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RESUMO

A Ordem Pucciniales (=Uredinales) é constituida por fungos
causadores de doencas conhecidas como ferrugens, que ocorrem em muitas espécies vegetais,
como a ferrugem das mirtaceas (Puccinia psidii Winter). Diante de importantes fitopatdgenos,
estudos bésicos sobre a biologia destas espécies, ainda sdo pouco realizados, 0 que torna os
dados escassos na literatura. Cultivos axénicos facilitam tais estudos, uma vez que sendo
parasitas obrigatorios, se tornam desnecessarias as constantes inoculacfes em espécies
hospedeiras multiplicadoras para a manutencdo do indculo durante a realizacdo de pesquisas.
Desse modo, o cultivo axénico apresenta-se importante para estudos relacionados a biologia,
patogenicidade e manutencdo de culturas puras, sendo este um dos objetivos do presente
trabalho. Com relagdo as doencas, alguns volateis e metabdlitos secundarios produzidos,
podem atuar como barreiras bioquimicas e, tambeém estimular a germinagdo e o avango de
microrganismos nos tecidos vegetais. A presenca de fitopatdgenos e a idade do hospedeiro
podem influenciar na formacéo e constituicdo dos compostos volateis. A busca de variedades
resistentes € uma alternativa de controle viavel e os compostos volateis podem ser utilizados
para identificacdo de resisténcia, bem como de suscetibilidade. Foram selecionados os
seguintes componentes para preparar 0 meio de cultura enriquecido: sais, aminoéacidos,
carboidratos e vitaminas, sendo produzidos trés diferentes meios de cultivo axénico: ASZV,
com o qual foi obtido o cultivo axénico da ferrugem do chordo (Melampsora epitea) e 0s

meios propostos por Schenk e Hildebrandt e por Harvey e Grasham modificados, no qual foi



possivel com o cultivo axénico da ferrugem do pinus (Cronartium flaccidum).
Comparativamente, foram elaborados meios enriquecidos a partir de folhas de jambeiro, em
quatro concentracdes — 0,5g L™; 1,09 L™; 3,09 L™ e 5,0 g L™ (gramas de folhas para cada litro
de agua destilada). Além disso, foram realizadas analises dos compostos volateis foliares em
diferentes materiais de Eucalyptus spp., resistentes e suscetiveis a P. psidii para uma possivel
relacdo entre 0s compostos presentes nas amostras que possam estar relacionados a resisténcia
a ferrugem das mirtaceas. Os resultados encontrados para o melhor desenvolvimento de P.
psidii em condi¢bes controladas apontaram os meios ASZV modificado, Harvey e Grasham
modificado e meio com folhas de jambeiro na concentragdo 0,59 L™ como os meios
enriquecidos que propiciaram maior crescimento do tubo germinativo da ferrugem. Para os
resultados da extracdo de compostos volateis foliares em materiais resistentes e suscetiveis a
doenca, foram encontrados os analitos eucalyptol e terpinyl acetato-a que estdo presentes em
folhas de espécies resistentes e que ndo foram encontrados nas espécies suscetiveis, podendo
ser identificados como possiveis biomarcadores para resisténcia a P. psidii.

Palavras-chave: Ferrugem, Eucalyptus spp., cultivo axénico, compostos volateis.
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SUMMARY

The Order Pucciniales (= Uredinales) consists of fungi that cause
diseases known as rust, which occur in many plant species, such as rust of Myrtaceae
(Puccinia psidii Winter). In front of important pathogens, basic studies about the biology of
these species are still little performed, which makes scarce data in literature. Axenic cultures
facilitates such studies, once being obligatory parasites, become unnecessary constants
inoculations in host species multipliers for maintaining the inoculum during research. This
way, the axenic culture presents important for studies related to biology, pathogenicity and
maintenance of pure cultures, which is one of the objectives of this work. In relation to
diseases, some volatile and secondary metabolites produced may act as biochemical barriers,
and also stimulate germination and advance of microorganisms in plant tissues. The presence
of pathogens and age of host may influence the formation and constitution of volatile
compounds. The search for resistant varieties is a viable alternative to control and the volatile
compounds may be used for identification of resistance as well as susceptibility. The
following components were selected to prepare the culture medium enriched: salts, amino
acids, carbohydrates and vitamins, which produced three different axenic culture media:
medium ASZV with which it was obtained axenic culture of rust willow (Melampsora epitea),

and others two media proposed by Schenk and Hildebrandt and Harvey and Grasham



modified, that succeeded the axenic culture of rust pine (Cronartium flaccidum).
Comparatively, enriched media were prepared from leaves of Jambeiro at four concentrations
-05gL% 10gL" 30gLYand 50 g L™ (grams of leaves to each one liter of distilled
water). In addition, were made analyses of leaves volatile compounds in different materials
Eucalyptus, resistant and susceptible to P. psidii for a possible relationship between the
compounds present in the samples that may be related to the rust of Myrtaceae. The results
found for the optimal development of P. psidii under controlled conditions showed the culture
media ASZV modified, Harvey and Grasham modified and the medium with leaves of
Jambeiro with concentration 0,5 g L™ as the enriched media which promoted greater growth
germinative tubes of rust. For the results of extraction of leaves volatile compounds in
materials susceptible and resistant to the disease, were found the analytes eucalyptol and
terpinyl acetate-a which are present in leaves of resistant species and which were not found in

susceptible species, may be identified as potential biomarkers for resistance to P. psidii.

Keywords: Rust, Eucalyptus spp., axenic culture, volatile compounds.



1. INTRODUCAO

A ferrugem do eucalipto, causada pelo fungo Puccinia psidii, teve seu
primeiro relato no Brasil em 1929 (Gongalves, 1929), e foi formalmente descrita em 1944, no
Rio de Janeiro (Joffily, 1944). O fungo Puccinia psidii tem sua origem na América do Sul,
ocorrendo desde o Sul dos Estados Unidos até a Argentina, sendo considerada uma das
doengas mais severas para a cultura do eucalipto no Brasil (Aparecido, 2001). Essa doenca
incide tanto em mudas no viveiro, quanto em plantas jovens no campo, até os estadios
fenoldgicos A e B (Ferreira, 1989), aproximadamente, nos dois primeiros anos de plantio, em
brotacdes ap0ds o corte raso e em jardins e minijardins clonais.

Poucos ciclos vitais de ferrugens verdadeiramente tropicais, mesmo
daquelas ferrugens economicamente importantes, foram até hoje, demonstrados por estudos de
inoculagcBes experimentais, e a necessidade de estudos de campo e de laboratorio tem sido
enfatizada por diversos uredinologistas (Petersen, 1974; Savile, 1976; Hennen et al., 1990). E
0 caso de alguns ciclos desconhecidos, por exemplo, das ferrugens do café (Hemileia
vastatrix), milho (Puccinia polysora e Phakopsora zeae), soja (Phakopsora pachyrizi e P.
meibomiae), amendoim (P. arachidis), das mirtaceas (P. psidii — ciclo vital parcialmente
esclarecido) e de muitas outras plantas cultivadas (Aparecido, 2001; Figueiredo e Passador,
2008).

Apesar da importancia destes fitopatdgenos, certas particularidades de

sua biologia ainda sdo desconhecidas ou pouco conhecidas. Isto se da devido a dificuldade de



cultivd-los em laboratério, juntamente com a falta de metodologias adequadas para o
progresso das pesquisas. Como resultado destas dificuldades, dados bésicos sobre a biologia
desses microrganismos sdo escassos nas literaturas, dificultando o manejo das doencas por
eles provocadas (Aparecido, 2001).

Com a finalidade de aprimorar os conhecimentos relacionados aos
agentes causais de ferrugens, foram desenvolvidos estudos envolvendo o cultivo axénico de
algumas espécies, como por exemplo, Gymnosporangium juniperi virginianae, Puccinia
graminis f. sp. tritici, Melampsora lini, Cronartium quercuum f. sp. fusiforme, Phragmidium
mucronatum, Uromyces, Pucciniastrum, Endocronartium, e Phragmidium, Peridermium pini,
Cronartium flaccidum, Melampsora epitea e Melampsora larici-tremulae (Hotson e Cutter Jr.,
1951; Cutter Jr., 1959; Williams et al., 1966; Turel, 1969; Hollis, et al., 1972; Rahbar Bhatti e
Shattock, 1980; Maclean, 1982; Yamaoka e Katsuya, 1984a; Pei e Gibbs, 1992; Moricca e
Ragazzi, 1994; Carvalho Jr. et al., 1998; Moricca, et al. 2000).

O cultivo axénico in vitro pode refinar o conhecimento sobre o
metabolismo de agentes causais de ferrugens, dados genéticos, modo de acdo do fungo na
planta hospedeira, (biologia, infec¢do, producdo de metabolitos, sinalizacdo celular, etc.).
Segundo Moricca (2010), devido a estas caracteristicas, trabalhar com os micélios puros de
fungos da Ordem Pucciniales, podera gerar um grande impulso nas pesquisas genéticas mais
avancadas.

De acordo com Aparecido (2001), em decorréncia da habilidade em
enfrentar condi¢cbes ambientais adversas, pode-se perceber a consideravel importancia das
Pucciniales, no que se refere aos significativos prejuizos que podem causar a agricultura.

Pelo fato dos fungos biotroficos sobreviverem apenas em tecido
vegetal vivo e da dificuldade para manté-los em ambiente controlado cultivado em meios
artificiais, torna-se necessario a realizacdo de pesquisas relacionadas a métodos de isolamento
destes fitopatdgenos, em cultivo axénico, corroborando estudos do ciclo bioldgico,
variabilidade, testes de resisténcia clonal, entre outros, que auxiliam no manejo de doencas.

Estes componentes presentes nos meios de cultura enriquecidos tém a
finalidade de imitar ou de se aproximar do efeito dos nutrientes quimicos naturais presentes
nas folhas das plantas, a fim de se obter um efeito semelhante de crescimento como aquele

observado na natureza.



Um exemplo dessas substancias quimicas naturais sdo 0s compostos
fendlicos que tém sido estudados como forma de controle de doencas, pelas caracteristicas
antimicrobianas quando sintetizados (Nascimento et al., 2000), mas também podem estimular
0 crescimento de microrganismos. Desse modo, espera-se que 0 estudo dessas substancias
naturais, com efeito fungitéxico ou ndo, contribua para identificar qual(is) componente(s)
estdo relacionados a doenca em plantas.

O estudo teve como objetivos: trabalhar com o cultivo de
urediniésporos in vitro da ferrugem do eucalipto, Puccinia psidii, utilizando-se diferentes
meios de culturas e, realizar a quantificacdo e identificacdo de substancias volateis em
dezesseis materiais sadios de eucalipto resistentes e suscetiveis a P. psidii, e sua possivel

relacdo com a resisténcia a ferrugem das mirtaceas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O eucalipto e sua importancia

O género Eucalyptus spp. ocorre naturalmente na Australia, Indonésia
e ilhas proximas, tais como Flores, Alor e Wetar e pertence a familia Myrtaceae. Com um
pouco mais de 600 espécies e sub-espécies, apresenta uma ampla plasticidade e dispersao
mundial, crescendo satisfatoriamente em diferentes situacdes edafoclimaticas, extrapolando
aquelas das regiGes de origem. Menos de 1 % dessas 600 espécies tém sido usadas com
propdsitos industriais. Assim, o uso do eucalipto na indistria mundial € baseado em duas
espécies principalmente: E. globulus, E. grandis e seu hibrido E. urophylla (Cotterill e Brolin,
1997).

A importancia da cultura do eucalipto para o Brasil pode ser avaliada
pela participacdo do setor florestal na economia do pais. Os produtos florestais participam com
2,9% do Produto Interno Bruto Brasileiro e representam 4,2% das exportagdes nacionais,
geram cerca de setecentos mil empregos diretos e quatro milhdes de indiretos (Painel
Florestal, 2010; Abraf, 2012).

Segundo a Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas
- ABRAF (2010; 2012), o Brasil tem, aproximadamente, 6,6 milhGes de hectares de florestas
plantadas, (sendo 74,8% de eucalipto), esta area equivale a 0,77% do territério do Pais. Além

da importancia econémica, as florestas plantadas também servem como fonte de energia



renovavel de biomassa e de produtos ambientalmente corretos, recuperam areas degradadas,
conservam importantes ecossistemas e espécies ameacadas de extingdo e sdo responsaveis pela
geracdo de riquezas em areas distantes de centros urbanos do Pais.

Atualmente, as areas de florestas com eucalipto estdo em franca
expansdo na maioria dos estados brasileiros com tradigdo na silvicultura deste grupo de
espécies como as Regides Sul e Sudeste, bem como, em estados considerados como novas
fronteiras da silvicultura, como Maranhdo, Tocantins, Piaui e Mato Grosso do Sul (Abraf,
2012). Porem, com tamanha expansdo da cultura, ndo existem materiais genéticos totalmente
resistentes a pragas e doencas, inclusive a ferrugem do eucalipto.

As espécies Eucalyptus grandis, E. cloeziana, E. phaeotricha, E.
globulus e E. nitens sdo as mais suscetiveis a ferrugem. Além do eucalipto, a ferrugem incide
em varias outras espécies nativas ou exoticas da familia Myrtaceae, como goiabeira, jambeiro,
jabuticabeira, jameldozeiro, melaleuca e calistemon, entre outras (Furtado e Marino, 2003;
Alfenas et al., 2004).

2.2 Ferrugem do eucalipto (Puccinia psidii)

A ferrugem das mirtdceas € uma doenca causada pelo fungo
basidiomiceto Puccinia psidii Winter pertencente & Ordem Pucciniales (syn. Uredinales). Tais
microorganismos sao parasitos ecologicamente obrigados, uma vez que algumas poucas
espécies puderam ser mantidas em laboratério, gracas ao desenvolvimento de culturas
axénicas (Coffey, 1975; Cutter Jr., 1959; Figueiredo e Coutinho, 1994; Katsuhiro e Katsuya,
1985; Martins et al., 1995).

Com mais de 6.000 espécies, distribuidas por todo o mundo, as
Pucciniales (Ferrugens) constituem uma das maiores ordens naturais de fungos,
compreendendo mais de um tergo de todos os basidiomicetos conhecidos (Ainsworth, 1971).
Os fungos da ordem Pucciniales sdo considerados como de distribuicdo mundial, e
responsaveis por algumas das mais devastadoras doengas de plantas cultivadas. Nenhum outro
grupo de fitopatdgenos apresenta a capacidade de infectar um nimero tdo grande de plantas de

interesse econdmico como as Pucciniales (Hiratsuka, 1983).
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A doenga apresenta potencial de causar perdas em areas tropicais e
subtropicais que possuem florestas de eucalipto (Coutinho et al., 1998). Em estudos realizados
no Brasil, estimou-se que, de pelo menos 3.000 espécies de ferrugens provavelmente
existentes no pais (Hennen et al., 1982), sdo conhecidas apenas 725 espécies e das quais pouco
se sabe sobre a biologia e ciclos de vida dos patégenos, devido a dificuldade de cultiva-los em
laboratério (Figueiredo e Passador, 2008).

As ferrugens estdo distribuidas em regiGes temperadas e tropicais
Umidas, tendo o vento como o seu principal disseminador a longas distancias (até mesmo
intercontinentais). A sobrevivéncia destes patdgenos, devido ao parasitismo obrigatdrio,
ocorre em hospedeiros intermediarios principalmente na forma de uredinidsporos, mas
geralmente os teliésporos atuam como estrutura de resisténcia e garantem a sobrevivéncia do
patdgeno na auséncia do hospedeiro (Krugner, 1980).

A infeccdo ocorre em brotagcbes do hospedeiro, com o patégeno
atacando tecidos jovens como folhas, inflorescéncias e gemas, sendo observado tanto em
plantas adultas no campo, como em mudas na fase de viveiro (Silveira, 1951; Galli, 1980;
Souza, 1985; Ferreira, 1989). As condicGes favoraveis para a ocorréncia da infeccdo
compreendem fatores como: temperatura na faixa de 18-25°C, periodos prolongados de
molhamento foliar (orvalho noturno ou garoas por periodos superiores a 6h) e a existéncia de
orgdos juvenis (folhas jovens e terminais de crescimento). Porém, 6rgdos maduros, auséncia
de molhamento e temperatura acima de 30°C e abaixo de 10°C desfavorecem a infeccdo (Ruiz
e Alfenas, 1989). Quando as plantas atingem o estadio fenologico B (Ferreira, 1989), ou seja,
atingem cerca de 3-4 m de altura, elas se tornam mais resistentes a doenca, provavelmente por
causa da diminuicdo das condi¢bes favoraveis a infeccdo nas partes jovens suscetiveis
(Alfenas et al., 2004).

Portanto, a infeccdo ocorre quando os esporos (predominantemente
uredinidsporos) atingem a planta hospedeira suscetivel, germinando quando a umidade do ar
estd alta. Desse modo, ocorre a formacdo do apressorio sobre a planta havendo penetragédo
através dos estdbmatos e a colonizacdo através de micélio intercelular e emissdo de haustorios
para o interior das células e quando o patogeno inicia sua reproducdo, ocorre um rompimento

da epiderme foliar ficando exposta a massa de uredosporos. Estas pustulas sdo geralmente
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salientes e podem coalescer, tomando uma parte consideravel do limbo foliar (Figueiredo e
Carvalho Jr., 1994).

De acordo com Alfenas e colaboradores (2004), a principal
caracteristica para sua diagnose € a esporulacdo urediniosporica, pulverulenta e de coloragédo
amarela sobre os orgdos afetados. Em materiais altamente suscetiveis, causa deformagoes,
necroses, hipertrofia, minicancros e morte das porgdes terminais de crescimento. Embora a
fase uredinial seja a mais comum e a principal forma de disseminacdo da doenca, em épocas
mais quentes, telidsporos também podem ser produzidos.

Quando nédo ha condigbes favoraveis, ocorre a formacdo de estruturas
denominadas telidsporos, que possibilitam a sobrevivéncia do patégeno. Estas estruturas,
apresentam ainda, em suas paredes, substdncias auto-inibidoras da germinacdo que
possibilitam a sobrevivéncia do esporo na auséncia do hospedeiro, porque impedem que
ocorra a germinacao de todos os esporos ao mesmo tempo (Figueiredo e Carvalho Jr., 1994,
1995). Tais substancias podem ser removidas pelas dguas das chuvas ou irrigacdo. Como
resultado dessas “estratégias” de sobrevivéncia, a infec¢do primaria pode ocorrer assim que as
condicdes tornam-se favoraveis, devido a liberacdo dos basididsporos infectivos produzidos
em decorréncia da germinacédo dos telidsporos, dando continuidade a dissemina¢do da doenca
(Ferreira, 1983).

O clima é um fator essencial para exercer influéncia marcante sobre o
desenvolvimento de doencas, podendo atuar sobre o patdgeno, sobre o hospedeiro e sobre a
interacdo patdgeno x hospedeiro. O conhecimento das exigéncias climaticas dos fitopatdgenos
é de grande importancia para o entendimento da evolucdo da doenca no campo, e para se
prever, com certa precisdo, a ocorréncia de epidemias em determinadas condic¢des climaticas e
agricolas de uma regido. Contudo é na fase de germinag&o e penetracdo que o clima pode atuar
mais diretamente sobre o patdgeno, pois este ainda ndo ganhou o interior do hospedeiro e esta
mais exposto a acdo do ambiente (Krugner, 1980).

Observa-se, portanto que o ataque de P. psidii depende de condigdes
ambientais favoraveis associadas a fenologia do hospedeiro. Devido a tais dependéncias, é
provavel que o patdgeno possua mecanismos de sobrevivéncia altamente eficientes, uma vez

que ambas as condi¢des nao ocorrem, ao mesmo tempo, em qualquer época do ano.
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Em condigdes de infeccdo natural, altos niveis de intensidade da
ferrugem do eucalipto sdo, geralmente, esporadicos sobre procedéncias e progénies
suscetiveis, podendo ocorrer durante um més apenas, ou de cinco ou mais meses durante o ano
(Carvalho et al., 1994). Esta ocorréncia € dada, segundo Ruiz et al. (1989a; 1989b), quando
prevalecem, durante um periodo minimo de oito horas, as temperaturas noturnas entre 18° e
25°C e umidade relativa superior ou igual a 90%. Posto isso, no Brasil, as condi¢des
favoraveis para a ocorréncia da ferrugem ocorrem nos meses de maio a agosto, periodos em
que foram registrados altos indices da doenca no campo (Ruiz et al., 1989a; Takahashi et al.,
1999).

Os severos ataques do patégeno podem provocar perda total da
producdo (Jungueira et al., 1997). Com relacdo ao eucalipto, a ferrugem é uma doenca muito
comum e severa em plantacdes de procedéncias muito suscetiveis e com menos de dois anos
de idade (Ferreira,1989; Demuner e Alfenas, 1991).

Bergamin Filho e Amorim (1996) definem epidemia como sendo o
aumento da intensidade e/ou extensédo (area geografica) da doenca em uma dada populacéo de
plantas, que no caso da ferrugem, esta pode acarretar danos de até 25%, em média, na
producdo no Estado de Sdo Paulo (Furtado et al., 2001). O dano é definido como qualquer
reducdo na quantidade ou na qualidade da producédo devido a injurias causadas pelo patdégeno
(Nutter et al., 1991). Desse modo, as estimativas confidveis dos prejuizos provocados por
microrganismos sdo um pré-requisito para o desenvolvimento de qualquer programa bem
sucedido de controle de doenca (Walker, 1983).

Takahashi (2002) quantificou e avaliou os danos da ferrugem sobre o
eucalipto e observou que existe diferenca significativa entre plantas infectadas e plantas ndo
infectadas, avaliadas aos 11 meses de idade. Os dados foram bem expressivos, para a altura
média (a diferenca entre plantas sadias e infectadas foi de 35,81%), para o didmetro a altura do
peito (50,49%) e, para o volume individual (98%). Os danos em arvores que apresentaram
sintomas da ferrugem variaram de 19,79 a 41%, resultados estes, consideraveis para 0 manejo
desta cultura.

Desse modo, diante da importancia da ferrugem em causar danos a

silvicultura, tornam-se necessarias pesquisas para manter este fitopatdgeno isolado em cultivo
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artificial e aprimorar estudos do ciclo bioldgico, variabilidade, testes de resisténcia clonal,

entre outros, que auxiliam no manejo de doencas.

2.3 Cultivo axénico de ferrugens

Os estudos sobre cultivo axénico de fungos fitopatogénicos
comecaram a partir de 1950, com o desenvolvimento de trabalhos relacionados aos meios de
cultura enriquecidos com extratos vegetais e compostos suplementares de crescimento,
obtendo-se informagfes importantes sobre os fatores responsaveis pelo parasitismo obrigatorio
das Pucciniales (Cutter Jr., 1959).

Na literatura, alguns pesquisadores obtiveram culturas axénicas de
algumas espécies de ferrugens, como exemplo: Hotson e Cutter (1951) iniciaram 0s estudos
com Gymnosporangium juniperi virginianae obtendo sucesso, Williams et al. (1966) que
estabeleceram um meio de cultura para o crescimento de Puccinia graminis f. sp. tritici Ericss.
& Henn. Turel (1969) obteve cultura axénica da ferrugem Melampsora lini, responsavel por
causar danos em linho; Hollis et al. (1972) conseguiram cultivar a ferrugem Cronartium
quercuum f. sp. fusiforme em meio artificial e Rahbar Bhatti e Shattock, (1980) obtiveram um
meio axénico para a ferrugem Phragmidium mucronatum que é patogénica a varias espécies
do Género Rosa.

No Japdo, Yamaoka e Katsuya (1984a) obtiveram éxito, a partir de
fragmentos de folhas infectadas e cuidadosamente tratadas para evitar contaminacgdes, em
cultivar Melampsora epitea e outras ferrugens em meio artificial. Na Europa, Pei e Gibbs
(1992) obtiveram o cultivo axénico da Peridermium pini, ferrugem do Pinus a partir de
aeciosporos, Moricca e Ragazzi (1994) conseguiram obter o cultivo em meio artificial da
ferrugem Cronartium flaccidum em Pinus e Moricca et al. (2000) isolaram Melampsora larici-
tremulae patogénica ao Pinus em meio artificial. Em North Dakota, Walla (2003) obteve
culturas de Peridermium harknessii, Cronartium quercuum f.sp. banksianae e C. comandrae,
depois de testados nove meios axénicos.

No Brasil, os primeiros trabalhos com cultivos axénicos realizados por
Carvalho Junior e colaboradores (1998) foram desenvolvidos com a ferrugem do Choréo

(Salix babylonica) causada por Melampsora epitea. Os autores obtiveram o sucesso a partir
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dos uredinidsporos de M. epitea depositados em meio ASZV modificado, resultando em
coldnias circulares ou esféricas regulares, compactas, pigmentandas em cor laranja brilhante e
compostas de hifas curtas, vesiculosas, irregulares, com producdo de urediniosporos e
parafises morfologicamente semelhantes aos desenvolvidos na planta hospedeira. Quando
inoculados em S. babylonica, os uredinidésporos desenvolvidos nas culturas axénicas
mostraram-se infectivos, reproduzindo os sintomas da ferrugem. As colOnias apresentaram o
maior crescimento em pH 6.0, entre as temperatura de 18 — 24°C.

As culturas axénicas facilitam os estudos, uma vez que se tornam
desnecessérias as constantes inoculagdes de grande quantidade de hospedeiros para a
manutencdo do patdgeno durante a realizacdo de pesquisas (Aparecido, 2001). O cultivo
axénico permite estudos mais profundos sobre a biologia e genética do patdgeno e suas
relacbes com o hospedeiro, possibilitando o detalhamento do ciclo de vida da espécie
patogénica e suas particularidades. Esta ferramenta também auxilia no manejo de doencas,

proporcionando um controle eficaz desses patdgenos de grande importancia.

2.4  Compostos volateis foliares

Na natureza, para um patdgeno infectar uma planta é necessario que o
mesmo consiga penetrar e colonizar os tecidos do hospedeiro, retirar 0s nutrientes necessarios
para sua sobrevivéncia, bem como neutralizar as reacdes de defesa das plantas. Para isso, 0s
patdgenos utilizam, principalmente, substancias tais como enzimas, toxinas e hormonios, cuja
importancia varia grandemente nas interacdes hospedeiro-patogeno. Por outro lado, as plantas
necessitam se defender dos microrganismos potencialmente invasores.

Com base em estudos realizados na area que envolve a fisiologia e a
bioquimica fitopatoldgica, estudos permitiram o conhecimento de diferentes mecanismos de
resisténcia utilizados pelos vegetais contra os fitopatogenos. Alguns destes mecanismos sao
pré-formados pelo hospedeiro, estando presentes antes da chegada do patdégeno, como 0s
fenois, alcaldides, glicosideos fendlicos. Outros mecanismos sdo os pés-formados, ou seja,
aqueles ativados ap0s a chegada do patdgeno, como as proteinas relacionadas a patogénese,

fitoalexinas e espécies ativas de oxigénio (Romeiro e Garcia, 2009).
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Varios extratos de espécies vegetais tém sido utilizados no controle de
doencas, pelas caracteristicas antimicrobianas de compostos sintetizados pelo metabolismo
secundario da planta. Estes produtos sdo reconhecidos por suas substancias ativas, como é o
caso dos compostos fendlicos, que fazem parte dos 6leos essenciais e dos taninos (Nascimento
et al., 2000).

Uma técnica recente que vem sendo muito utilizada para a extracdo de
compostos volateis em plantas denomina-se Micro Extracdo em Fase Solida (Solid-Phase
Micro-extraction — SPME) (Arthur e Pawliszyn, 1990), que consiste em uma técnica rapida e
simples para extragdo e pré-concentracdo das substancias volateis de diversas partes de um
vegetal, como frutos e folhas. Para a analise da liberacdo dos volateis extraidos das plantas, o
sistema utiliza-se a técnica SPME aliado a cromatografia gasosa bidimensional abrangente
acoplada a espectrometria de massas (GCxGC-MS), por apresentar um maior incremento na
detectabilidade destes compostos (Dalllige et al., 2003).

A principal vantagem de se utilizar o perfil metabolico obtido por
SPME combinado a GCxGC-MS ¢ a possibilidade de se diagnosticar a doenca na planta,
ainda em seus estagios iniciais. Entretanto, muitas outras fontes causadoras de estresse na
planta também podem influenciar no perfil cromatografico medido (Hantao, et al., 2013).

Analises e diferenciacdo de compostos volateis presentes nas folhas de
materiais sadios obtidas pela utilizacdo da técnica de Micro Extracdo em Fase Sélida com a
extracdo do headspace do material vegetal, podem oferecer informacBes importantes
relacionadas a resisténcia ou suscetibilidade de diferentes materiais de Eucalyptus a ferrugem,
apenas pela presenca ou auséncia de determinados compostos quando comparados e que
possam favorecer o estabelecimento do fungo no interior do hospedeiro.

Desse modo, espera-se que a descoberta dessas substancias naturais,
com efeito fungitéxico ou ndo, contribua para identificar qual(is) componente(s) estdo

relacionados a doenga em plantas.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento de cultivo axénico foi conduzido na Fazenda
Experimental Lageado, pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, localizada no
municipio de Botucatu, Estado de Sdo Paulo. O municipio de Botucatu tem como coordenadas
geograficas da regido central 22°51°03”S e 48°25°37”W e altitude de 786m.

A coleta do material vegetal com os urediniésporos necessarios para o
experimento deu-se a partir de folhas de jambeiro, planta pertencente a Familia das Myrtaceae.

As folhas de jambeiro (Figura 1) foram escolhidas como principal
fonte de indculo de urediniosporos de P. psidii por ser um hospedeiro universal da doenca, ou
seja, apresentar producdo de uredinidsporos durante o ano todo comparado a mesma doenca
em eucalipto, que apresenta maior intensidade em campo entre 0S meses de maio a agosto
(Takahashi, 1999). As mudas de jambeiro doentes foram mantidas em casa de vegetacéo,

como fonte de inoculo, a uma temperatura proxima a 25°C e com irrigagdo controlada.
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inéculo.

3.1 Técnicas para isolamento dos uredinidésporos

Foram utilizadas duas técnicas para conseguir isolar os esporos de
ferrugem em meio de cultura. Primeiramente, foi utilizada uma metodologia baseada no
isolamento monospororico que consistiu em transferir um Unico urediniésporo de P. psidii
previamente germinado em agar-agua (AA) para 0 meio de cultura enriquecido e para 0 meio

AA como testemunha, conforme Figura 2.

Figura 2: A. e B. Germinacdo dos esporos de P. psidii em meio agar-agua apés 24h; C.

“Pesca” do esporo germinado de P. psidii em meio de cultura agar; D. Deposi¢do do esporo

germinado em meio de cultura enriquecido ASZV.

Outra técnica utilizada consistiu na transferéncia de uma porcdo de
urediniésporos para o0 meio de cultura enriquecido e testemunha AA (Figura 3), acreditando-se
gue o desenvolvimento dos urediniésporos de P. psidii ndo ocorre com esporos Unicos e
precisam do estimulo de outros urediniosporos para se desenvolverem. Para isso, foram
transferidos cerca de 20 esporos para cada placa, porém ainda ndo germinados, com o intuito
de observar a ocorréncia de algum estimulo no crescimento do patégeno.
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Figura 3: Urediniosporos recém-depositados em meio de cultura enriquecido ASZV.

3.2 Meios de cultura axénicos

Foram utilizadas trés diferentes composicGes, sendo 0s meios
enriquecidos descritos a seguir como Meios I, 11 e 1ll, e para os quais ja foi obtido sucesso
quanto ao cultivo de algumas espécies de ferrugens (Carvalho Jr., et al., 1998; Moricca e
Ragazzi, 1994).

»  Meio | - Meio de cultura ASZV sugerido por Kuck (1979) e
modificado, tendo sido utilizado para o cultivo axénico de Melampsora epitea, ferrugem do
chordo (Carvalho Jr., et al., 1998). O referido meio contém o0s seguintes componentes nas
concentracdes finais (L™ de &gua destilada autoclavada): sais minerais: NaNOs; (0,5 g),
K,HPO.3H,0 (0,328 g), KCI (0,125 g), MgSO..7H,0 (0,125 g), FeSO, (0,0025 g); os
carboidratos: glucose (7,5 g), frutose (3,75 g) e sacarose (3,75 g); dos L-aminoacidos: Tyr (32
mg), Ala (214 mg), Trp (30 mg), Asp (50 mg), Asn (100 mg), Thr (72 mg), Ser (206 mg), Glu
(274 mq), GIn (150 mg), Pro (30 mg), Gly (74 mg), Cys-HCI (150 mg), Val (42 mg), Met (25
mg), lle (30 mg), Leu (32 mg), Phe (34 mg), GABA (402 mg), Lys-HCI (60 mg), His (6 mg) e
Arg (44 mg); as vitaminas: mio-inusitol (0,175 g), &cido nicotinico (1 mg), tiamina-HCI (10
mg) e piridoxina-HCI (1 mg); do tampéo MES (3,9 g). Também foram adicionados: 0,5% de
extrato de levedura, &cido indol acético (1 mg), cinetina (1 mg) e os antibidticos
Oxitetraciclina e Claforan (25 mg).

O pH do meio foi ajustado para 6.0, de acordo com Carvalho Jr. e
colaboradores (1998). Em seguida, o meio foi submetido a uma esterilizacdo através de uma
pré-filtragem em membrana de polietileno com porosidade de 0,45 um e de outra filtragem em
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membrana de polietileno com porosidade de 0,22 um. Ao meio estéril foi acrescentado agar-
agua estéril 2% a 60°C, sendo a mistura distribuida em placas de Petri de 9 cm de didmetro
(Figura 4).

Figura 4: A. Pesagem dos componentes do meio de cultura; B. Agitacdo dos

componentes da solucdo em agua destilada autoclavada através do agitador magnético; C.
mistura dos componentes; D. Ajuste do pH da solugdo nutritiva; E. Esterilizacdo da
solugdo através de filtragem em membranas de polietileno 0,45 um e 0,22 um.

» Meio Il - Meio de cultura Schenk e Hildebrandt (1972)
modificado, utilizado para o cultivo axénico de Cronartium flaccidum, ferrugem do pinus
(Moricca e Ragazzi, 1994). O referido meio contém o0s seguintes componentes nas
concentracdes finais (L™ de 4gua destilada autoclavada): NHsH2PO, (300 mg), HzBOs (5 mg),
CaCl; (151 mg), CoCl,.6H,0 (0,1 mg), CuSO4.5H,0 (0,2 mg), Na,EDTA.2H,0 (10 mg),
FeSQO,4.7H,0 (15 mg), MgSO4 (195,4 mg), MnSO4.H,0 (10 mg), KI (1mg), KNO3 (2500 mg),
Na;Mo4.2H,0 (0,1 mg), ZnS0O4.7H,0 (1 mg), Bacto-Agar (20g) com adicdo de alguns
componentes para enriquecer o meio, de acordo com Moricca e Ragazzi (1994), tais como:
extrato de carne (3 g), extrato de malte (1 g), sacarose (30 g), cinetina (2 mg), 2,4-D (0,5 mg).

»  Meio Ill - meio axénico Harvey e Grasham (1974) modificado
por Pei e Pawsey (1990), por Pei e Gibbs (1992) e por Moricca e Ragazzi (1994), utilizado
para o cultivo axénico de Cronartium ribicola e Cronartium flaccidum, ferrugem do pinus
(Harvey e Grasham (1974); Moricca e Ragazzi (1994)). O referido meio contém os seguintes
componentes nas concentracdes finais (L™ de 4gua destilada autoclavada): CaC0O3.4H,0 (500
mg), MgSO,.7H,0 (281,73 mg), (NH4)2:SO,; (25 mg), Fe;(S04)3.7H,0 (250 mg), KH,PO,
(140 mg), MnS0,.3H,0 (4,14 mg), Bacto-Agar (20g) com adicao de alguns componentes para
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enriquecer o meio, de acordo com Moricca e Ragazzi (1994), tais como: extrato de carne (4 g)
e sacarose (30 g).

O pH dos meios Il e 11l foi ajustado para 5.7-5.8, de acordo com
Moricca e Ragazzi (1994), Figura 4 (A — D). Em seguida, os meios foram autoclavados a
120°C por 20 minutos (tempo menor que o comumente utilizado para preservar 0s
componentes da desnaturacao) e distribuidos em placas de Petri de 9 cm de diametro.

Para todos os meios de cultivo enriquecidos foram avaliadas duas
concentragdes, sendo uma de 50% de solucdo nutritiva na propor¢do 1:1 (meio axénico: meio
agar-agua) e outra concentracdo de 80% de solucdo nutritiva na proporcao 4:1 (meio axénico:
meio agar-agua). Pelo fato do Meio de cultura | ndo poder ser autoclavado, devido a forma de
esterilizacdo ocorrer pelo método de filtragio em membranas, foram preparadas solucdes
nutritivas em diferentes concentracbes a fim de avaliar qual seria mais favoravel para o
crescimento do patdgeno, ou seja, qual dosagem seria mais adequada para P. psidii sem haver
falta ou excesso de sais minerais, vitaminas, aminoacidos e carboidratos, sendo 0 mesmo
principio tratado para os Meios Il e Ill. Para fins de compara¢do o meio de cultura padrédo
agar-agua (AA) foi utilizado como testemunha.

Portanto, os experimentos com meios de cultura enriquecidos foram
constituidos por seis tratamentos, sendo uma espécie de ferrugem (P. psidii), trés meios
enriquecidos (Meios I, Il e 111) e duas concentraces de meios enriquecidos (50% e 80%).

Apbs o preparo dos meios, os urediniosporos foram coletados das
folhas de jambeiro com o auxilio de uma agulha histoldgica estéril, sendo suspensos em
solugdo salina 0,8% autoclavada, a fim de se evitar contaminacdo por bactérias. Desta
suspensdo, foram depositados 20pL em placas de Petri nos meios de cultura agar-agua e
enriquecidos I, Il e 111, contendo cinco réplicas (gotas de suspensdo) para cada placa, somando
5 repeticOes (placas) para cada tratamento.

Apbs a absorcdo total da parte liquida da suspensdo dos meios agar-
agua e enriquecidos, as placas foram vedadas e acondicionadas na cdmara de temperatura
controlada B.O.D. a 21-22°C, que corresponde a temperatura média de crescimento (Carvalho

Jr. et al.,1998) sem fotoperiodo a fim de proporcionar a germinagéo dos esporos de ferrugem.
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Figura 5: A-G: Metodologia utilizada para a deposicdo de uredinidsporos de P. psidii

em meio de cultura enriquecido.

Na Figura 5 esté apresentada a descricdo da metodologia utilizada, de
modo que as Figuras A e B apresentam os urediniosporos de P. psidii coletados da folha de
jambeiro com o auxilio de uma agulha histoldgica estéril, depositados em tubo eppendorf
(Figura C) contendo solucdo salina 0,8%, até a obtencdo de uma suspensdo levemente
amarelada (Figura D). Em camara de fluxo laminar, foram depositados 20pL (Figura E) da
suspensdo contendo os uredinidsporos (Figura F) com um micropipeta em cinco pontos da
placa de Petri (Figura G), contendo os meios de cultura enriquecidos e AA como testemunha

(controle).

3.3 Meio de cultura com folhas de jambeiro

Para complementar o presente estudo e comparar a germinacéo e o
crescimento do tubo germinativo de P. psidii nos meios de cultura enriquecidos com um meio
de cultura mais préximo de folhas do hospedeiro, foram elaborados meios de cultura naturais
contendo folhas de jambeiro, divididos em diferentes concentracdes de folhas, contendo os
nutrientes necessarios para o estabelecimento da ferrugem em campo. Para a elaboragdo destes
meios de cultura contendo folhas de jambeiro, fez-se a coleta das folhas mais jovens da planta

(até o terceiro par de folhas) que sdo mais suscetiveis a ocorréncia da ferrugem. Estas folhas
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foram pesadas em balanca (Figura 6. A) ajustando as quatro concentragdes utilizadas no
ensaio para 0,5¢; 1g; 39 e 5g por 1 L de &gua destilada.

Inicialmente, as concentracBes utilizadas basearam-se no teor de
sacarose (presente em todos os meios de cultura enriquecidos, variando de 3,75g L™ para o
Meio | e 30g L™ para os Meios Il e 1), sendo dispostos nas seguintes concentrages: 3g; 159
e 30g de folhas por 1L de &gua destilada, porém, ndo foram obtidos resultados para a
germinacdo e crescimento do tubo germinativo nas concentracbes 159 e 30g, sendo
observados alguns resultados somente para a menor concentracdo (3g). Desta forma, o teste
foi realizado novamente ajustando as concentrages para 0,59, 19, 3g e 5g de folhas de
jambeiro por 1L de agua destilada.

Em sequida, as folhas foram trituradas em liquidificador com um litro
de &gua destilada estéril (Figuras B e C) até obter uma solugdo bem uniforme. Esta solucdo
permaneceu em fervura por cerca de cinco minutos (Figura D) para que 0s compostos
presentes nas folhas fossem transferidos para a solugdo. Atingido o tempo de fervura, a
solucdo foi filtrada através de papel filtro (Figura E), repetindo-se o processo trés vezes, a fim
de retirar todos os resquicios das folhas trituradas da solucdo (Figura F).

Ap0s percorrer todas as etapas descritas, foi acrescentado agar-agua na
solugdo de folhas de jambeiro e, esta foi autoclavada a 120°C por 20 minutos, sendo
distribuidas em placas de Petri de 9 cm de diametro.

oo 6 =1 B &

Figura 6: A-F. Metodologia utilizada para a obtencdo do meio de cultura contendo folhas

de jambeiro.
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3.4 Caracteristicas avaliadas

3.4.1 Contaminacao

Apos a deposicdo da suspensdo contendo os uredinidsporos para 0S
meios de cultura enriquecidos nas diferentes concentracdes e para 0 meio agar-agua, foi
observado o grau de contaminacéo das placas durante o periodo de avaliacdo, comparando-o0s
com a riqueza dos meios de cultura e o crescimento do tubo germinativo. Foram realizadas
cinco repeticdes para cada tratamento contendo cinco réplicas para cada repeticéo.

Esta caracteristica foi observada, de modo a evidenciar a possivel
relacdo da contaminacdo do meio de cultura com a riqueza dos componentes empregados nos
mesmaos. Para isso, foi realizada uma escala que atribuiu valores para diferenciar os diferentes
niveis de contaminagdo (fungica e bacteriana) presentes nos meios de cultura nos diferentes
periodos de avaliacdo (Figura 7), sendo nota O - meio de cultura sem contaminacdo, nota 1 —
contaminacgéo fraca, nota 2 — contaminagdo moderada e nota 3 — forte grau de contaminagéo

presente no meio de cultura.

0 — Sem contaminagao 1 - Fraca contaminagao 2 — Moderada contam. 3 — Forte contaminacgao

Figura 7: Escala de contaminacéo utilizada para diferenciar os meios de cultura.

3.4.2 Avaliacdo da germinacgdo dos urediniosporos

Esta varidvel foi avaliada apds 24 horas da deposicdo dos esporos em
meio de cultura devidamente acondicionados em cdmara de temperatura controlada B.O.D. a
21°C. A avaliagdo do experimento foi realizada em microscopio Optico, observando-se a
ocorréncia ou ndo da germinacgdo e o crescimento do tubo germinativo produzido a partir dos
urediniosporos. Foram realizadas cinco repeticdes para cada tratamento contendo cinco
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réplicas para cada repeticdo. Em cada réplica foram contados 100 esporos, separando-0s em
germinados e ndo germinados. Foram considerados germinados, 0s esporos que apresentaram

crescimento do tubo germinativo igual e/ou superior ao tamanho do esporo.

3.4.3 Avaliacdo do crescimento do tubo germinativo

Neste experimento, foi avaliado o crescimento do tubo germinativo
dos urediniosporos durante um prazo de 72 horas, dividindo-se em trés periodos de avaliacdes
(1°, 2° e 3° dia apds a deposicdo dos esporos para 0os meios de cultura enriquecidos e com
folhas de jambeiro) e comparados com o crescimento em meio de cultura agar-agua utilizado
como testemunha. Foram cinco repeticdes para cada tratamento, contendo cinco réplicas para
cada repeticdo, sendo medidos quatro esporos para cada réplica, sendo vinte esporos por
repeticdo e cem esporos por tratamento. As medigOes dos tubos germinativos foram realizadas
através do Programa Computacional EDN-2, utilizando a unidade de medida pm

(micrémetro), conforme Figura 8.

et o

Figura 8: A. Aparato computacional utilizado para a medi¢cdo do comprimento do tubo

germinativo, B. Medicdo do tubo germinativo de um urediniésporo em pm.

3.5 Extracdo dos compostos volateis foliares

Concomitantemente ao estudo envolvendo o cultivo axénico para P.
psidii em ambiente controlado, foram realizadas analises visando o conhecimento de
compostos volateis presentes em plantas de eucalipto resistentes e suscetiveis ao patdgeno,
com o objetivo de identificar possiveis compostos fendlicos relacionados a doenca.
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O experimento relacionado aos compostos volateis foliares foi
conduzido no Laboratério de Quimica Analitica, do Instituto de Quimica da UNICAMP,
localizada no municipio de Campinas, Estado de Sdo Paulo. O municipio de Campinas tem
como coordenadas geogréaficas da regido central 22°54°21”S e 47°43°39”W e altitude de
685m.

Para a obtencdo dos compostos volateis das folhas de diferentes
progénies de eucalipto (E. grandis e E. grandis x E. urophylla), previamente testados quanto a
resisténcia a ferrugem causada por P. psidii, foram utilizadas folhas sadias de quatro materiais
resistentes e de doze materiais suscetiveis avaliados em diferentes niveis de suscetibilidade. A
principio, os materiais suscetiveis encontravam-se doentes e foram avaliados quanto a
suscetibilidade ao patdgeno através do uso de uma escala diagramatica para ferrugem proposta
por Junghans (2003) e, separados em trés niveis de suscetibilidade, sendo dispostos em: quatro
materiais pouco suscetiveis ao patdgeno, quatro materiais com moderada suscetibilidade e
quatro materiais com muita suscetibilidade & doenca.

Os materiais foram cortados, a fim de ocorrer a rebrota de folhas
sadias e foram transplantados para vasos com a finalidade de propiciar o crescimento destas
plantas. Os materiais resistentes foram cedidos pela Empresa Duraflora S.A. e 0s materiais
suscetiveis cedidos pelo Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF). Cada vaso
continha duas plantas, sendo trés vasos para cada material e, portanto, doze vasos para cada
tratamento (24 plantas por tratamento). A Figura 9 apresenta os diferentes materiais separados

em resistentes e suscetiveis.

Plantas Pouco Moderadamente Muito
Resistentes suscetiveis suscetiveis suscetiveis

Figura 9: Plantas de eucalipto utilizadas para extracdo dos compostos volateis foliares.
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Os compostos volateis extraidos foram analisados pela técnica da
Micro Extracdo em Fase Solida (Solid-Phase Micro-extraction — SPME) (Arthur e Pawliszyn,
1990). Esta técnica de extracdo de compostos volateis vem sendo muito empregada, € rapida e
simples para extracdo e pré-concentracao das substancias volateis de diversas partes de um
vegetal, como frutos e folhas. Este procedimento foi realizado no Laboratdrio do Instituto de
Quimica, Universidade Estadual de Campinas, SP.

Foram utilizadas folhas sadias de clones de eucalipto que apoés
coletadas, foram congeladas em N, e mantidas a +4°C até sua utilizagéo.

O sistema de analise para liberacdo de volateis consistiu em um
sistema pré-equilibrado. Neste experimento, foi empregada a técnica SPME aliada a
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas
(GCxGC-MS), por apresentar um maior incremento na detectabilidade (Dalllige et al., 2003),
cujo objetivo é separar, detectar e identificar os analitos encontrados. A principal vantagem de
se utilizar o perfil metab6lico obtido por SPME combinado a GCxGC-MS é a possibilidade de
se diagnosticar a doenga na planta, ainda em seus estagios iniciais. Entretanto, muitas outras
fontes causadoras de estresse na planta também podem influenciar no perfil cromatogréfico

medido.

Figura 10: A. Maceracdo das amostras; B. Pesagem das amostras; C. Sistema de pré-
equilibrio da amostra através de rotacdo; D. Introducdo da fibra para a retencdo dos
compostos Vvolateis extraidos da amostra; E. Leitura dos compostos volateis da amostra.

A técnica apresentada na Figura 10 consiste em macerar, inicialmente,
as amostras de folhas sadias de eucalipto (Figura 10 A) em N, liquido. Em seguida, as
amostras foram pesadas e padronizadas para 0,3g (Figura 10 B), e foi acrescentado 2 mL de
NaCl 18,5% na amostra a fim de diminuir a solubilidade dos volateis em agua, facilitando a
fase gasosa. As amostras foram submetidas a um sistema de pré-equilibrio por dez minutos a
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80 rpm, pela aparelho SPME (Figura 10 C) e, em seguida, com a mesma rotacdo, foi
introduzida a fibra (Figura 10 D) no frasco da amostra para obtengdo dos compostos volateis
extraidos da amostra por um periodo de trinta minutos, sendo que a medida que a amostra
libera os volateis, estes sobem e sdo absorvidos pela fibra instalada no frasco. Passado o
tempo, a fibra foi, imediatamente, acoplada no aparelho GCxGC — MS (Cromatografo a gas
bidimensional abrangente) (Figura 10 E) que faz a leitura dos compostos volateis que estdo

aderidos a fibra transferindo os dados para o computador.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Técnicas para isolamento dos urediniésporos

Os resultados obtidos para a técnica de cultivo monosporico nédo
puderam comparar 0 percentual de germinacdo e o crescimento do tubo germinativo nos
diferentes meios testados, o que se pode verificar foi uma estagnacdo no desenvolvimento do
tubo germinativo apds a transferéncia de um Unico esporo ja germinado para 0 meio de cultura
enriquecido. Isso pode ter provocado um estresse no esporo coletado, devido a mudanca de
ambiente, isto €, de um meio de cultura para outro (Figura 11). Esta técnica, também, resultou

em alto grau de contaminacéo das placas.

8 i)
Figura 11: A-D. Urediniosporos (germinados em agar-agua ap6s 24 horas) transferidos para
0 meio de cultura enriquecido ASZV.
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No que se refere a transferéncia de varios uredinidsporos para oS
meios de cultura, também ndo foram registrados resultados significativos. Foram realizadas
oito repeticdes em laboratério com o objetivo de avaliar o percentual de germinacdo, o
crescimento do tubo germinativo e observar, frequentemente, algum possivel crescimento do
patdgeno em meio de cultura. Os resultados encontrados foram que ap6s a transferéncia dos
esporos para 0 meio de cultura, mesmo ndo tendo iniciado o processo de germinacdo, 0S
esporos foram submetidos a um estresse e estagnaram o crescimento, ndo sendo possivel

avaliar os indicadores (Figura 12).

Figura 12: Urediniosporos ndo germinados apos 10 dias da deposicdo em meio de cultura
enriquecido ASZV.

Diante da dificuldade para o isolamento do patégeno em meio de
cultura pelas técnicas anteriormente utilizadas, foi implantada outra técnica, descrita na
metodologia (item 3.2 Meios de cultura axénicos), para a obtencdo de dados referentes ao
percentual de germinacéo e crescimento do tubo germinativo, podendo comparar a eficécia de
um meio de cultura para outro e concluir qual meio de cultura estava mais adequado para o

crescimento de P. psidii in vitro.
4.2 Meios de cultura axénicos e naturais com folhas de jambeiro
4.2.1 Contaminacao
A Figura 13 ilustra a contamina¢do dos meios de cultura no decorrer
dos trés dias avaliados. Observou-se que no meio de cultura testemunha &gar-agua,

considerado um meio de cultura com escassez de nutrientes, ndo foram observadas

contaminacgdes no primeiro dia de avaliacdo e, seguiram-se com uma fraca contaminagao nos
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outros dois dias do ensaio, comparado aos demais meios enriquecidos. O Meio I, a 50% e
80%, ndo apresentou contaminagdo no primeiro dia, e contaminagdo baixa no segundo,
aumentando para moderada no terceiro dia. J& os Meios Il e Ill, ambos a 50% e 80%,
apresentaram contaminacdo fraca logo no primeiro dia, seguindo para moderada no segundo
dia e forte no terceiro dia de avaliagdo. Os Meios Il e 11l nas duas concentracOes utilizadas
contaminaram mais que o Meio |, pelo fato de conterem muitos nutrientes presentes na

solucdo. Porém, o excesso desses nutrientes pode dificultar o crescimento do patdgeno em

meio artificial.

M3 - 80% )

M3 - 50% )
] 4
k=
2 M2 - 80%
= ]
O "
,_g M2 - 50% m3 dia
.5 2° dia
B M1 - 80% 1° dia
=

M1 - 50%

Agar
0 1 2 3

Escala de Contaminacao
0- Sem contaminacio; 1 - Fraco; 2 - Moderdado; 3-Forte

Figura 13: Contaminagao dos meios de cultura enriquecidos.

A Figura 14 apresenta a contaminagdo dos meios de cultura compostos
por folhas de jambeiro. Neste caso, observou-se que nenhum meio de cultura apresentou
contaminagdo no primeiro dia do ensaio e, 0 meio &gar-a4gua, utilizado como testemunha,
manteve 0 mesmo comportamento daquele visto anteriormente, ou seja, ndo apresentando
contaminagdo no primeiro dia de avaliacdo, seguindo-se com uma fraca contamina¢do nos
outros dois dias, sendo os mesmos resultados observados para 0 meio de cultura com
concentracéo 0,5g de folhas L™. Os meios com concentragbes 1g L™ e 3g L™ apresentaram
fraca contaminagdo no segundo dia de avaliacdo e moderada no terceiro dia. Quanto ao meio
59 L™ ocorreu contaminagdo fraca no segundo dia passando para forte no terceiro dia
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avaliado. Estes resultados podem indicar que o meio de cultura com concentracdo 5g L™
contaminou mais que os demais, pelo fato de ser mais nutritivo em sua composicdo, pela
riqueza encontrada no material vegetal. Mas, € importante ressaltar que este excesso de

nutrientes pode afetar no crescimento do patégeno em meio de cultura artificial.

SgL1 '-=

3gL-1 r=
1gL-1 '-= =3 dia
2 dia

0.52 L1 1° dia

S—

0

Meios de Culturta

Escala de Contaminaciio
0- Sem Contaminacio; 1-Fraco; 2 - Moderado; 3 -Forte

Figura 14: Contaminagdo dos meios de cultura com folhas de jambeiro.

A variavel contaminacdo dos meios de cultura ndo correlacionou
riqgueza dos nutrientes contidos nos meios nutritivos com o grau de contaminacdo, por
exemplo, o meio testemunha AA € conhecido como um meio de cultura com poucos
nutrientes, porém o meio com folha de jambeiro € um meio com muitos nutrientes, por ser de
origem de material vegetal, mas, mesmo assim, neste também n&o foi observada contaminagédo
elevada. O mesmo ocorreu para 0 meio enriquecido | que é bastante rico e que também néo

mostrou uma forte contaminagéo durante os ensaios (Tabela 1).



Tabela 1. Contaminacdo observada para os diferentes tratamentos (média de vinte e cinco

repeticdes).

Periodos de avaliacdo
Tratamentos

1° dia 2° dia 3°dia
Agar Sem contaminacgéo Fraco Fraco
Meio | - 50% Sem contaminacgéo Fraco Moderado
Meio | — 80% Sem contaminagéo Fraco Moderado
Agar Sem contaminagao Fraco Fraco
Meio Il - 50% Fraco Moderado Forte
Meio Il — 80% Fraco Moderado Forte
Agar Sem contaminagao Fraco Fraco
Meio 111 — 50% Fraco Moderado Forte
Meio 111 — 80% Fraco Moderado Forte
Agar Sem contaminacéo Fraco Fraco
Meio 0,5g L™ Sem contaminagao Fraco Fraco
Meio 1g L™ Sem contaminagao Fraco Moderado
Meio 3g L™ Sem contaminacéo Fraco Moderado
Meio 5g L™ Sem contaminacéo Fraco Forte

No trabalho com cultivo axénico de Cronartium flaccidum, ferrugem
do Pinus, Moricca e Ragazzi (1994) notaram que mesmo seguindo 0s procedimentos
assépticos em laboratorio, o percentual de contaminacdo do experimento ficava em torno de
40%.

De um modo geral, os meios de cultura contendo folhas de jambeiro
apresentaram menor contaminacdo, quando comparados aos meios de cultura enriquecidos,
com excecdo do meio enriquecido I, no qual ocorreu baixa contaminacéo e o meio de cultura 5

g L™ que apresentou contaminacao acentuada.
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4.2.2 Avaliagdo da germinacao dos uredinidsporos

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos nesse estudo.

Tabela 2. Percentagens de germinacdo observadas nos diferentes meios de cultura (média de

vinte e cinco repetigdes).

Tratamentos % germinacao
Agar 46,56
Meio | — 50% 44,84
Meio | — 80% 40,32
Agar 46,60
Meio Il — 50% 45,44
Meio Il — 80% 46,12
Agar 42,96
Meio 111 —50% 43,00
Meio 111 — 80% 43,04
Agar 41,12
Meio 0,5¢g L™ 48,52
Meio 1,0g L™ 48,48
Meio 3,0g L™ 48,64
Meio 5,09 L™ 49,96

Como pode ser observado na Tabela 2 e Figura 15, o percentual de
germinacdo do meio de cultura I na concentracdo 50% ndo diferiu do meio de cultura
testemunha, sendo estatisticamente diferente do meio | a 80% que obteve percentagem de
germinacdo inferior. Apesar da diferenca estatistica, os valores de percentual de germinagéo
encontram-se proximos uns dos outros, com uma variacdo de 6% entre os valores extremos,
sendo 46,56% para 0 meio agar-agua, 44,84% para o meio | a 50% e 40,32 para 0 meio | a
80%.
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Coeficiente de variagdo = 12,9%.

Figura 15: Percentual de germinagéo de P. psidii no meio de cultura axénico I.

Ja na Figura 16, o percentual de germinacdo para o meio de cultura Il
nas duas concentraces ndo diferiu do meio de cultura testemunha e pouco variaram entre si
(menos de 1%). Os percentuais ficaram em torno de 46,6% para 0 meio agar-agua, 45,44%
para o meio Il a 50% e 46,12 para o meio Il a 80%.
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* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade /
Coeficiente de variagdo = 17,5%.

Figura 16: Percentual de germinacéo de P. psidii no meio de cultura axénico II.

O mesmo foi observado para 0 meio de cultura axénico Il (Figura 17),

cujos tratamentos ndo obtiveram diferenca significativa entre si para o percentual de



35

germinacao, sendo os valores muito proximos distribuidos em 42,96% para 0 meio agar-agua,

43% para 0 meio 111 a 50% e 43,04 para o0 meio 111 a 80%.

0+ —
Agar\\v\/
M3 - 50%

M3 - 80%

% Germinagio de P. psidii

Meios de Cultura

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade /
Coeficiente de variagdo = 11,02%.

Figura 17: Percentual de germinacgéo de P. psidii no meio de cultura axénico IlI.

Para 0 meio de cultura contendo folhas de jambeiro observaram-se
diferencas significativas entre 0 meio de cultura testemunha (&4gar-agua) e os meios de cultura
com folhas de jambeiro nas diferentes concentracfes (Figura 18), notando-se um incremento
préximo a 9% entre os tratamentos testados, sendo 41,12% para 0 meio agar-agua, 48,52%
para 0 meio de cultura a 0,5g L™, 48,48% para 0 meio de cultura a 1,0g L™, 48,64% para o
meio de cultura a 3,0g L, 49,96% para o meio de cultura a 5,0g L™. A diferenca significativa
ocorreu apenas para a testemunha que obteve percentual menor para germinagdo, mas entre 0s
tratamentos com meio de cultura com folhas de jambeiro, o percentual de germinagcdo néo
diferiu.
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* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade /
Coeficiente de variagdo = 12,12%.

Figura 18: Percentual de germinacéo de P. psidii no meio de cultura com folhas de Jambeiro

em diferentes concentracdes.

Essas evidéncias permitiram observar que mesmo ocorrendo variagdes
entre o percentual de germinacdo de urediniosporos de P. psidii (6% para o meio de cultura I e
quase 9% para 0 meio de cultura com folhas de jambeiro em diferentes concentragdes), ndo
apresentou um resultado significativo que possibilite determinar um meio de cultivo axénico
adequado e que estimule o desenvolvimento de P. psidii em condicdes artificiais.

Ja o estudo de Reis e Richter (2007), que avaliava o estimulo de
crescimento de Puccinia triticina (ferrugem da folha do trigo) em nove diferentes meios de
cultura, observou uma diferenca de 22% na germinacdo do patdgeno entre os meios de cultura
testados, avaliados 24 horas apds a incubacdo dos esporos, sendo o meio de cultura com
infusdo de folhas de trigo-agar o que mais estimulou a germina¢do comparado a testemunha
agar-agua (26%) e o meio de cultura frutose-agar o que menos estimulou (24% inferior

comparado ao meio agar-agua).

4.2.3 Avaliagéo do crescimento do tubo germinativo

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Crescimento do tubo germinativo de P. psidii em pum em diferentes momentos de
avaliacdo (média de cem repeticGes).

Crescimento do Tubo Germinativo (um)
Tratamentos

1° dia 20 dia 3° dia
Agar-Agua 409,14 457,41 478,29
Meio | —50% 461,43 525,41 558,28
Meio | — 80% 448,31 521,80 562,31
Agar-Agua 417,54 474,57 470,80
Meio 11 —50% 238,77 276,14 253,15
Meio 11 — 80% 220,50 245,23 239,10
Agar-Agua 412,45 421,17 465,21
Meio 111 —50% 508,81 498,88 496,87
Meio 111 — 80% 446,59 44417 443,07
Agar-Agua 481,59 499,40 505,99
Meio 0,5¢g L™ 531,05 532,73 534,70
Meio 1,0g L™ 499,49 500,15 497,35
Meio 3,0g L™ 484,79 482,34 475,21
Meio 50 g L™ 388,62 386,08 384,56

O crescimento do tubo germinativo nos meios de cultura | quando
comparado a testemunha mostrou-se significativo nos trés periodos de avaliacdo, de modo que
na testemunha o crescimento foi inferior aos meios I a 50% e a 80%. Mesmo com 0 aumento
no crescimento do tubo germinativo no meio agar-agua no segundo e terceiro dias, os valores
foram inferiores aos demais tratamentos. Para o0 meio |1 50% o crescimento foi rapido, logo no
primeiro dia de observacdo e seguiu ateé o terceiro dia avaliado, 0 mesmo ocorreu para 0 meio |
80%, cujos resultados foram semelhantes ao meio 1 50%, que mesmo obtendo valores mais
baixos, ndo foram significativos. Isso permite observar que 0 meio enriquecido I mesmo com
uma concentracdo maior de solucdo nutritiva (80% comparado ao de 50%), ndo obteve

resultados significativos para a varidvel de crescimento do tubo germinativo. O meio
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enriquecido I, a 50% e 80%, apresentou aumento significativo no crescimento do tubo no
decorrer dos trés dias avaliados, obtendo crescimento superior em 16,7% e 17,6%,

respectivamente, maior que a testemunha no terceiro dia de avaliacdo, conforme Figura 19.

600 1 aA a4
aB ap

500 - aC_ac bA -
400 -
300 - Agar
M1 - 50%

200 A M1 - 80%

Comprimento do Tubo
Germinativo (pm)

100 A

1 2 3
Dias apo6s incubacéo

* Médias seguidas da mesma letra mindscula dentro de cada momento de avaliacdo (dias) e mailscula entre 0s momentos de
avaliagdo dentro dos mesmos tratamentos ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade /
Coeficientes de variagdo = 17,3%, 17,54%, 17,59% para letras minGsculas, 16,78%, 18,67%, 16,83% para letras maitsculas.

Figura 19: Crescimento do tubo germinativo de P. psidii em meio de cultura enriquecido I.

A Figura 20 mostra os resultados para o meio de cultura Il. Os
resultados encontrados foram diferentes daquele anteriormente descrito. A testemunha obteve
as mesmas condigfes de crescimento, aumentando no segundo e terceiro dias mesmo n&o
sendo significativo. Porém, o meio Il, nas concentracbes 50% e 80%, obteve crescimento
inferior a testemunha nos trés dias avaliados (crescimento inferior de 46,2 % e 49,2%,
respectivamente, menor comparado a testemunha) e progresso no crescimento muito baixo nos
dias subsequentes. Mesmo com os valores baixos de crescimento do tubo germinativo, o0 meio
Il 50% obteve maior crescimento dos tubos comparado ao meio Il 80% nos primeiro e
segundo dias, aproximando estes valores no terceiro dia. 1sso permite a mesma observagédo
encontrada no meio enriquecido I, pois mesmo com uma concentracdo maior de solugdo
nutritiva (80% comparado ao de 50%), os resultados encontrados foram menores quanto maior

a solucdo nutritiva.
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* Meédias seguidas da mesma letra mindscula dentro de cada momento de avaliacdo (dias) e mailscula entre 0s momentos de
avaliagdo dentro dos mesmos tratamentos ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade /
Coeficientes de variagdo = 19,91%, 20,55%, 18,44% para letras minusculas, 14,29%, 26,99%, 21,52% para letras maidsculas.

Figura 20: Crescimento do tubo germinativo de P. psidii em meio de cultura enriquecido II.

Para o meio de cultura Il (Figura 21), a testemunha obteve
crescimento inferior ao meio de cultura 111 50% nos trés dias avaliados, porém esta ndo diferiu
do crescimento do meio de cultura 111 80% no mesmo periodo observado. O meio agar-agua
obteve um acréscimo no crescimento do tubo germinativo significativo durante o periodo de
avaliacdo, resultado semelhante aos demais meios descritos acima, mas 0 mesmo nao pode ser
apresentado para os meios 111 50% e 80% que estabilizaram o crescimento logo no primeiro
dia, porém, obtiveram um crescimento inicial do tubo germinativo de 23,4% e 8,3%,

respectivamente, no primeiro dia avaliado comparado a testemunha.
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* Médias seguidas da mesma letra mindscula dentro de cada momento de avaliacéo (dias) e mailscula entre 0s momentos de
avaliacdo dentro dos mesmos tratamentos ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade /
Coeficientes de variagdo = 27,46%, 24,03%, 22% para letras minUsculas, 25,92%, 22,13%, 25,96% para letras maitsculas.

Figura 21: Crescimento do tubo germinativo de P. psidii do meio de cultura enriquecido IlI.

O meio elaborado com folhas de jambeiro, apresentou resultados
distintos nas diferentes concentragdes utilizadas. As concentracdes 1,0 e 3,0 g L™ ndo
diferiram da testemunha nos dois primeiros dias avaliados e a concentracdo 3,0 g L™ no
terceiro dia obteve crescimento inferior & testemunha e a concentragéo 1,0 g L™. O meio com a
concentracdo 5,0 g L™ obteve o menor crescimento de tubo germinativo de todas as
concentracdes testadas nos trés dias de avaliacdo (22,7% inferior a testemunha) e a
concentracdo 0,5 g L™ obteve o maior crescimento do tubo germinativo (chegando a 10,3%
superior a testemunha no primeiro dia de avaliacdo, diminuindo a diferenca para 5,7% no
terceiro dia), diferindo dos demais no periodo avaliado. Nenhuma concentracéo testada obteve

aumento significativo no crescimento do tubo germinativo durante o periodo avaliado.
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* Meédias seguidas da mesma letra mindscula dentro de cada momento de avaliacdo (dias) e mailscula entre 0s momentos de
avaliagdo dentro dos mesmos tratamentos ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade /
Coeficientes de variagdo = 17,73%, 16,07%, 14,69% para letras mindsculas, 16,01%, 14,75%, 15,63%, 16,37%, 18,96% para
letras maitsculas.

Figura 22: Crescimento do tubo germinativo de P. psidii do meio de cultura com folhas de

jambeiro.

Estes resultados permitiram concluir que os meios enriquecidos e 0s
meios contendo folhas de material vegetal suscetivel a ferrugem estimularam o crescimento do
tubo germinativo de Puccinia psidii, com destaque para 0 meio de cultura | 50% e 80% e meio
111 50% e o meio de cultura com folhas de jambeiro na concentracdo 0,5 g L™, que levaram a
bons resultados no que se refere ao crescimento do tubo germinativo dos esporos do fungo.

A Figura 23 ilustra uma escala em percentagem de crescimento do
tubo germinativo observado nos diferentes tratamentos, apresentando aqueles que induziram
maior crescimento até aqueles que resultaram em menor crescimento (da esquerda para a

direita, respectivamente) comparando-os a testemunha agar-agua.

Meiol Meiol PN Meio ITl Meio [ [ Meio Meio ITL Meio Meio Meio I Meio I

Figura 23: Comparagdo dos meios de cultura e testemunha &gar-a4gua pelo crescimento do tubo

germinativo em pm.
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Reis e Richter (2007) também avaliaram o crescimento do tubo
germinativo de Puccinia triticina e, em medicdes realizadas ap6s 24 horas de incubacdo dos
esporos, observaram que houve diferenca no crescimento do tubo germinativo entre 0s nove
meios testados, sendo que o0 meio de cultura frutose-agar apresentou 0 menor crescimento, 9,6
um (41% inferior a testemunha &gar-agua) e o meio de cultura com infuséo de folhas de trigo-
agar apresentou o maior crescimento do tubo (52,03 um). Estes foram os mesmos meios de
cultura que apresentaram menor e maior percentual de germinacdo no mesmo ensaio,
respectivamente.

Kuhl et al. (1971) elaboraram uma escala para cultivo axénico de
espécies de Puccinia sp. com base no sucesso de estudos realizados anteriormente pelos
autores. A escala apresenta o desenvolvimento de um esporo até a formacdo de um micélio em
meio de cultura enriquecido e, encontra-se dividida em quatro niveis, sendo:

v' Estégio de crescimento 0 — tubo germinativo ou hifa ndo ramificados;
v' Estagio de crescimento 1 — ramificacdo primaria do tubo germinativo ou hifa;
v’ Estagio de crescimento 2 — ramificacOes secundarias e terciarias das hifas saprofiticas;

v’ Estagio de crescimento 3 — ramificacOes superiores, micélio esta visivel a olho nu.

No presente estudo, foi verificado apenas o primeiro estagio da escala
(estdgio de crescimento 0), ndo apresentando continuagdo no desenvolvimento de Puccinia
psidii em meio de cultura enriquecido artificialmente.

Algumas caracteristicas sdo indispensaveis para o sucesso do cultivo
axeénico, tais como: densidade adequada de indculo, modo de aplicagdo do indculo no meio de
cultura, quantidade de nutrientes presentes no meio de cultura e condigdes de incubacdo (Kuhl
et al., 1971). Portanto, ndo ha um meio de cultura ou um método de inoculagdo padrdo para se
cultivar ferrugem em meio artificial, é preciso estudar as necessidades nutricionais do
patdgeno, bem como, os métodos de inoculacdo e a densidade ideal de esporos, pois estes

estimulam o crescimento uns dos outros para a formagdo do micélio (Kuhl et al., 1971).
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4.3 Extracao dos compostos volateis foliares

As analises cromatograficas obtidas pela cromatografia gasosa
bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas (GCxGC-MS) estdo
apresentadas nas figuras abaixo. Os resultados referentes as analises de compostos volateis em
plantas de eucalipto contém os cromatogramas em forma de “montanhas” com 0s analitos
presentes nas amostras resistentes e muito suscetiveis ao patogeno.

Conforme é possivel observar nas Figuras 24 e 25, encontram-se 0S
analitos presentes nas amostras sadias de plantas resistentes (Figura 24) e muito suscetiveis
(Figura 25). Cada pico no gréafico representa um analito e, ao serem comparados podem ser
observadas diferencas entre os dois tratamentos, ou seja, as plantas resistentes apresentam

certos analitos ndo presentes nas plantas suscetiveis, sendo o inverso verdadeiro.

Sinal | pA

Tempo de Retengdo | s

Tempo de Retengao | 5

Figura 24: Cromatografia para os materiais de eucalipto resistentes a P. psidii.

Sinal/ pA

Tempo de Retengao /s

Tempo de Retengao | s

Figura 25: Cromatografia para os materiais de eucalipto muito suscetiveis a P. psidii.
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Para ilustrar todos os tratamentos, segue a sequéncia das
cromatografias dos analitos encontrados. A Figura 26 representa a mesma cromatografia da

Figura 24, sendo que cada “mancha” representa um analito.

s T T
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| { ‘ |
27’ h" 0 ‘.'la..&@ . q | |
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Tempo de Retengdo /s

Figura 26: Cromatografia dos materiais de eucalipto resistentes a P. psidii.

A Figura 27 representa os analitos encontrados para o grupo dos

materiais pouco suscetiveis a P. psidii.
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Figura 27: Cromatografia dos materiais de eucalipto pouco suscetiveis a P. psidii.
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A Figura 28 representa os analitos encontrados para o grupo dos

materiais moderadamente suscetiveis a P. psidii.
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Figura 28: Cromatografia dos materiais de eucalipto moderadamente suscetiveis a P.

psidii.

A Figura 29 representa os analitos encontrados para 0s materiais muito

suscetiveis a P. psidii (idem Figura 25).
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Figura 29: Cromatografia dos materiais de eucalipto muito suscetiveis a P. psidii.
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A andlise multivariada dos dados foi realizada pela técnica de anélise

de fatores paralelos (PARAFAC) cujo objetivo é fazer o reconhecimento de padrdes. O gréafico

de escores abaixo apresenta a tendéncia dos dados.

Escores (Fator 1)

Amostras resistentes

Amostras suscetiveis

Amostras

Figura 30: Grafico de escores das amostras de eucalipto resistentes e suscetiveis a P.

psidii.

De acordo com a Figura 30, é possivel observar que as amostras

resistentes estdo separadas das amostras suscetiveis (independente do nivel de suscetibilidade),

isso ocorre pelo fato dos analitos encontrados ndo serem 0s mesmos.

As andlises foram efetuadas por meio do grafico de pesos, que permite

justificar a semelhanca entre as amostras e ainda verificar semelhancas e correlacfes entre

variaveis. Os graficos de pesos (Modo 1 e Modo 2) a seguir tem a funcdo de determinar os

possiveis analitos que podem atuar como biomarcadores para resisténcia em plantas de

eucalipto a ferrugem quando comparados a cromatografia dos materiais resistentes.

Pesos (Modo 2)

0 0 0 &0 100 120 140
Tempo de Retengdo / s

Figura 31: Grafico de pesos Modo 1.
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Figura 32: Grafico de pesos Modo 2.

Por meio de comparagdo dos graficos de pesos com o cromatograma
das amostras dos materiais sadios resistentes a P. psidii, observa-se a ocorréncia de
determinados analitos que ndo foram encontrados nas amostras suscetiveis a ferrugem,

podendo ser os possiveis analitos indicadores de resisténcia a doenca (Figura 33).
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Figura 33: Anélise multivariada dos analitos presentes nas amostras de plantas resistentes a

P. psidii.
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Na tabela 4, estdo listados os compostos volateis encontrados nas
amostras de eucalipto resistentes e suscetiveis a P. psidii, construidos a partir do grafico de
pesos. Com destaque para os compostos grifados, eucalyptol e terpinyl acetato-a, indicados
como possiveis biomarcadores para a resisténcia a ferrugem em plantas. Estes dois compostos
foram encontrados em maior quantidade apenas nas amostras resistentes.

Dois parametros foram utilizados durante as identificacbes dos
compostos volateis encontrados, a similaridade e o indice de retencdo. O parametro
similaridade (expresso em %) indica a chance daquele espectro de massas pertencer aqueles
compostos — margem minima trabalhada de 80%. O indice de retencdo é o segundo parametro
considerado durante as identificacdes, sendo que cada composto volatil tem seu indice
caracteristico e, portanto, selecionando compostos com similaridade minima de 80% e
comparando os indices de retencdo, a probabilidade de obter erros nas identificacbes é

minima.

Tabela 4. Identificacdo dos compostos volateis presentes em folhas sadias de E. grandis x E.
grandis e E. urophylla. lexp.: indice de Kovats experimental. IK lit.: indice de Kovats da

literatura (Adams, 1995; 2001).

LTPRI* Similaridade

# Nomes dos compostos Formula

Exp. Lit. (%)
1 (2)-3-Octene CgHys 821 824 82
2 n-Propylcyclopentane CgHys 858 859 83
3 o-Pinene CioH16 946 948 96
4 Myrcene CioH1s 996 991 92
5 3-Hexen-1-ol CgH140, 1010 1008 95
6 Eucalyptol Cy1oH150 1036 1032 92
7  Terpinene-y CioH1s 1064 1058 91
8 Terpinolene CioH1s 1091 1086 94
9 Linalool CioH150 1104 1101 94
10 1,3,3-trimethyl-bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol CyoH1gO 1123 1123 91
11 2,6-dimethyl-, (4E,62)-2,4,6-Octatriene CioH16 1130 1128 92
12 -Cyclopentene-1-acetaldehyde, 2,2,3- CyoH160 1129 1126 90

trimethyl-



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

2-Isopropylidene-3-methylhexa-3,5-dienal

Pinocarveol <trans->
Pinocarvone

Borneol
B-Citronellol
Terpinen-4-ol

Terpineol-y

2,6-Octadien-1-ol, 2,7-dimethyl-

Neral

Geraniol
B-Phenethyl acetate
Geranial

Bornyl acetate

Isobutyric acid, benzyl ester

Geranyl formate
a-Cubebene
Terpinyl acetate-a
Neryl acetate
Geranyl acetate
Elemene-
Gurjunene-a
Chenopodene
Elemene-y
Selina-5,11-diene
Humulene-a
Z,7)-o-Farnesene
d-Cadinene,
Viridiflorene
Bicyclogermacrene
Geranyl isobutyrate

Terpineol-8

Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,3,3-trimethyl-,

acetate

C1oH140
C1oH160
C1oH140
C1oH180
C1oH200
C1oH180
C1oH180
C1oH180
C1oH160
C1oH180
C1oH120,
CioH160
C12H200,
C1H140,
C1iH150,
CisHaa
C12H200,
C12H2002
C12H2002
ClSH24
ClSH24
CisHaa
CisHaa
CisHaa
ClSH24
Cl5H24
Cl5H24
Cl5H24
CisHaa
C14H240,
C1oH180
C12H200,

1140
1144
1165
1175
1183
1184
1202
1225
1239
1253
1254
1267
1283
1295
1297
1344
1350
1359
1378
1387
1404
1418
1432
1444
1454
1456
1467
1487
1491
1505
1171
1218

1141
1141
1164
1173
1179
1180
1200
1228
1238
1255
1259
1268
1285
1294
1300
1344
1349
1361
1380
1390
1406
1422
1432
1445
1454
1458
1469
1491
1497
1507
1170
1219

81
89
83
88
82
91
81
83
85
92
89
91
92
94
92
97
93
84
93
91
88
86
84
84
88
87
89
91
92
93
81
84
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*LTPRI — Indice de Reten¢io com Programagdo Linear de Temperatura (do inglés, “Linear Temperature

Programming Retention Index”).
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Os compostos fenolicos ou volateis sdo metabdlitos secundarios de
plantas presentes em vegetais, folhas, sementes, flores e cascas. Sua fungdo é proteger as
plantas, contra o estresse biologico e ambiental, portanto, sdo sintetizados em resposta ao
ataque patogénico de insetos, bactérias, fungos e virus, ou em resposta a exposicao de energia
de alta radiagédo, como a luz ultravioleta (Taiz e Zeiger, 2004).

Alguns compostos volateis podem estar presentes nos 6leos essenciais
e a importancia de tais compostos se deve as fungdes que desempenham nos pProcessos
evolutivos, na defesa contra predadores e na comunicacdo bioquimica intra-espécies
(Dudareva et al., 2004).

Algumas substancias quimicas sintetizadas pelas plantas podem estar
envolvidas com a doenca, podendo facilitar ou impedir o desenvolvimento do patégeno nos
seus tecidos (Wink, 1988), bem como serem utilizadas como defesa, isto pode ser deduzido
pela diferenca na quantidade de monoterpenos (Cio) € sesquiterpenos (Cis) analisados, visto
que monoterpenos podem ter sua cadeia quebrada mais facilmente (Taiz e Zeiger, 1998).

Os compostos volateis encontrados nas amostras resistentes,
eucalyptol ou 1,8-cineole e o terpinyl acetato-o, identificados como biomarcadores para
resisténcia de plantas de eucalipto a ferrugem, sdo monoterpenos e uma das caracteristicas
deste grupo de compostos € possuir atividade antimicrobiana (Beier e Nigg, 1992).

O eucalyptol é encontrado em plantas como o alecrim, sélvia, louro,
manjericdo, eucalipto, entre outras e, esta bastante difundido na industria sendo utilizado para
fins medicinais, farmacéuticos, alimenticios, cosméticos e perfumaria. O terpinyl acetato-a
presente em varias composicdes de 6leos essenciais de plantas, como salvia, manjerona,
eucalipto, entre outras, € utilizado, principalmente, para usos medicinais e farmacéuticos
(Seigler, 1998).

Os monoterpenos estdo muito disseminados em plantas, presentes
tanto em algas, quanto em angiospermas mono e dicotileddneas, podendo também ser
encontrados em fungos, bactérias e insetos (Charlwood e Charlwood, 1991a; Nahrstedt, 1982).
Estes compostos sdo muitas vezes responsaveis pela esséncia e/ou odor de plantas. Ocorrem
livres nas plantas, geralmente associados com estruturas de armazenamento especializadas,

como canais secretores, cavidades, tricomas glandulares, células oleriferas especiais (Croteau,
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1981; Croteau e Johnson, 1984; Gershenzon e Croteau, 1991; Johnson e Croteau, 1987;
Rodriguez, et al., 1984).

Geralmente, 0os monoterpenos sdo sintetizados nas células epiteliais
que revestem os dutos ou cavidades em que se encontram, onde também séo sequestrados. A
producdo de monoterpenos ocorre com frequéncia em tecidos ndo fotossintéticos, sendo
altamente dependente de carboidratos tanto para a importacdo de carbono como de energia
(Croteau e Johnson, 1985).

Em decorréncia das andlises (Figuras 24 e 26), pode-se extrair que as
plantas resistentes possuem analitos ou compostos volateis que nao foram encontrados nas
plantas suscetiveis (pouco, moderado e altamente suscetiveis) e, os compostos volateis
identificados como biomarcadores podem auxiliar no controle de P. psidii em eucalipto, como
pela busca por materiais genéticos mais resistentes a doenca.

Outro fator importante sd0 0s cOmpostos expressos em maior
quantidade pelas amostras muito suscetiveis (Figuras 25 e 29) e que ndo estavam presentes nas
amostras resistentes, desse modo, podem ser utilizados em condi¢des controladas para estudar
a interacdo do patdgeno em ambiente controlado, como confeccdo de meios de cultura
artificiais contendo nutrientes necessarios e compostos volateis diretamente relacionados a
doenga, buscando substituir as condi¢Oes naturais presentes nas folhas para condigdes
artificiais nos meios de cultura.

Hantao et al. (2013), realizaram um estudo de cromatografia gasosa
bidimensional abrangente e andlise de dados multivariados para determinar biomarcadores
para a doenca Teratosphaeria nubilosa em Eucalyptus globulus. Foram analisadas amostras de
folhas de E. globulus sadias e doentes, sendo encontrados mais de quarenta compostos como
biomarcadores para T. nubilosa em eucalipto através desta técnica.

Este passo € importante para o cultivo axénico de fungos biotréficos
em meio artificial de importancia para culturas florestais e agronémicas, bem como outras
areas de interesse, como medicina, farmacologia, biologia, tecnologia de alimentos, ecologia,

microbiologia, entre outras.
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5. CONCLUSOES

v A variavel germinacdo de urediniésporos (40,32% a 49,96%)
ndo se mostrou significativa para o estudo de diferentes meios enriquecidos de Puccinia psidii;

v" A contaminacdo foi menor nos meios de cultura | (ASZV) e
meio de cultura com folhas de jambeiro a 0,5g L™ nos quais os urediniésporos se
desenvolveram melhor;

v/ O meio de cultura |1 (ASZV) nas duas concentracOes utilizadas
(50% e 80%) e meio de cultura com folhas de jambeiro a 0,59 L™ obtiveram os melhores
resultados para o crescimento do tubo germinativo de ferrugem;

v O aumento da concentracdo da solucdo nutritiva nos meios
enriquecidos de 50% para 80% n&o se mostrou significativo para as variaveis estudadas
(contaminacéo, percentagem de germinacgéo e crescimento do tubo germinativo);

v/ Os estudos com compostos volateis em plantas permitiram
distinguir substancias que estdo presentes ou ausentes em materiais resistentes e suscetiveis a
um patdgeno;

v/ Os analitos eucalyptol e terpinyl acetato-o Sdo possiveis

marcadores bioguimicos volateis para a resisténcia a ferrugem em eucalipto.
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