aumentaram e, consequentemente, o
progresso da ferrugem ao longo do tempo foi favorecido pelo prolongamento da
condicao de agua livre sob a superficie foliar na fase de infeccdo do P. psidii, até o
limite de 18 h. A diminuicdo da severidade da doenca observado acima deste valor
de DPMF pode estar relacionada com a interacdo do inodculo de P. psidii com micro-
organismos antagonistas presentes no filoplano que desfavoreceram a infec¢cdo nos
niveis mais elevados de DPMF (AGRIOS, 2004) como também pode-se pressupor
gue tenha ocorrido o efeito de autoinibidores na germinacdo de urediniosporos do
patdgeno, uma vez que a existéncia dessas substancias no género Puccinia sdo
relatadas na literatura (ALLEN, 1972; MACKO et al.,, 1972; SALUSTIANO et al.,
2008). Considerando a severidade ao longo do tempo, a diminuicdo da intensidade
da doenca observada aos 16 d.a.i. teve relacdo com o desfolhamento sucedido nas
plantas com perda de folhas marcadas e a insercdo de outras folhas infectadas de
igual posi¢do no ramo na amostra analisada.

Observa-se que a disponibilidade de agua livre sobre a superficie da folha por
um periodo de tempo maior pode favorecer a formacdo de maior quantidade de
apressorios do patdgeno sobre o tecido foliar garantindo maior probabilidade de
sucesso da infeccdo e maior expresséo da doenca (MILLES et al., 2013). Angelotti
et al. (2014) estudaram a ferrugem da videira (Phakopsora euvitis) e verificaram que
houve aumento da intensidade da doengca com o aumento da duracdo do periodo de
molhamento foliar de 6 a 12 h ap0s a inoculagdo, porém ndo observou-se este
comportamento quando a DPMF aumentou de 12 para 24 h.

Segundo Xavier et al. (2001), de modo geral, para o caso da ferrugem do
eucalipto, a germinagdo e formacdo dos apressorios de urediniosporos acontecem

com 12 e 18 h apds a inoculagdo, respectivamente, com posterior formacdo de
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haustorio 18 e 24 h apds a inoculagdo para genotipos suscetiveis e resistentes,
respectivamente.

Para outros patossistemas também foram verificados correlacdo direta entre
severidade e a DPMF. Andrade et al. (2007), avaliando a severidade da mancha
foliar de Quambalaria eucalypti em clone de eucalipto sob diferentes condi¢bes de
temperatura, luminosidade e molhamento foliar, verificaram uma resposta
exponencial para a intensidade da doenca em relacdo a DPMF. Costa et al. (2007)
observaram aumento significativo da infeccdo e severidade de P. substriata var.
penicillariae em cultivares de milheto (Pennisetum glaucum) com o aumento da
DPMF, com diferentes intensidades dependendo da cultivar. Os autores ressaltaram
gue para este patdgeno 45 minutos de molhamento foliar foram suficientes para
ocorrer a infec¢do, sugerindo que periodos curtos de favorabilidade climéatica podem
ser suficientes para ocorréncia da doenca. A severidade da ferrugem marrom
(Puccinia melanocephala) em cana-de-acUcar foi progressivamente maior quando
aumentou a DPMF de 7 para 10 h, a 17 e 19 °C, entretanto ndo houve infeccdo com
4 h de DPMF independentemente da temperatura (BARRERA; HOY; LI, 2012).

Autores relatam que para P. psidii hd necessidade de um periodo minimo de
molhamento foliar de 6 a 8 horas, a temperatura de 18 a 25 °C, para ocorréncia da
infeccdo (Ruiz et al., 1989a; 1989b; CASTRO, 1983). Tessmann et al. (2001)
observaram uma dependéncia entre duracdo do periodo de molhamento foliar de
pelo menos 6 h com temperaturas noturnas favoraveis de 18 a 20 °C para ocorréncia
da doenca.

Contudo, observou-se neste trabalho que a infeccdo e reproducdo do
patdgeno ocorreram quando considerado pelo menos 4 h de DPMF. Mesmo que em
baixa intensidade os urediniosporos produzidos podem servir como fonte de indculo
para infectar outras plantas ou reinoculagcdes na mesma planta, gerando, em ciclos
posteriores, uma intensidade maior ou menor da doenca dependendo da ocorréncia
de condi¢des climaticas favoraveis no ambiente (MORAES et al., 1982).

Entretanto, quando se realiza o zoneamento da ferrugem empregando-se o
indice de infeccdo proposto por Ruiz et al. (1989b), verifica-se a ocorréncia de
divergéncias entre a favorabilidade climatica simulada pelo modelo e o aparecimento
da doenca no campo. Silva (2013) avaliou a intensidade da ferrugem em plantios de

eucalipto em localidades do extremo sul da Bahia e relacionou os valores obtidos
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com o indice de infeccdo. O autor verificou que ocorreram inconsisténcias, uma vez
que para meses considerados desfavoraveis a doenga com base no indice de
infeccdo, o autor detectou alta severidade da ferrugem. Além disso, o oposto
também foi observado, ou seja, para meses considerados favoraveis a doenca com
base no indice de infeccao, foi detectada baixa intensidade da doenca no campo. O
autor inferiu que curtos periodos de tempo com condi¢des climéticas favoraveis a
doenca, podem ter efeitos compensatdrios em relacdo a periodos desfavoraveis,
como também que a DPMF n&o necessita ser igual ou superior a 6 horas para
provocar a doenca. Bora (2013) afirma que a DPMF de 4 horas foi a condicdo mais
favoravel a ocorréncia da ferrugem em plantios de eucalipto no estado do Parana.
Deste modo, os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os trabalhos
anteriores demonstrando que o molhamento foliar € um fator climatico extremamente
importante e que a DPMF de 4 h é suficiente para ocasionar a infeccdo do patégeno.

De forma geral, o clone 1 foi mais suscetivel a doenca. Diante do exposto
pode-se inferir que dependendo do nivel de resisténcia do material genético do
hospedeiro, o patégeno pode requerer um periodo de molhamento foliar maior para
atingir uma maxima intensidade da doenca. Neves et al. (2014) observando o
estabelecimento e desenvolvimento da mancha foliar do eucalipto causada pela
bactéria Xantomonas axonopodis em diferentes DPMF, sugerem que o0
comportamento dos sintomas pode diferir entre clones ou espécies de eucaliptos,
como também um clone pode possuir caracteristicas mais suscetiveis em folhas
mais novas em um clone do que em outro. Tal fato também pode explicar as
divergéncias encontradas neste estudo com o fungo P. psidii entre os materiais
vegetais analisados.

O comportamento da doenca nas diferentes DPMF pode ter sido influenciado
pelas condicbes ambientais simuladas no experimento. E certo que no campo,
dependendo da regido de determinado plantio de eucalipto, outros fatores climaticos
tendem a afetar a infecgdo do patdgeno e subsequente desenvolvimento da doenca
como temperatura e precipitacdo, que podem conjuntamente com a DPMF propiciar
a ocorréncia ou nao da ferrugem no campo (SILVA, 2013; TESSMANN et al., 2001;
ZAUZA et al., 2010).

Diante disso, considerando-se as condi¢des climaticas propicias a ocorréncia

da ferrugem de temperatura e umidade descritas na literatura e uma DPMF minima
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de 4 h para a infeccdo do patégeno encontradas neste trabalho, observa-se que
essas situacbes podem acontecer muitas vezes durante o periodo noturno, assim,
favorecendo a manutencédo de urediniosporos no campo de forma endémica, o que

implica na intensificacdo do monitoramento desta doenca nos plantios.

6.2 RESPOSTAS FISIOLOGICAS

A doenca influenciou negativamente as respostas fisioloégicas avaliadas nos
dois clones de eucalipto estudados. O molhamento foliar pode ter propiciado, com a
duracdo adequada, uma condicdo que estimulou a germinacdo de esporos e a
formacéo e penetracdo dos apressorios sobre a folha, assim como também relatado
por Milles et al. (2013) em frutos de mirtilo infectados com Colletotrichum acutatum.
As consequentes alteracfes nas respostas fisioldgicas encontradas relacionam-se
ao modo de infec¢do e desenvolvimento do fungo. Puccinia psidii € um organismo
biotréfico e sua relacdo obrigatéria com as células vivas dos hospedeiros para se
nutrir, sobreviver e reproduzir causa 0 consequente lesionamento dos tecidos
vegetais (APARECIDO; CAMILO; FURTADO, 2013; XAVIER et al., 2001).

Deste modo, os teores de clorofilas e carotenoides foram comprometidos em
decorréncia dos danos causados pelas estruturas de infeccdo de P. psidii as células
do mesofilo, onde estdo contidos estes pigmentos fotossintetizantes. A diminuicéo
dos pigmentos frente a infeccdes fungicas também foi observado em outros
patossistemas de ferrugens como a do trigo causada por P. triticina, da soja por
Phakopsora pachyrhizi e em salgueiro por Melampsora sp. (CARRETERO; BACAL;
MIRALLES, 2011; ADB EL-GHANY; EMAN; EL-SHEIKH, 2009; KUMUDINI et al.,
2006).

Os componentes das trocas gasosas taxa de assimilacao liquida de CO, (A),
condutancia estomatica (gs) e concentracao intercelular de CO, (C;) foram afetados
negativamente pela ferrugem do eucalipto. A infec¢éo do patdgeno limitou a abertura
dos estdbmatos, evidenciada pela menor condutancia estomatica em niveis mais
elevados de severidade, o que implica na reducdo ou cessamento da passagem de

CO; para células do mesofilo.
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Embora a condutancia estomatica tenha sido reduzida, houve aumento da
concentracéo intercelular de CO;, o que pode indicar que houve avaria da estrutura
das células do mesofilo uma vez que as moléculas de diéxido de carbono difundidas
podem nao estar sendo fixadas pela enzima Rubisco na fase de carboxilacdo da
fotossintese, provocando deste modo, o acumulo de CO; nos espacos intercelulares,
além disto, pode ter ocorrido elevacdo do processo de respiragdo do patégeno
(PINKARD; MOHAMMED, 2006; TATAGIBA, 2013; TATAGIBA; DAMATTA;
RODRIGUES, 2015;). Deste modo, infere-se que a diminuicdo da taxa de
assimilacao liquida de CO, foi determinada por fatores ndo estomaticos, assim como
observado em outros patossitemas (CARRETERO; BACAL; MIRALLES, 2011,
DALLAGNOL et al., 2010; PINKARD; MOHAMMED, 2006; RIOS et al, 2014).

Alves et al. (2011) relatam que as trocas gasosas e parametros da
fluorescéncia da clorofila a de plantas de eucalipto a ferrugem foram negativamente
afetadas quando infectadas com P. psidii, diminuindo a eficiéncia fotoquimica
méaxima da PSIl. Em plantas de cana-de-acucar infectadas com P. kuehnii também
foi observado que nas areas foliares lesionadas houve decréscimo linear na taxa
fotossintética, condutancia estomatica e taxa de transpiracdo e aumento da
concentracéo intercelular de CO, com a elevacgao da classificacdo da severidade da
ferrugem alaranjada (ZHAO et al., 2011). Costa et al. (2009) observaram que folhas
de milheto infectadas por P. substriata var. penicillariae apresentaram valores mais
baixos de potencial fotossintético do que folhas sadias, indicando que o processo de
colonizagdo do patégeno afetou a fotossintese da planta.

A diminuicdo da é&rea foliar foi ocasionada, principalmente, pelo
desfolhamento observado nos maiores niveis de severidade da doenca. Balmelli et
al. (2013), estudando as doencas Teratospharia nubilosa e P. psidii incidindo
conjuntamente em E. globulus, consideraram o valor de 40% de desfolhamento e
30% de manchas foliares como limites de tolerancia da planta capaz de afetar
significativamente seu crescimento.

Ambos os clones foram suscetiveis a ferrugem e na maioria dos aspectos
fisiolégicos analisados comportaram-se de forma semelhante na presenca da
doenca. Assim, a intensidade da doenca afetou as trocas gasosas, pigmentos
foliares e &rea foliar, ocasionando alteracdes deletérias ao funcionamento fisioldgico

da planta.
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7 CONCLUSOES

A auséncia de molhamento foliar ndo permitiu a manifestacdo da doenca.

A duracdo minima do periodo de molhamento foliar de 4 h foi suficiente para
propiciar a infeccao de P. psidii e desenvolvimento da ferrugem, embora em menor
intensidade da doenca.

Quatro e seis dias constituiram, respectivamente, os periodos de incubacéo e
latente de P. psidii com DPMF acima ou igual a 8 h.

Duragcbes a partir de 8 h de molhamento foliar proporcionam maior
intensidade da doenca.

A ferrugem comprometeu as respostas fisiolégicas da planta com: (1) reducéo
da taxa de assimilagcéo liquida de CO, e da condutancia estomatica e aumento na
concentracéo intercelular de COy; (Il) diminuicdo dos teores de clorofila a, clorofila b,

clorofilas a+b e carotenoides; e (lll) decréscimo da area foliar total da planta.
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