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RESUMO

A cultura do eucalipto é uma das mais importantes do Brasil,
constituindo-se em fonte de energia e madeira renovavel, alem de suportar importantes
processos agroindustriais para produgéo de celulose, papel e esséncias. O eucalipto, como
outras espécies vegetais, é infectado por diversos patdgenos, principalmente fungos, desde
0 viveiro até plantios adultos. Neste trabalho, foi estudado o agente causador da murcha de
Ceratocystis. Trata-se de um tipico patdgeno de xilema (Ceratocystis fimbriata Ellis et.
Halsted), cujo sintoma marcador é constatavel nas seccdes transversais de 6rgdos lenhosos,
na forma de estrias radiais escuras, da medula para o exterior do lenho ou da periferia do
lenho para a medula ou descoloragédo (mancha escura) do tipo cunha em geral da periferia
para a medula. Essas estrias no lenho s&o visiveis quando um ramo afetado é cortado
transversalmente, pois o patdgeno provoca a desintegracdo do sistema vascular. Trata-se de
um fungo de répida disseminacdo e que atinge plantas em diversos estagios de
desenvolvimento, sendo por isso de dificil controle. Também é um patdgeno encontrado ha
pouco tempo atacando o eucalipto, por isso, existem poucos estudos sobre o mesmo. Os
objetivos deste estudo foram: a) verificar a suscetibilidade de clones visando encontrar
material resistente; b) estudar a epidemiologia da doenca em campo e; c) caracterizar
anatomicamente a madeira do lenho infectado pelo patégeno e do lenho sadio. Para isso,
utilizaram-se mudas de clones operacionais para inoculacdo do patdgeno para avaliagdo de
resisténcia; a avaliacdo epidemioldgica foi feita de acordo com levantamentos de campo
em parcela previamente instalada. Para a caracterizagdo anatdmica da madeira foi realizada
caracterizagdo macro e microscopica, bem como testes histoquimicos para deteccdo de
estruturas de resisténcia bioquimica ao patégeno. Foram encontrados materiais com
diversos niveis de resisténcia, desde a alta resisténcia até a alta suscetibilidade.
Mecanismos de resisténcia bioquimica (compostos fendlicos) e estrutural (tiloses) puderam
ser observados nos cortes anatdbmicos da madeira. Em campo, a doengca apresentou
distribuicdo espacial agregada, com tendéncia a agregagdo de focos e distribuicdo vertical
(na linha de plantio).

Palavras chave: murcha, eucalipto, resisténcia, epidemiologia.
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SUMMARY

The cultivation of eucalyptus is one of the most important in Brazil,
constituting a source of renewable energy and wood, supporting important agro-industrial
processes for production of pulp, paper and essences. Eucalyptus, like other plant species is
infected by various pathogens, especially fungi, from nursery to adult trees. In this work,
was studied de causative agent of Ceratocystis wilt. The fungus Ceratocystis fimbriata
Ellis. et Halsted is a typical pathogen of the xylem, which the marker symptom is
observable in the cross sections of woody organs in the form of dark radial striations, from
core to the outer periphery of the wood or from the periphery to the core. These streaks in
the wood are visible when an affected branch is cut across because pathogen causes the
disintegration of the vascular system. It is a fungus of fast spreading and that affects plants
in various stage of development and because of this is difficult to control. It is also a
pathogen recently found attacking eucalyptus, so there are few studies on it. The objectives
of this work were: a) verify the clonal susceptibility to the pathogen for aid breeding
programs to obtain resistant materials; b) study epidemiological model for determination of
disease progress on the field and; c) anatomical characterization of wood for observation of
anatomical structural differences in the wood infected by the pathogen and sound wood.
For this, stecklings of operational clones were used for inoculation to evaluate the
resistance. Epidemiological assessment of spatial distribution was made according to field
surveys with plots previously installed. To the anatomical characterization of the wood was
performed microscopic characterization and histochemical tests for detection of resistance
structures to the pathogen. Different resistance levels were found in the studied materials,
since high resistance until high susceptibility. Biochemical and structural mechanisms of

resistance (phenolics and tylosis respectively) could be observed in anatomical cuts of



wood. In the field, the disease showed a clustered distribution, with tendency to

aggregation of foci and vertical distribution (in the plant line).

Keywords: wilt, Eucalyptus, resistance, epidemiology



1. INTRODUCAO

A cultura do eucalipto vem assumindo cada vez mais um papel
importante na economia nacional. O setor brasileiro de celulose e papel € composto por
cerca de 222 empresas localizadas em 539 municipios, em 18 Estados, em todas as regides
do pais. As exportacdes do setor atingiram o valor de US$ 5 bilhGes e tém um saldo
comercial de US$ 3,7 bilhdes, cerca de 14,4% da balanca comercial brasileira
(BRACELPA, 2010). Tendo em vista sua importancia econdmica, é vital controlar
qualquer fator que venha a interferir no processo de producéo da cultura do eucalipto, seja
ele de origem abiotica ou biotica.

O eucalipto, como outras espécies vegetais, é infectado por
diversos patdgenos desde o viveiro até plantios adultos. Dentre esses, destaca-se um fungo
relatado h& pouco tempo, Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted, causador de murchas e
cancros. (FERREIRA et al., 1999). A murcha é um sintoma complexo que pode ter
diferentes causas, como a deficiéncia hidrica do solo, absorgéo insuficiente de &gua pelas
raizes ou descontinuidade na translocacdo pelo xilema da &gua absorvida pelas raizes. O
colapso desse sistema de transporte em fungéo de sua colonizagdo por agentes patogénicos
impede o fluxo normal da seiva bruta através dos vasos do xilema, levando a planta a
morte. Os agentes causais de doencas vasculares sdo fungos e bactérias considerados
parasitas facultativos, que sobrevivem na auséncia de hospedeiros, em restos culturais e na
matéria organica do solo (BEDENDO, 1995).

As plantas apresentam diversos mecanismos de resisténcia, que
podem ter natureza estrutural e/ou bioquimica e que podem ser formados antes (pré-
formada/constitutiva) ou apds a infeccdo (po6s-formada/induzida). Os fatores estruturais

agem como uma barreira fisica, impedindo a penetragéo do patdgeno e a colonizagdo dos



tecidos da planta, enquanto que os fatores bioquimicos séo substancias produzidas pelo
hospedeiro, que se mostram toxicas ou criam condicbes adversas para o crescimento do
patdgeno no interior da planta (PASCHOLATI & LEITE, 1995). Para determinagéo de tais
mecanismos de resisténcia podem ser utilizadas as técnicas de anatomia da madeira, com
as quais é possivel caracterizar as diferentes fases do ciclo do patégeno e suas possiveis
alteracdes no hospedeiro.

O presente trabalho teve por objetivos: a) verificar a suscetibilidade
de clone ao patdgeno; b) estudar a epidemiologia da doenca em campo e; c) caracterizar
anatomicamente a madeira para observacao de diferencas do lenho infectado pelo patégeno

e do lenho sadio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Eucalyptus — Importancia econdémica

O eucalipto pertence & Divisdo Angiospermae, Classe
Dicotyledonea, Ordem Myrtales, Familia Myrtaceae e género Eucalyptus com muitas
espécies, subespécies e alguns hibridos naturais, sendo também notérias as variedades
fenotipicas intra-especificas decorrentes de condigdes ambientais ou da hibridacdo
(BERTOLUCCI et al., 1995; FOELKEL, 2007).

De acordo com Eldridge et al. (1994), as espécies do género
Eucalyptus tiveram origem na Austrélia e regides proximas, como Timor, Indonésia, Papua
Nova Guiné, Molucas, Irian Jaya e sul das Filipinas, confinadas predominantemente ao
continente australiano, na faixa latitudinal entre 9°N e 45°S, encontrando-se amplamente
distribuidas entre as altitudes de 30 a 2000m.

No Brasil, as plantagdes de eucalipto para fins industriais atingem,
aproximadamente, trés milhGes de hectares, estabelecidas para a produgéo de celulose,
papel, carvdo vegetal para siderurgia em substituicdo ao carvdo vegetal e para inddstria
moveleira. Espécies de eucalipto tém sido predominantemente utilizadas nos
reflorestamentos brasileiros, devido ao seu répido crescimento, capacidade de readaptacdo
de determinadas espécies as diversas regides ecoldgicas e pelo potencial econdmico de
utilizagdo da sua madeira. As espécies do género Eucalyptus apresentam grande
capacidade de extracdo de agua e nutrientes, assimilacdo fotossintética e crescimento,
permitindo o seu cultivo em ambientes considerados improprios para outras espécies
(FERREIRA et al., 2007).



Dentre as principais espécies utilizadas, Eucalyptus grandis W. Hill
ex Maiden e seus hibridos interespecificos, principalmente com a espécie E. urophylla
continuam sendo importantes e usados de maneira intensiva e crescendo nos segmentos
industriais e, mais recentemente, para produgdo de madeira serrada (GOMIDE &
COLODETTE, 2006).

2.2 A murcha de Ceratocystis

Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted é o agente causal de doencas
em muitas plantas lenhosas de importancia econdmica como, por exemplo, a acacia negra,
0 cacau, o café, a mangueira, a seringueira e 0 eucalipto. Pertencente a classe
Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales, subdivisdo Ascomycotina, produz peritécios
negros, eruptivos, providos de conspicuo rostro. Os ascésporos sao unicelulares, hialinos e
sdo liberados em massa gelatinosa. Microconidios hialinos sdo produzidos no interior dos
conidi6foros, ao passo que o0s macroconidios pigmentados sdo produzidos nas
extremidades destes (TRINDADE & FURTADO, 1997).

O fungo causador da murcha de Ceratocystis pode penetrar na
planta pela epiderme através de um inseto vetor, moscas (Diptera) ou microcoledpteros
(Coleoptera: Nitidulidae). Essa relacdo inseto-fungo é facilitada pelo fato da maioria das
espécies de Ceratocystis produzirem aromas que atraem os insetos (Barnes et al., 2003). A
penetracao pode ocorrer por ferimentos e, também, diretamente pelas raizes, ndo havendo
necessidade de qualquer ferimento ou vetor.

Segundo Baker e Harrington (2004), trata-se de um tipico patdgeno
de xilema, que tem seu desenvolvimento inicial no cambio, entre a casca e o lenho. Um de
seus sintomas tipicos é visivel nas seccOes transversais de 6rgdos lenhosos, na forma de
estrias radiais escuras. Essas estrias no lenho sdo visiveis quando um ramo afetado €
cortado transversalmente, pois o patdgeno provoca a desintegracdo do sistema vascular da
planta (FERREIRA & MILANI, 2002). O escurecimento dos vasos é atribuido ao
transporte de substancias resultantes da oxidacdo e polimerizagdo de compostos fendlicos.
Os sintomas da murcha surgem em conseqiiéncia do bloqueio dos vasos pelo crescimento
micelial do fungo, impedindo que a &gua absorvida pelo sistema radicular supra
adequadamente a parte aérea da planta. Em ambientes favoraveis ao desenvolvimento da

doenga, a planta morre e o fungo passa a crescer no tecido em decomposicdo sobre o qual



realiza sua reproducdo através da formacgdo de esporos e estruturas de resisténcia
(clamiddsporos) (BEDENDO, 1995).

Em campo podem ser observados dois padrfes de murcha: um
deles com inicio nos ramos finos da copa e progride em dire¢do ao tronco, matando a
arvore lentamente; o outro comeca pelas raizes e a planta morre repentinamente, muitas
vezes sem apresentar os sintomas tipicos da doenca (FURTADO et al., 2008). Quando o
adensamento das estrias radiais escuras toma toda a circunferéncia interna do lenho das
raizes ou da base do tronco, ocorre a inativagdo de xilema e a arvore morre. Se a inativacao
do xilema ocorrer em uma altura elevada do tronco principal, se tem a murcha e a
subseqliente morte do segmento terminal, havendo, por isso, alteracdo do balanco
hormonal, resultando na emissdo de brotacfes adventicias em setores medianos e basais do
tronco (FERREIRA, 1989; FERREIRA & MILANI, 2002). Quando se tem morte do setor
apical em consequéncia de estresse hidrico em alguma arvore j4 infectada por C. fimbriata,
0 avanco do patdgeno, ascendentemente, é muito rapido, observando-se gradativo aumento
de adensamento das estrias radiais escuras nas sec¢des, no sentido base-apice.

A deteccdo de C. fimbriata a partir de xilema infectado déa-se,
rotineiramente, a partir de pedacos de lenho afetado deixados em c&mara Umida, ou
transferindo fragmentos de lenho infetado para meio de cultura ou pela deposigdo de
fragmentos de lenho doente entre fatias de cenoura usadas como isca (BAKER &
HARRINGTON, 2004).

A doenga foi relatada pela primeira vez no Brasil em dezembro de
1997, em reflorestamentos clonais no sudeste da Bahia (FERREIRA et al., 1999; Ferreira,
2000), onde se observaram talhdes monoclonais de hibridos E. urophylla x E. grandis com
mortalidade de plantas superior a 40%. No primeiro ano de observagdo da doenca,
verificou-se que ela se limitava a plantagdes monoclonais de dois genotipos. Apds esse
periodo, constatou-se a doenca em mais trés gendtipos, sendo esses cinco genotipos, clones
nobres dos pontos de vista silvicultural e tecnoldgico. Depois, constatou-se em hastes de
brotagbes do banco clonal destinadas ao enraizamento de estacas, em estacas de
enraizamento dentro da casa de vegetacdo e em mudas ja enraizadas na fase de
aclimatacdo, no viveiro e a céu aberto. Posto isso, pode-se inferir que existe grande risco
de introducdo da doenca em é&reas livres do patégeno via mudas propagadas

vegetativamente. Foi constatado o aparecimento da doenca, a partir de 2001, em plantagdes



monoclonais também nos Estados de Mato Grosso do Sul, Bahia, Minas Gerais e de S&o
Paulo (FERREIRA et al., 2006).

O Brasil e o Uruguai foram os Unicos paises das Américas onde foi
constatada a murcha de Ceratocystis em eucalipto. A doenca foi também registrada em
Uganda, Republica do Congo e Africa do Sul. Os isolados congoleses foram agrupados
filogeneticamente com os isolados brasileiros de eucalipto, isolados de Acacia mearnsii de
Wild. da Africa do Sul e de isolados de batata doce dos Estados Unidos e de Papua Nova
Guiné. Ja os isolados da Africa do Sul foram agrupados aos isolados de eucalipto da Africa
e da América do Sul (ROUX et al., 2000, 2001, 2004). Pode ser observada uma
especializagdo do patdgeno em relacdo ao hospedeiro e entre os isolados brasileiros, pois
os isolados do eucalipto aparentemente s&o patogénicos somente ao eucalipto (BAKER et
al., 2003; ZAUZA et al., 2004).

2.3 Resisténcia genética e Interagdo Planta - Patégeno

A resisténcia genética de plantas a fitopatbgenos pode ser
classificada com base no numero de genes envolvidos. Existem casos em que a presenca de
apenas um gene é suficiente para conferir resisténcia (resisténcia monogénica) e outros
casos em que sdo0 necessarios varios genes (resisténcia poligénica). Outra classificacdo de
tipos de resisténcia considera o espectro de resisténcia contra diferentes ragas do patdgeno,
onde, de acordo com essa abordagem tem-se a resisténcia horizontal e a resisténcia vertical
(CAMARGO, 1995).

A resisténcia monogénica também é chamada de resisténcia
qualitativa devido & diferenca entre plantas resistentes e suscetiveis ser de féacil
visualizagdo, inexistindo reagdes intermediarias na auséncia de outras fontes de variacéo
que ndo a genética, gerando uma distribuicdo fenotipica descontinua. Quando cruzadas
plantas suscetiveis com resistentes, a propor¢do de plantas suscetiveis e resistentes seguiré
aquelas previstas por Mendel, de acordo com o modo de interacdo alélica. Ela ja foi
descrita em quase todos 0s patossistemas e tem sido usada, em muitos casos, com sucesso
em programas de melhoramento, como por exemplo alface - Bremia lactucae, tomate —
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, dentre outros. Quanto a sua durago, a resisténcia
monogeénica tende a ser superada pelo patbgeno em um curto espaco de tempo, pois as

mudancas genéticas necessarias para isso devem ocorrer em apenas um locus.
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A resisténcia poligénica pode ser classificada como poligénica
propriamente dita (muitos genes) ou oligogénica (poucos genes). Caracteriza-se pela
variacdo continua de graus de resisténcia, indo desde a extrema suscetibilidade até a
extrema resisténcia. Por esse motivo também é chamada de resisténcia quantitativa, pois ha
necessidade de se quantificar a doenca para diferenciar os materiais suscetiveis dos
resistentes. Na prética, o nimero de genes envolvidos na resisténcia poligénica pode ser
estimado através de formulas que consideram a magnitude da variacdo fenotipica
observada em individuos da geracdo F2 resultantes do cruzamento entre plantas
pertencentes aos extremos de resisténcia e suscetibilidade, ou seja, quanto maior a variagcdo
entre plantas, maior o numero de genes envolvidos e maior o nimero de combinagdes
diferentes entre eles, levando a um aumento do espectro fenotipico. A resisténcia
poligénica é mais estavel que a monogénica, pois para que surjam variantes do patdgeno,
assumindo as mesmas condigBes ambientais e genéticas, serdo requeridas mudancgas
genéticas em varios loci de patogenicidade.

A resisténcia vertical (monogénica) confere imunidade ou
hipersensibilidade contra determinadas ragas do patdgeno e por isso age na reducgdo da
quantidade efetiva de in6culo inicial, atrasando o inicio da epidemia. J& a resisténcia
horizontal (poligénica) tem efeitos parciais e quantitativos: a eficiéncia de infec¢do é
menor no material resistente, as lesdes crescem mais lentamente, 0S esporos Ssao
produzidos mais tardiamente e em menor quantidade, afetando principalmente a taxa de
desenvolvimento da doenga.

Os patdgenos produzem uma diversidade de sinais potenciais, e, de
uma maneira andloga a producdo de antigenos pelos patégenos de mamiferos, alguns
destes sdo detectveis por algumas plantas (BENT, 1996). No patdégeno, um gene é
chamado de gene de aviruléncia se sua expressdo determina a producdo de sinais que
provocam uma forte resposta na planta com o apropriado gene de resisténcia (KEEN,
1990). No entanto, a expressdo do gene de aviruléncia ndo impede o patégeno de ser
virulento para hospedeiros que ndo tenham o correspondente gene de resisténcia.

Flor (1956) demonstrou a complementaridade dos sistemas génicos
do hospedeiro e do patégeno. Apds investigar exaustivamente as interacfes entre varios
gendtipos de linho e do fungo Melampsora lini, ele propds o modelo de relagdo gene-a-
gene. Segundo ele, a incompatibilidade acontece quando uma planta possui um gene

dominante de resisténcia que corresponde a um gene de aviruléncia em um determinado
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patdgeno (Figura 1). Uma Unica planta pode ter muitos genes de resisténcia, assim como o
patdgeno também pode ter varios genes de aviruléncia. A resposta de defesa, que evita a
infeccdo, se da a partir do momento em que a planta “reconhece” um particular produto do
patdgeno controlado pelo gene de aviruléncia. Conforme Lindsay et al. (1993), estes
produtos do gene de aviruléncia implicados na percepcao do ataque pela planta abrangem

um grupo de moléculas coletivamente chamadas elicitores.

Planta
Hospedeira

Patégeno Planta
Avirulento Hospedeira

Patégeno
Avirutento

Resisténcia
Patogeno Patégeno Doen ¢a
Virulento Wirulento
Doenca Doenca

Figura 1. Resisténcia ou suscetibilidade como resultado de combinacdo entre genétipos do hospedeiro e do
patdgeno segunda a teoria gene-a-gene. Fonte: modificado de Lau et al., 2007.

Esse tipo de resisténcia € expresso por uma necrose localizada no
sitio primério de infeccdo resultando na morte répida de células em contato direto com o
patdgeno ou adjacentes a ele, denominando-se reacdo de hipersensibilidade (DANGL &
JONES, 2001). A proteina codificada pelo gene R desencadeia a reagdo de
hipersensibilidade, como resultado do reconhecimento da proteina codificada pelo gene
Avr do patégeno (MARTIN et al. 2003). Apds o reconhecimento, ocorre uma cadeia de
transducé&o de sinais que resulta na ativacdo de respostas locais e sistémicas (NIMCHUK et
al., 2003).

Outra forma de resisténcia conhecida ¢ fendmeno da tolerancia.
Trata-se da capacidade inerente ou adquirida da planta em suportar o ataque de um
patdgeno. Materiais tolerantes ndo possuem a habilidade de prevenir e/ou restringir o
crescimento do patégeno, o que a torna indistinguivel do material suscetivel, porém sua
produtividade pode ser comparada a de um material resistente. Existem autores que nédo
consideram a tolerancia como forma de resisténcia, pois ela ndo afeta a reproducdo do
patdgeno, tornando as plantas tolerantes reservatérios do indculo em campo (AGRIOS,
2004).
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O controle dos agentes causais de murchas é bastante dificil, sendo
a utilizacdo de materiais resistentes obtidos através de programas de melhoramento
genético o melhor método de controle devido a especificidade apresentada na relagdo
patdgeno-hospedeiro. Para diversas culturas foram desenvolvidas variedades resistentes,
tanto no caso de murchas de natureza fungica como bacteriana, tornando viavel o controle
da doenca (BEDENDO, 1995).

2.4 Caracterizagdo anatdmica do eucalipto

As primeiras observacdes sobre as caracteristicas anatdmicas da
madeira do eucalipto foram realizadas na Austréalia por Drew (1914). O autor analisou as
caracteristicas externas e algumas propriedades fisicas da madeira de espécies de New
South Wales.

Welch (1922) foi o pioneiro na identificacdo de espécies através da
coloracdo apresentada pela reacdo dos extrativos da madeira sollveis em agua com
determinados reagentes quimicos. Em 1927, relatou as caracteristicas macro e
microscopica da madeira, descrevendo 10 espécies de eucalipto.

Somente em 1934 com os trabalhos de Dadswell, houve um avango
significativo na anatomia da madeira e sua aplicagdo na identificacdo de espécies de
eucalipto. O autor apresentou a descrigdo macro e microscopica e uma chave para a
identificacdo de 37 espécies que apresentam madeira por ele determinada escura.
Desenvolveu, também, em 1941, o método de cartdo perfurado para a identificacdo de 48
espécies comerciais atraves das caracteristicas da madeira.

No Brasil, destacam-se os trabalhos de Pereira (1933), Foelkel et
al. (1976) e de Angyalossy-Alfonso (1983), que tratam da caracterizagdo anatomica da
madeira de espécies do género Eucalyptus.

Poucos séo os trabalhos que relacionam diferengas anatdmicas em
resposta & infeccdo por fitopatdgenos, principalmente em se tratando de anatomia da
madeira. Alguns estudos anatomicos realizados em folhas (BLAZQUEZ & OWEN, 1963;
GARCIA et al., 1995; GARCIA et al., 1999) mostram que clones resistentes e suscetiveis
de seringueira (Hevea spp.) comportaram-se de maneira diferente apds a penetracdo do
fungo Microcyclus ulei, causador do mal das folhas. Os clones resistentes produzem

rapidamente um material amarelo intracelular que, aparentemente, impede o progresso da
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infecgdo e, conseqiientemente, a formagéo da fase sexual, fato esse que ndo ocorre em
clones suscetiveis.

As plantas apresentam diversos tipos de resisténcias, que podem ter
natureza estrutural e/ou bioquimica e que podem ser formadas antes (pré-formados) ou
apos a infeccdo (pos-formados/induzidos) (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

2.5  Mecanismos de resisténcia — Fatores estruturais

Como fatores de resisténcia estrutural podem ser mencionados o
aumento de lignificacdo das paredes e a formacéo de tiloses. A lignificagdo tem um alto
potencial de contribuicdo na defesa das plantas. Ela pode interferir no crescimento do
patdgeno através da modificacdo quimica das paredes celulares, tendo como resultado um
aumento na resisténcia das paredes a agao de enzimas degradadoras, na difusdo de toxinas
do patégeno em direcdo ao hospedeiro e de nutrientes do hospedeiro em dire¢do ao
patdgeno. Além disso, patdgenos também podem ser lignificados e ter o crescimento
interrompido. A hifa de penetracdo dos fungos pode sofrer a deposicdo de material
celulésico (calose) e lignina, dando origem a uma bainha ou “tubo lignifero”, impedindo o
progresso da hifa no interior do citoplasma (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

A formagéo de tiloses ocorre nos vasos do xilema em resposta a
stress abidtico e bidtico como envelhecimento e/ou invasdo de patdégenos vasculares. Pode
ser formada também para evitar a cavitagdo (formacéo de bolha de ar na coluna de 4gua do
vaso condutor). O protoplasma das células parenquimaticas adjacentes ao xilema sofre um
processo de hipertrofia e cresce para dentro do elemento de vaso através das pontoacdes.
Essas projecOes protoplasmaticas podem aumentar em tamanho e nimero no interior dos
elementos de vaso, levando a obstrugéo parcial ou total dos mesmos. Essa obstrucéo ir4
restringir o transporte de agua, bem como podera conter o avanco do patdgeno para outros
locais do hospedeiro (DICKINSON, 2000). Entretanto, as tiloses s6 podem contribuir com
a resisténcia da planta se formadas precocemente e nas areas proximas ao sitio inicial de
infeccdo. De uma maneira geral, plantas resistentes as murchas vasculares tém a
capacidade de formar maiores quantidades de tiloses que as suscetiveis (AGRIOS, 2004).

A presenga de tecidos com células de paredes espessas também
pode contribuir para com a restri¢do da colonizagdo das plantas por fitopatdgenos. No caso
das folhas, por exemplo, o xilema e as fibras esclerenquimaticas, ricas em lignina, podem

interromper o avango de fungos e bactérias nesses tecidos, originando sintomas
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denominados de manchas angulares. Esses sintomas, como o0s que ocorrem em folhas de
pepino infectadas por Pseudomonas syringae pv. lachrymans e folhas do algodoeiro
infectadas por Xanthomonas campestris pv. malvacearum, resultam da capacidade dos
patdgenos em colonizar somente as areas entre as nervuras. Essa restricdo da colonizagdo
pode levar a uma reducéo do inoculo, bem como um menor nimero de folhas doentes por
planta (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

2.6 Mecanismos de resisténcia — Fatores bioquimicos

Um dos fatores bioquimicos de resisténcia sdo 0s compostos
fenolicos. Muitas fitoalexinas, compostos antimicrobianos formados nas células vegetais
em resposta a infeccdo microbiana, sdo fendlicas e quando os compostos fendlicos ndo
apresentam papel ativo na resisténcia, eles possivelmente séo utilizados como marcadores
de resisténcia ou suscetibilidade. Os fendis contribuem para a resisténcia de diversas
maneiras: como inibidor na germinagéo conidial, quando os fendis estdo presentes antes da
infeccdo; participando da reacdo de hipersensibilidade, quando os fenois oxidados, de
coloragdo marrom, aparecem durante a reagéo; precursores de lignina, contribuindo para a
resisténcia das paredes celulares (SANIER et al., 1992).

As fitoalexinas sdo metabolitos secundérios, antimicrobianos, de
baixa massa molecular, produzidas pelas plantas em resposta a estresses fisicos, quimicos
ou bioldgicos. S&o capazes de impedir ou reduzir a atividade de agentes patogénicos,
sendo a taxa de produgdo/acimulo dependente dos gendtipos do hospedeiro (Daniel &
Purkayastha, 1995). S8o consideradas compostos biocidas, pois ndo tém acédo toxicoldgica
especifica, sendo prejudiciais a bactérias, fungos, nematdides, plantas e animais. De
maneira geral, o modo de agdo das fitoalexinas sobre fungos inclui a granulagdo
citoplasmética, desorganizacdo dos contetidos celulares, ruptura da membrana plasmética
e inibicdo das enzimas fungicas. Esses efeitos tém reflexo na inibicdo da germinacéo e
alongamento do tubo germinativo e reducdo ou inibi¢do do crescimento micelial (LO et
al., 1996).

Os compostos fenolicos sdo responsaveis pelo sabor, odor e
coloracdo de diversos vegetais. Esse grupo de compostos € importante para proteger as
plantas contra os raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias. Trata-se de substancias que
possuem pelo menos um anel aromatico no qual a0 menos um hidrogénio é substituido por

um grupamento hidroxila. Os compostos fenolicos séo sintetizados a partir de duas rotas
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metabdlicas principais: a via do acido shiquimico e a via do &cido mevaldnico, a qual é
menos significativa. O &cido shiquimico e formado pela condensacdo de dois metabdlitos
da glicose, ou seja, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato. A jungdo do &cido
shiquimico com uma molécula de fosfoenolpiruvato, forma o &cido corismico. O &cido
corismico por sua vez gera 0s aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina)
que sdo precursores de Vvérios alcaldides. Um dos primeiros grupos de compostos fendlicos
formados a partir do &cido corismico sdo os fenilpropandides (PERES, 2007). Os
fenilpropenos ou fenilpropandides apresentam estruturas formadas basicamente de um anel
aromatico, constituido por seis carbonos ligados a uma cadeia lateral com trés carbonos,
contendo uma dupla ligagéo, apresentando grupos funcionais com oxigénio (MANN,
1994). Como exemplos de agdo de compostos fendlicos tem-se o &cido clorogénico
atuando no patossistema batata — Verticillium albo-atrum, no qual os cultivares com
maiores quantidade deste composto sdo ao resistentes ao patdgeno e o catecol no
patossistema cebola - Colletotrichum circinans, onde os bulbos brancos mostram-se
altamente suscetiveis ao ataque do patdgeno, enquanto que os coloridos, devido a presenca
do catecol (vermelhos ou amarelos), resistentes (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

2.7  Anélise de dindmica, estrutura de focos e indice de disperséo (ID)

Conforme Bergamin Filho e Amorim (1996), epidemia é o aumento
ou extensdo da doenca em uma dada populacdo de plantas, enquanto endemia consiste na
presenca permanente da doenca em uma determinada regido geogréafica, porém sem estar
em expansao, ou seja, patdgeno e hospedeiro estdo em constante interacdo e equilibrio.
Né&o obstante, uma doenca endémica pode se tornar epidémica, bastando, por exemplo, que
ocorram mudancas no ambiente que favorecam a rapida multiplicacdo e dispersdo do
patdgeno. A possibilidade de ocorréncia de uma epidemia estd intimamente relacionada
com a evolugdo de determinada doenga, a qual envolve diferentes fases do ciclo de vida do
patdgeno. No que diz respeito ao numero desses ciclos, as doengas podem ser consideradas
monociclicas ou policiclicas (VANDERPLANK, 1963). Para a ocorréncia de uma
epidemia de doenca em plantas hé necessidade continua de condi¢des favoraveis (VALE &
ZAMBOLIM, 1996).

Do ponto de vista epidemioldgico, as doencas de plantas podem ser
classificadas em: juros composto ou de juros simples, segundo Vanderplank (1963) e

poliéticas, segundo Zadocks (1974). A murcha do eucalipto causada por Ceratocystis
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fimbriata é considerada uma doenca poliética, ou seja, 0 progresso da epidemia se verifica
ao longo dos anos. A partir dessa afirmacéo, existem estudos de dindmica e estrutura de
focos, atraves de planilhas de campo, os quais se fundamentam no nimero total de
ocorréncia de focos (NF), focos unitarios (FU), nimero médio de plantas por foco
(NMPF), indice de compactacdo do foco (ICF) e indice de formacéo de foco (IFF). Com
essa verificacdo o estudo desempenhara um papel fundamental no processo de disperséo da
doenga e estrutura de focos, permitindo possivelmente correlacionar esta dispersdo a
diversos fatores adversos.

A andlise de dindmica e estrutura de focos (ADEF) foi
desenvolvida para caracterizar espacialmente as epidemias, cujas avalia¢cdes sdo baseadas
na incidéncia. Assim, um foco de doenca é definido como, arvores com sintomas
imediatamente adjacentes no padrdo de proximidade vertical, horizontal ou diagonal
(NELSON, 1996).

Pelo método da ADEF € possivel caracterizar um nimero razoével
de variaveis importantes no patossistema, tais como: numero de focos com plantas doentes,
namero de focos unitérios, a forma do foco, o nimero médio de plantas por foco e o indice
de compactacdo do foco. Essas variaveis podem ser estudadas em fungdo da incidéncia da
doenca e podera contribuir nas informagdes oriundas de outras técnicas de analise espacial
(NELSON, 1996; NELSON, 1995).

As variaveis da ADEF podem ser empregadas para complementar
as informagfes oriundas de outras técnicas de analise espacial (JESUS JUNIOR &
BASSANEZI, 2004) e visa um melhor entendimento do patossistema.

Um foco de doenga é definido como um ponto de concentragdo
localizada de plantas doentes ou lesbes discretas, podendo ser uma fonte priméria de
infeccéo ou coincidir com uma area originalmente favoréavel ao estabelecimento da doencga
(NELSON, 1996) e tendem a influenciar no padrdo posterior de transmissdo da doenca.
Similarmente, um grupo pode ser definido como um niimero de plantas doentes agrupadas,
entretanto, apesar dos dois termos serem sindnimos é interessante entender que um foco de
doenca pode consistir de uma Unica planta doente e um grupo, por sua vez, prediz uma ou
mais de uma planta doente (NELSON, 1996; LARANJEIRA et al., 1998).

O padréo espacial de uma doenga numa linha de plantio ou numa
parcela pode ser ao acaso ou agregado. Padréo ao acaso em doencas cujos patbgenos sdo

veiculados pelo ar significa que a probabilidade de um esporo cair sobre uma planta
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hospedeira é igual para todas as plantas hospedeiras. Assim, a ocorréncia da doenga ndo é
influenciada pela distancia até a fonte de indculo, seja a fonte localizada na mesma planta
ou na vizinhanga proxima. Padréo espacial ao acaso esta intimamente relacionado a iguais
oportunidades de infec¢do. Se, no entanto, em condicOes naturais, o patdgeno se dispersa
apenas a curtas distancias (por respingos de chuva, por exemplo), a probabilidade de uma
planta ser infectada é maior para aquelas plantas situadas préximas a fonte de inéculo do
que para aquelas situadas longe da fonte de indculo. Neste caso, o padrdo espacial da
doenca ndo sera ao acaso e, sim, agregado, com focos visiveis ao redor das fontes
primérias de indculo. Agregacdo é apenas um dos possiveis desvios para o padréo espacial

a0 acaso ou aleatdrio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Testes de resisténcia clonal

Receberam-se mudas de duas procedéncias distintas, totalizando 37
clones, sendo que para uma das procedéncias foram recebidos dois lotes diferentes de
mudas, em periodos distintos. Todos os materiais tinham aproximadamente 4 meses de
idade (figura 1). Primeiramente, foram avaliados 18 clones e, em um segundo momento, 0s
19 restantes.

As mesmas foram inoculadas atraves do meétodo de disco de
micélio. com o auxilio de um escalpelo fez-se um ferimento a, aproximadamente, 10cm do
colo da muda, da casca até o lenho, onde foi colocado o disco com micélio do fungo,
fazendo-se uma cdmara Umida com algoddo embebido em &gua destilada para vedar a
lesdo (figuras 2 e 3). Os isolados utilizados na inoculagdo foram obtidos em meio de
cultura batata — dextrose - agar (BDA) a partir de plantas doentes oriundas de Minas
Gerais.

Passados 30 dias da inoculacéo, realizou-se a avaliagdo das mudas,
observando-se o tamanho da leséo transversal, os sintomas apresentados pelas mudas e se
as mesmas estavam mortas. Os materiais de cada lote foram classificados em altamente
resistente (AR), moderadamente resistente (MR), moderadamente suscetivel (MS),
suscetivel (S) e altamente suscetivel (AS) de acordo com a distribuicdo de frequéncia do

tamanho da leséo longitudinal. Ndo houve mudas deixadas como testemunha.
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Figura 3. Material utilizado para inoculagéo Figura 4. Muda inoculada

3.2. Caracterizacao anatdmica da madeira

Amostras, com cerca de 0,8cm de didmetro, foram coletadas das
mudas do lote 3, utilizadas nos testes de resisténcia clonal, 30 dias ap6s a inoculagéo,
sendo amostradas as classes altamente e moderadamente resistente, bem como testemunha.
A caracterizacdo anatdmica e histoquimica do material suscetivel ndo foi realizada devido
a auséncia desse tipo de material no lote amostrado. Cada muda foi amostrada em dois
pontos, sendo um dos pontos de corte proximo ao ponto de inoculagdo e o outro mais
préximo a copa da planta.

Para as analises anatbmicas da madeira, as amostras foram fixadas
em FAA 70 (formaldeido — alcool 70% — acido acético), de acordo com metodologia

descrita por Johansen (1940) e, posteriormente, transferidas para uma solucéo de agua com
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glicerina por sete dias para facilitar o corte das amostras. Os cortes foram realizados nos
planos transversal e longitudinais (tangencial e radial) com aproximadamente 20 a 25um
de espessura em microtomo de deslize.

Todos os cortes utilizados para caracterizagdo anatdomica foram
tratados com hipoclorito de sodio 50%, lavados em agua acética 1% e corados com
safranina aquosa 1% e azul de astra 1% (ROESER, 1972), visando o contraste das
estruturas celulares. Apos a coloragdo dos cortes, os mesmos foram desidratados em série
etilica (10% - 30% - 50% - 70% - 90% - 96% - 100%). A fixacdo do corante foi feita em
acetato de butila. As laminas contendo cortes dos trés plano (transversal, tangencial e
radial) corados foram montadas permanentemente com Entellan®.

A anélise e a captura de imagens do material foram realizadas em
microscopio de luz transmitida Axioskop 40, marca Zeiss, Camera Axio Cam MRC e

computador com o Sistema de Analise de Imagens (programas Axiovision e Axioviewer).

3.3 Testes histoquimicos

Preparagdes temporarias dos materiais altamente resistentes,
moderadamente resistentes e testemunha foram utilizadas para a realizacdo dos testes
destinados a deteccéo de compostos fendlicos e amido.

Para tal, foram utilizados cortes naturais, previamente lavados em
agua destilada, provenientes dos materiais acima citados. Os testes foram realizados de
acordo com a técnica de Johansen (1940), com material fixado em FAA 70: para o teste de
compostos fendlicos, cortes dos planos transversal e longitudinal radial foram tratados com
solucéo aquosa de cloreto de ferro 11l a 10% e observados em seguida para detecgdo dos
compostos. Determinou-se, também, a presenca de amido nos tecidos, de acordo com
metodologia de Johansen (1940), onde cortes dos planos transversal e longitudinal radial
foram tratados com solugéo de lugol (iodo 1% + iodeto de potassio 2% em &gua destilada)
e observados em seguida para detec¢éo do amido.

A anélise e a captura de imagens do material foram realizadas em
microscopio de luz transmitida Axioskop 40, marca Zeiss, Camera Axio Cam MRC e

computador com o Sistema de Analise de Imagens (programas Axiovision e Axioviewer).
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3.4 Levantamento em campo e avaliacdo espacial (Anélise de Dinamica e
Estrutura de Foco)

Para a &rea total estudada, localizada no Mato Grosso do Sul, foram
levantados aproximadamente 30.000ha em trés regides de plantio distintas, em talhdes com
idade de 6 a 18 meses de idade e em oito clones operacionais da empresa em questdo. O
método utilizado para coleta dos dados foi o de caminhamento percorrendo-se,
aproximadamente, 30 metros talhdo adentro para se evitar o efeito de borda.

A avaliagdo espacial foi conduzida também no Mato Grosso do Sul
em parcela experimental de 250 plantas. Os dados foram obtidos a partir dos
levantamentos previamente realizados por pessoal técnico. Foi contabilizada a incidéncia
de plantas sadias e doentes, considerando-se como doentes todas as plantas que
apresentaram 0s sintomas tipicos da doenca, tais com desfolha intensa, presenca de
canelura e rachaduras na base tronco e superbrotacdo ao longo do fuste

Para o levantamento e analise dos dados, utilizou-se um sistema de
banco de dados em um coletor, sendo 0s mesmos transferidos posteriormente ao Microsoft
Excel.

Os calculos da distribuicdo espacial e estrutura de foco foram feitos
através de software desenvolvido por Porcena (2008, ndo publicado) (figura 4). O software
foi rodado em Sistema Operacional GNU/Linux usando a distribuicdo OpenSuse e foi
compilado em GCC usando a IDE Eclipse, o cddigo fonte utilizado é o mesmo compilado

em Windows.

3.4.1 Analise de dindmica e estrutura de foco

A murcha do eucalipto causada por Ceratocystis fimbriata €
considerada uma doenga poliética, ou seja, 0 progresso da epidemia se verifica ao longo
dos anos. A partir dessa afirmacédo, existem estudos de dindamica e estrutura de focos,
através de planilhas de campo, os quais se fundamentam no nimero total de ocorréncia de
focos (NF), focos unitarios (FU), nimero meédio de plantas por foco (NMPF), indice de
compactacdo do foco (ICF) e indice de formagdo de foco (IFF). Com essa verificagdo o
estudo desempenhard um papel fundamental no processo de dispersdo da doenca e
estrutura de focos, permitindo possivelmente correlacionar esta dispersdo a diversos fatores

adversos.
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No estudo da estrutura dos focos da murcha de Ceratocystis em
clones de eucalipto foi quantificado o indice médio de forma de focos (IFF) e o indice
medio de compactacédo de focos (ICF), através das equagdes:

o IFF = [(If/Ic)/NF)]
Em que:
Valores de IFF = 1,0 indicam focos isodiamétricos.
Valores de IFF > 1,0 indicam focos com maior comprimento na dire¢éo entre as linhas de
plantio.
Valores de IFF < 1,0 indicam focos com maior comprimento na dire¢éo da linha de
plantio.

. ICF = [(NPF/Ic*If)/NF]
Em que:
Valores de ICF proximos a 1,0 indicam focos mais compactos, isto é, maior agregacgdo e
proximidade entre todas as plantas pertencentes ao foco.

A partir desses dados, pode-se inferir sobre o processo de disperséo
da doenca com a possibilidade de obter conclusdes favoraveis, visando o estudo de

melhoramento da espécie voltada a produgao.

3.4.2 Dinamica espacial — indice de Disperséo (1D)

A andlise do padrdo espacial da murcha de Ceratocystis foi
realizada através de mapeamento da area a partir de dados binarios (presenca ou auséncia
de arvores doentes). Foram contabilizadas como arvores doentes as que apresentaram 0s
sintomas tipicos da doenca e calculou-se a incidéncia da mesma em cada data de avaliagdo
com a seguinte formula: (p = T/D). Em que: T = nimero total de arvores na parcela; D =
namero total de arvores doentes.

Os dados de incidéncia foram a base para o célculo do indice de
dispersdo (ID) (GOTTWALD et al.,, 1995; MADDEN et al., 1995; LARANJEIRA &
BERGAMIN FILHO, 1998; 2004). Cada mapa foi dividido em dois tamanhos de quadrats
de 4 (2x2) e 10 (5x2) arvores/quadrat. Para cada mapa e tamanho de quadrat foi realizada
uma andlise individual.

A andlise da distribuicdo das arvores com murcha dentro dos

quadrats, em cada avaliagdo, foi estimada pela analise binomial, através do calculo do
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indice de dispersdo binomial, que é a (\VVobs) variancia observada entre quadrats e a (\Vbin)
variancia da distribuicdo binomial (MADDEN & HUGHES, 1995).

Para cada uma das avaliagOes e para cada tamanho de quadrat, a
analise binomial (planta doente ou sadia) foi calculada na forma de varidncia observada
(Vobs), conforme metodologia de Gottwald et al., (1996) e Hughes & Madden, (1992) em
que: Vbin = p (1-p)/n onde: p = incidéncia da doenga na parcela n = nimero de &rvores no
quadrat Vobs = Z[(xi — n p)?/n?(N-1)] onde: Xi = nimero de &rvores doentes no quadrat e
N = namero total de quadrats.

Para o célculo do indice de dispersdo (ID) utilizaram-se os
resultados da Vobs/Vbin, sendo possivel concluir, sobre o padréo de distribuicdo espacial
das arvores doentes em cada mapa e para cada quadrat.

Para os valores de ID obtidos de cada quadrat foi aplicado o teste
do 2 (qui-quadrado) para verificar se o valor calculado foi maior ou igual a 1 a nivel de
significancia de 5%. Valores de ID significativamente iguais a 1 indicam que as arvores
com murcha estéo distribuidas aleatoriamente no campo. Valores de 1D significativamente
maiores que 1 indicam que as arvores com murcha estdo agregadas (Madden & Hughes,
1995).

Figura 5. Exemplo de funcionamento do software
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Testes de resisténcia clonal

A maioria dos clones apresentou resisténcia moderada, sendo que
somente um apresentou suscetibilidade ao patdgeno. Porém, um ponto deve ser destacado:
a alta freqliiéncia de mudas que desenvolveram a doenga, mas permaneceram
assintomaticas, pois esse fato pode dificultar a diagnose da doenca em campo (Figura 6).
Houve uma variagdo substancial no comprimento da descoloragdo do xilema entre 0s
clones de cada lote (Tabela 1). Os materiais foram alocados, atraves da distribuicdo de
frequéncia de acordo com o tamanho da lesdo, em cinco classes de resisténcia, obtendo-se
as seguintes porcentagens para cada uma delas: 10,81% de clones altamente resistentes;
72,97% de clones moderadamente resistentes; 13,51% de clones moderadamente

suscetiveis; e 2,70% de clones suscetiveis (Figura 7).
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Figura 7. Distribuicdo da frequéncia de classes de resisténcia apresentada pelos clones dos trés lotes de
mudas, onde: AR — altamente resistente; MR — moderadamente resistente; MS — moderadamente suscetivel;

S —suscetivel; AS — altamente suscetivel)

Observaram-se diferengas entre os trés lotes de mudas avaliados,
sendo que o0 primeiro apresentou somente individuos moderadamente suscetiveis e
moderadamente resistentes; o segundo apresentou desde individuos altamente resistentes
até individuos suscetiveis e, por fim, o terceiro lote apresentou somente individuos alta e
moderadamente resistentes (tabela 1; figuras de 8 a 13).

Os estudos para resisténcia a murcha de Ceratocystis, esse
importante e potencial patdgeno da cultura do eucalipto, estdo no comego. Resisténcia a

esse mesmo fungo foi encontrada no cacau (Theobroma cacao) e Coffea arabica e ela se
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mostrou altamente valiosa para o manejo da doenca (DOMINGUEZ & VELASQUEZ,
1972; 1ZQUIERDO, 1988; ZULUAGA, VALENCIA & GONZALEZ, 1971).

No Brasil, a doenga causou mortalidade substancial em apenas
alguns clones de hibridos de E. grandis X E. urophylla. Porém, deve ser ressaltado que
esses materiais sdo de alta qualidade silvicultural e possuem muitas caracteristicas
superiores, como por exemplo, teor de celulose e crescimento rdpido, o que passa ser um
problema, tendo em vista que uma das recomendacdes de controle é a ndo utilizagdo de
materiais suscetiveis em areas onde sabidamente o patégeno é encontrado.

Mais trabalhos sdo necessérios para se determinar a idade ideal
para avaliagdo da resisténcia a murcha de Ceratocystis, contudo a descoloracgéo do xilema,
muito mais que a mortalidade, vem se apresentando como um pardmetro melhor para
avaliacdo da resisténcia e suscetibilidade (BAKER et al., 2003). A auséncia do sintoma
murcha ou mortalidade pode estar relacionada a idade das mudas, sendo que mudas mais
novas, sob condigdes Gtimas de crescimento podem morrer mais rapido que plantas mais
velhas.

Além da utilizacdo de clones resistentes, 0 manejo da doenca pode
incluir: remocéo e destruicdo das plantas infectadas, diminuicdo nos ferimentos e rotagdo
de culturas com plantas que ndo sejam hospedeiras do patdgeno. A doenca também pode
ser disseminada para novas areas através de cepas doentes e cuidados devem ser tomados
para que a doenga ndo seja propagada vegetativamente. Dentre todas essas alternativas de
controle, a utilizacdo de clones altamente resistentes ou imunes é a op¢do de manejo mais
efetiva para o controle do patdgeno.

Os resultados obtidos nos testes de resisténcia foram semelhantes
aos atingidos por Machado et al. (2008), nos quais 0s autores testaram a resisténcia
interespecifica do eucalipto, obtendo como resposta uma maioria de clones

moderadamente resistentes.
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Figura 9. Frequéncia de classes de resisténcia (a esquerda) e porcentagem de classes de resisténcia (a direita)

apresentada pelos clones do lote 1, onde: AR — altamente resistente; MR — moderadamente resistente; MS —

moderadamente suscetivel; S — suscetivel; AS — altamente suscetivel
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apresentada pelos clones (a direita) apresentadas pelos clones do lote 2 (AR — altamente resistente; MR —
moderadamente resistente; MS — moderadamente suscetivel; S — suscetivel; AS — altamente suscetivel)
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Tabela 1. Lista de lotes e clones avaliados. Legenda: altamente resistente (AR); moderadamente

resistente (MR); moderadamente suscetivel (MS); suscetivel (S) e altamente suscetivel (AS)

CLONE | TAMANHO DE LESAO RESISTENCIA
1 8,17 MS
2 2,4 MR
" 3 3,34 MR
15 4 5,65 MR
2 5 3,86 MR
6 2,73 MR
7 2,17 MR
8 2,54 MR
9 6,70 S
10 2,19 MR
11 0,73 AR
E 12 3,16 MS
15 13 4,54 MS
2 14 0,97 AR
15 5,28 MS
16 2,09 MR
17 2,94 MR
18 4,77 MS
19 2,45 MR
20 1,96 MR
21 1,46 MR
22 2,53 MR
23 1,04 MR
24 1,01 MR
25 2,35 MR
26 1,11 MR
3 27 1,06 MR
15 28 0,98 AR
2 29 1,47 MR
30 1,75 MR
31 2,01 MR
32 1,85 MR
33 1,52 MR
34 0,88 AR
35 1,34 MR
36 1,56 MR
37 2,24 MR
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4.2 Caracterizagdo anatomica da madeira

4.2.1 Caracterizagdo macroscopica
Devido ao tamanho das amostras utilizadas, ndo foi possivel
observar todas as caracteristicas. Porém, pode-se observar a presenca de camadas de

crescimento distintas, vasos solitarios e arranjo dos vasos em diagonal (figura 14).

Figura 14. Camadas de crescimento em vista transversal

4.2.2 Caracterizagao microscopica

Camadas de crescimento: presentes — Vasos: porosidade difusa;
vasos exclusivamente solitarios e com arranjo em diagonal; tiloses de origem traumatica
presentes; placas de perfuracdo simples; pontoacdes intervasculares alternas; pontoagdes
raio-vasculares iguais as pontoacdes intervasculares. — Parénquima axial: presenca de
parénquima vasicéntrico. — Raios: exclusivamente solitarios; com corpo formado por uma
faixa de células eretas, duas fileiras de células quadradas e corpo de células procumbentes;
presenca de contetdo. — Fibras: com pontoagdes simples; ndo septadas; parede celular fina
a espessa; presenca de camada de fibras gelatinosas. — Estrutura estratificada: ausente. —

Elementos secretores: ausentes. — Inclusfes minerais: ausentes.
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M

Figura 15. Anatomia da madeira de eucalipto de acordo com os trés planos: transversal (A), longitudinal

tangencial (B) e longitudinal radial (C) (escala: 500pm; 200 pm e 100 um respectivamente)

Pode-se observar:

a) A ocorréncia de camadas de fibra gelatinosa em todos os
materiais pela formacgdo de lenho de tracdo devido a maneira como as mudas se
desenvolveram (figura 16);

Figura 16. Camada de fibras gelatinosas devido a formacdo de lenho de tracdo (em azul).
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b) Fibras com paredes muito espessas, fato que podem
contribuir para a restricdo da colonizacdo da planta pelo patégeno nos materiais altamente

e moderadamente resistentes (figura 17);

Figura 17. Seccéo transversal, mostrando fibras com paredes espessas (indicada pela seta)

c) A suspeita de ocorréncia, em alguns casos, de lignificacdo do

micélio do patdgeno dentro do elemento de vaso (figura 18);

Figura 18. Seccdo transversal, mostrando vaso colonizado pelo fungo, com suspeita de lignificacdo do

micélio (indicado pela seta) na foto a esquerda, em comparagdo com a testemunha (foto a diresta)
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d) A formacdo de tiloses traumaticas nos materiais altamente e

moderadamente resistentes, evidenciada pela sua formagédo do exterior para o inteiro do

Figura 19. Seccdo transversal, mostrando a presenca de tiloses traumatica (apontadas pelas setas; da

esquerda para direita: testemunha, material altamente resistente e material moderadamente resistente)

e)  Presenga de compostos de natureza aromatica, mostrados no
plano transversal na figura 20, nos materiais altamente e moderadamente resistentes, 0s

quais foram submetidos a testes histoquimicos.

Figura 20. Seccéo transversal, mostrando a presenca de compostos de natureza aromatica (da esquerda para

direita: testemunha, material altamente resistente e material moderadamente resistente)
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A presenca de tecidos com células de paredes espessas pode
contribuir para com a restricdo da colonizagdo das plantas por fitopatdgenos. No caso de
folhas, por exemplo, o xilema e as fibras esclerenquimaticas, ricas em lignina, podem
interromper o avango de fungos e bactérias nesses tecidos, originando sintomas
denominados de manchas angulares (AGRIOS, 2004). Esses sintomas, como 0S que
ocorrem em folhas de pepino infectadas por Pseudomonas syringae pv. lachrymans e
folhas do algodoeiro infectadas por Xanthomonas campestris pv. malvacearum, resultam
da capacidade dos patdgenos em colonizar somente as &reas entre as nervuras. Essa
restricdo da colonizagdo pode levar a uma reducdo do indculo, bem como um menor
namero de folhas doentes por planta (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

A lignina é uma das substancias mais importantes da parede
celular, podendo estar presente na lamela média e nas paredes priméria e secundaria. A
lignificacdo, a qual pode ocorrer como antecessora da degeneracdo citoplasmatica, em
depdsitos extracelulares e nas paredes das células, exibe um alto potencial de contribuicéo
na defesa das plantas, podendo interferir no crescimento de patégenos através da
modificacdo quimica das paredes celulares, tendo como resultado um aumento na
resisténcia das paredes a acdo de enzimas degradadoras da mesma, na difusdo de toxinas
do patdgeno para o hospedeiro e de nutrientes e 4gua do hospedeiro para o patégeno
(PASCHOLATI & LEITE, 1995). Além disso, patdgenos também podem ser lignificados,
sendo seu crescimento no interior do hospedeiro paralisado. A hifa de penetragdo dos
fungos pode sofrer a deposicdo de material celulésico e lignina, formando um tubo
lignifero, que impede o progresso da hifa no interior do citoplasma (DICKINSON, 2000)
(figura 18).

As tiloses (figura 21) séo formadas nos elementos de vaso em
resposta a estresses abioticos, envelhecimento e/ou invasdo por patdgenos vasculares e a
cavitacdo (formacéo de bolhas de ar na coluna de &gua do vaso condutor). O protoplasma
das células parenquimaticas adjacentes ao elemento de vaso sofre um processo de
hipertrofia e se projeta para o interior do vaso através das pontoagBes. Essas projecdes
protoplasmaticas podem aumentar em tamanho e nimero no interior dos vasos, obstruindo
parcial ou totalmente os mesmos. Essa obstrucdo restringira o transporte de agua, bem
como poderd conter o avanco do patdgeno para tecidos sadios do hospedeiro
(DICKINSON, 2000).
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Figura 21. Seccéo longitudinal radial, mostrando a presenga de tiloses (indicadas pelas setas); foto a

esquerda pertence a testemunnha

De acordo com Agrios (2004), a formagdo de tiloses pode
contribuir com a resisténcia da planta somente quando ocorre precocemente e nas areas
proximas ao sitio inicial de infeccdo. De uma maneira geral, plantas resistentes a murchas
vasculares exibem a capacidade de formar maiores quantidades de tiloses do que plantas
suscetiveis. A restricdo de movimentacdo do patégeno dada pelas tiloses é seguida pelo

acumulo de terpendides fungitoxicos (figura 22).

Figura 22. Seccéo transversal corada com safrablue, mostrando a presenca de tiloses, bem como a presenca

de compostos fenolicos nas células adjacentes aos vasos
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4.3 Testes histoquimicos

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pelo sabor, odor e
coloracdo de diversos vegetais. Além disso, constituem um importante grupo de composto
que atua na protecdo das plantas contra os raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias. Ha
inclusive certas espécies vegetais que desenvolveram compostos fendlicos para inibir o
crescimento de outras plantas competidoras (PERES, 2007).

Para todos 0s materiais testados, o teste para presenca de
compostos fendlicos foi positivo (fotos 23 a 31), sugerindo sua agdo contra Ceratocystis

fimbriata.

Figura 25

Figuras 23, 24 e 25. Secgdes transversais tratadas com cloreto de ferro 111, evidenciando o resultado positivo
do teste para compostos fenélicos (no sentido horario: testemunha, material altamente resistente e material

moderadamente resistente)
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Figura 26 Figura 27

Figura 28
Figuras 26 a 28. Testes histoquimicos para compostos fendlicos com corante cloreto de ferro 111 a 10%,
mostrados nas sec¢des transversais em maior aumento (no sentido horério: testemunha; material altamente

resistente e material moderadamente resistente);

Figura 29 Figura 30
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Figura 31

Figura 29 a 31. Testes histoquimicos para compostos fendlicos com corante cloreto de ferro 111 a 10%,
mostrados nas sec¢des radiais (em sentido horério: testemunha; material altamente resistente e material

moderadamente resistente)

Figura 32 Figura 33

Figura 34

Figuras 32 a 34. SecgBes transversais tratadas com lugol, evidenciando o resultado positivo para presenca de

amido (em sentido horério: testemunha, material altamente resistente e material moderadamente resistente)
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Figura 35 Figura 36

Figura 37

Figuras 35 a 37. Secgdes longitudinais radiais tratadas com lugol, evidenciando a grande quantidade de
amido presente nas células do raio (em sentido horario: testemunha, material altamente resistente e material

moderadamente resistente)

Diferentes respostas foram encontradas quanto a formacdo dos
mecanismos de resisténcia nos diferentes materiais, como pode ser visto na Tabela 2.

Pode-se dizer que a producdo de compostos fendlicos foi induzida
pelo patdgeno, pois na testemunha eles estdo ausentes, corroborando o resultado atingido
por Veiga et al. (1992), onde a producdo de um composto fendlico (tanino) foi apontado
como um dos fatores que conferiam resisténcia a pragas e doengas ao cultivar de
amendoim SO-909.

A formacao de tiloses apresentou correlagdo positiva com o tipo de

material, sendo maior nos materiais altamente resistente e ausente na testemunha.
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A auséncia de amido no material altamente resistente pode ser
devido a sua quebra para producdo de energia, que posteriormente foi mobilizada para
formacéo de algum mecanismo de defesa. J& na testemunha, existe alta quantidade de
amido, fato que pode estar relacionado a auséncia do patdgeno em seus tecidos. A
diminuicdo na atividade fotossintética em tecidos doentes foi demonstrada por um grande
nimero de pesquisadores, porém pode-se verificar um aumento da atividade,
imediatamente ap6s o inicio da interacdo com o patdégeno, por um periodo bastante
reduzido, podendo levar a um acimulo anormal de amido (figuras 32 a 37), seguido,
invariavelmente, pela diminui¢do da taxa de fotossintese, devido ao surgimento de &reas
cloréticas a necrosadas, onde ocorre a destruicdo de moléculas de clorofila (KENAGA,
1974). No caso de infeccdo por patdgenos vasculares, os estdmatos permanecem
parcialmente fechados, a quantidade de clorofila é reduzida e a fotossintese para antes
mesmo que a planta murche (AGRIOS, 2004).

As formacbes de tiloses e compostos fendlicos podem ser
apontadas como possiveis marcadores de resisténcia estruturais e bioguimicos,
respectivamente, pelo padréo de resposta observado para ambos, assim como a presenca de
taninos e pectinas foram apontados como possiveis marcadores de resisténcia na cultivar
SO-909 de amendoim (VEIGA et al.; 1992).

Tabela 2. Ocorréncia dos mecanismos de resisténcia nos cortes anatdmicos do caule

TILOSES AMIDO COMPOSTOS FENOLICOS
RESISTENCIA  BASE APICE BASE APICE BASE APICE
AR ot + +  AUSENTE + 4
MR ++ ++ +++ +++ +++ +++
TESTEMUNHA AUSENTE AUSENTE  ++ ++ AUSENTE  AUSENTE

Onde:

Classes de resisténcia: AR = altamente resistente; MR = moderadamente resistente.
+ = presenca em pequena quantidade

++ = presenca em quantidade moderada

+++ = presenca em grande quantidade
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4.4 Levantamento em campo e avaliacdo espacial (Analise de Dindmica e
Estrutura de Focos)

No levantamento total da area, localizada em Trés Lagoas/Mato

Grosso do Sul, foi observado alto grau de incidéncia da doenca na éarea levantada. A

doengca foi detectada em trés clones operacionais (figura 38).

Aea@)

Regiao 3

3 a4 Regiao 1
Clone v 8

‘ B Regido 1 B Regido 2 O Regidao 3 ‘

Figura 38. Distribuicdo em area, por regido e clone de murcha de Ceratocystis

4.4.1 Anélise de dindmica e estrutura de focos

No Brasil, a técnica da ADEF foi utilizada em estudos na
citricultura como: (i) a clorose variegada dos citros (CVC), Xylella fastidiosa, que
apresentou um padréo de dispersdo levemente agregado (LARANJEIRA et al., 2004); (ii)
testes de diagnose da CVC pelos métodos de sintomas e por sorologia DIBA PCR
(NUNES et al., 2001); (iii) diferencas dos padrfes espaciais das plantas com cancro citrico
na presenca ou auséncia da larva minadora do citrus (Phyllocnistis citrella Stainton)
(BASSANEZI et al., 2003; BERGAMIM FILHO et al., 2004) e (iv) morte subita dos citros
(MSC) em pomares do norte de S&o Paulo e sul do Triangulo Mineiro (JESUS JUNIOR &
BASSANEZI, 2004). Para a cultura do eucalipto, a técnica da ADEF foi utilizada nos
estudos da ferrugem causada por Puccinia psidii (MASSON, 2009), do cancro basal
causado por Crysophorte cubensis (SOUZA, 2007) e da seca de ponteiros em Corymbia
citriodora causada por Botryosphaeria ribis/ Dothyorella sp.(COLTURATO, 2009). Deve-
se ressaltar que ainda existem poucos estudos para a cultura do eucalipto, bem como outras

culturas utilizando-se a técnica da ADEF.
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No estudo da estrutura dos focos da murcha de Ceratocystis, foi
quantificado o indice médio de forma de focos (IFF) e o indice médio de compactacédo de
focos (ICF) (tabela 3).

Tabela 3. Analise da dindmica e estrutura de focos da murcha de Ceratocystis na regido de

Trés Lagoas, MS
AVALIACAO INCIDENCIA NPD NF NFU NMPF IFF ICF

1 10,77 28 14 8 2 0,77 1,01
2 13,08 34 17 10 2 0,83 1,18
3 25,71 72 17 6 4,24 0,80 1,08

Onde:

NPD = nimero de plantas doentes

NF = nimero de focos

NFU = nimero de focos unitarios

NMPF = nimero médio de plantas por foco
IFF = indice de formacéo de foco

ICF = indice de compactacéo de focos

Os valores do indice de forma de focos (IFF), quando analisados
em conjunto para as trés avaliagOes, apresentaram-se em um grupo com IFF menores que
1, indicando que a murcha de Ceratocystis ocorreu em distribuicéo vertical na direcéo da
linha de plantio, sugerindo haver crescimento maior do nimero de plantas doentes nas
linhas ocupadas pelo foco, em detrimento do crescimento do foco e do nimero de linhas.
Esse resultado assemelha-se ao obtido por Souza (2007) no estudo da distribuigdo espacial
do cancro basal do eucalipto.

A dindmica e estrutura de focos ADEF da murcha de Ceratocystis
em clones de eucalipto permite conhecer o modo como ocorre o desenvolvimento espacial
da doenga. Os resultados obtidos parecem indicar que a ocorréncia da murcha na regido do
estudo apresentou um ndmero menor de focos unitarios no povoamento de menor
incidéncia; nimero reduzido de rvores por foco; maior compacidade dos focos, indicando
maior agregacdo e proximidade entre todas as plantas pertencentes ao foco, originando

focos com maior comprimento na dire¢éo da linha de plantio.
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Na parcela estudada, os valores de ICF indicam que a dindmica
espacial da murcha de Ceratocystis em clones de eucalipto tem leve tendéncia a

compactacdo, numa tendéncia a agregacéo dos focos.

4.4.2 Dinamica espacial — Indice de Dispersdo (ID)

Os valores de incidéncia da murcha de Ceratocystis na parcela
experimental instalada nas trés avaliagGes realizadas estéo apresentados na tabela 4. A cada
valor de indice de dispers&o foi aplicado o teste do qui-quadrado (x?) . Os valores de ID > 1
foram estimados em ambos os tamanhos de quadrat calculados, sendo o maior valor para a
terceira avaliagdo da parcela experimental, indicando a ocorréncia de agregada da murcha
de Ceratocystis. Tal agregagdo sugere que a murcha de Ceratocystis é causada por um
agente bidtico, com alto poder infectivo quando do plantio com materiais suscetiveis no
campo, e de répida e eficaz disseminacéo, infectando plantas sadias em diferentes direcoes,
sendo preferencialmente no sentido da linha de plantio. A doenga exibe um padréo de
agregacdo desde baixos valores de incidéncia no campo. Pode-se dizer também que para a
regido de estudo o inseto vetor da doenca ainda ndo esté presente no ciclo do patégeno.

Outras doengas também apresentaram o mesmo padrdo de
agregacdo, tais como a hérnia das cruciferas (ROSA, 2010); a ferrugem e o cancro basal do
eucalipto (MASSON, 2009; SOUZA, 2007).

Baixa agregacdo de plantas dentro dos quadrat foi registrada no
patossistema citros x acaro da leprose, em S8 Paulo (BASSANEZI & LARANJEIRA,
2007). Também em citros a dispersdo espacial da CVC ocorreu de forma agregada, com
focos que envolvem entre nove e quinze plantas (Laranjeira, 1997; 2004). Nesse estudo, 0s
baixos percentuais de agregacdo de arvores com murcha obtidos através do indice de
dispersdo, dentro dos quadrat, devem estar relacionados com a baixa incidéncia da doenca

nos povoamentos nesse primeiro ciclo da cultura.
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Tabela 4. Incidéncia da murcha de Ceratocystis na parcela experimental na regido de Trés
Lagoas, MS; valores do indice de Dispersdo para dois tamanhos de quadrats para parcela
experimental em regido de Trés Lagoas, MS e; valores do teste de y? significativos para a

agregacdo da murcha de Ceratocystis.

INDICE DE
DISPERSAO (1.D.)  y2calculado > y*tabelado
QUADRAT QUADRAT
AVALIACAO INCIDENCIA(%) 2X2 2x5 2X2 2x5
1 10,77 143,38 5,19 7354 109
2 13,08 114,92 4,37 9176 129

3 25,71 383,60 13 26428 351
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5. CONCLUSOES

Ha evidéncias da acdo dos mecanismos de resisténcia (tilose,
espessamento da parede de fibras, lignificagdo micelial e formacdo de compostos
fenolicos) na contengdo da infec¢do da planta pelo patogeno.

De acordo com os cortes anatdmicos, pode-se dizer que a reacdo de
defesa da planta apds a inoculagéo com o patdgeno é sistémica, tendo em vista a formagéo
dos mecanismos de resisténcia tanto na base, proximo ao ponto de inoculagdo, como no
apice da muda.

Foram encontrados materiais altamente resistentes a doenca, que
poderdo futuramente ser fonte de resisténcia em programas de melhoramento genético e
também utilizados para plantios em &reas onde sabidamente o patdgeno € encontrado.

A doenca apresentou interacdo clonal em campo, verificada no
levantamento de area total, tendo em vista o ataque em materiais especificos.

Para a parcela estudada, a doencga apresentou distribuicdo espacial
agregada, com tendéncia a agregagéo de focos e distribuicdo vertical (na linha de plantio).
Pode-se dizer que devido ao padrdo de distribuicdo espacial apresentado pela doenga, o

inseto vetor da doenca ainda ndo esté presente na area estudada.
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