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1. RESUMO

Na natureza, a maioria das plantas ¢ resistente aos diferentes patdgenos, ¢ essa
resisténcia pode estar relacionada a existéncia de substancias toxicas aos microrganismos. As
reacdes bioquimicas, que ocorrem nas células do hospedeiro, produzem substincias que se
mostram tdxicas ao patéogeno ou criam condi¢des adversas para o seu crescimento no interior
da planta, contribuindo significativamente para a resisténcia. Além dos fatores bioquimicos
existem mecanismos estruturais de defesa que atuam conferindo resisténcia ao hospedeiro a
infeccdo por patogenos. O presente trabalho procurou quantificar os caracteres anatomicos
foliares, em trés estagios (E1, E3 e E5) de desenvolvimento; analisar a patogénese de Puccinia
psidii pela micromorfologia da folha e caracterizar a composi¢do dos oleos essenciais de
clones de eucalipto, a fim de relacionar esses fatores com a resisténcia a ferrugem, causada
pelo fungo Puccinia psidii. Para o estudo anatomico e dos Oleos essenciais, foram
selecionados clones com diferentes graus de resisténcia, sendo o clone A resistente, o clone B
suscetivel e o clone C altamente suscetivel. Para a microscopia eletronica de varredura foram
selecionados os clones A e C. Através da anatomia quantitativa da regido internervural da
folha, o clone A apresentou diferencas estruturais que podem estar ligadas a resisténcia desse
material, como: maior espessura das cuticulas abaxial e adaxial, maior espessura do
parénquima pali¢adico adaxial, maior % de parénquima palicaddico, maior numero ¢ area de
cavidades oleiferas, menor espessura da epiderme abaxial e menor espessura e % de

parénquima lacunoso. Estes pardmetros podem dificultar a penetracdo do patégeno e a sua



colonizagdao nos tecidos do hospedeiro. Além disso, o estudo anatomico possibilitou a
discriminacao do primeiro estagio foliar do clone altamente suscetivel em relagdo aos demais,
indicando a relacdo desses caracteres com a ferrugem, ja que esta tem preferéncia por folhas
novas e o0rgaos em inicio de desenvolvimento. A andlise dos 6leos essenciais e a quantificagdo
das substancias presentes demonstraram, por meio de analise estatistica multivariada, a
discriminacao do primeiro estagio foliar de todos os clones, bem como a diferenciagdo entre
os clones avaliados. O clone altamente suscetivel apresentou alta porcentagem de y-terpineno
e o clone resistente diferiu pela maior porcentagem de limoneno, podendo essas substincias
ser consideradas como marcadores bioquimicos de resisténcia a ferrugem do eucalipto. A
micromorfologia revelou, para o clone A (resistente) a manutencao da sua resisténcia, nos trés
estagios foliares, em fun¢do da auséncia de sintomas, provocados pelo patégeno, na superficie
foliar e pela menor incidéncia de apressorios formados. Os resultados demonstram que os
caracteres anatomicos quantitativos e bioquimicos podem influenciar na resisténcia de uma
planta a determinada doenca. Dessa forma, cuticulas mais delgadas facilitam a penetragcdo do
patdgeno na planta e epidermes mais espessas disponibilizam maior quantidade de nutrientes,
necessarios ao desenvolvimento do agente causal. Uma vez que alguns metabolitos
secundarios atuam na defesa da planta contra agentes invasores, a composi¢do e quantificagao
dos 6leos essenciais, bem como a presenga de maior area ¢ numero de cavidades secretoras

dessas substancias, sdo importantes na resisténcia do hospedeiro ao Puccinia psidii.

Palavras-chave: 6leos essenciais, anatomia foliar, resisténcia, Puccinia psidii, eucalipto.
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2. ABSTRACT

In nature, most plants are resistant to the many existing pathogens, and such
resistance could be related to the existence of substances that are toxic to microorganisms. The
biochemical reactions that take place in cells of the host produce substances that are toxic to
the pathogen or create adverse conditions for their growth inside the plant, significantly
contributing toward resistance. In addition to biochemical factors, there are structural defense
mechanisms that act by conferring resistance to the host against infection by pathogens. This
work's objective was to quantify leaf anatomical characters at three developmental stages (E1,
E3, and ES5); analyze Puccinia psidii pathogenesis via leaf micromorphology; and characterize
the essential oils composition of eucalyptus clones, in order to establish a relationship between

these factors and resistance to rust caused by the fungus Puccinia psidii. In the anatomical and



essential oils study, clones with different degrees of resistance were selected as follows: clone
A was considered resistant, clone B susceptible, and clone C highly susceptible. Clones A and
C were selected for scanning electron microscopy. By quantitative anatomy of the leaf
interveinal region, clone A exhibited structural differences that could be linked to resistance in
this material, such as: greater thickness of the abaxial and adaxial cuticles, greater thickness of
the adaxial palisade parenchyma, greater palisade parenchyma percentage, higher number and
area of oleiferous receptacles, smaller thickness of the abaxial epidermis, and smaller
thickness and percentage of spongy parenchyma. These parameters can make it difficult for
the pathogen to penetrate and colonize host tissues. In addition, the anatomical study allowed
the discrimination of the first leaf stage in the highly susceptible clone in relation to the others,
indicating a relationship between these characters and rust, since the disease occurs preferably
on young leaves and organs at the initial stages of development. The essential oils analysis and
quantification of substances present demonstrated, by means of multivariate statistical
analysis, the discrimination of the first leaf stage in all clones, as well as a differentiation
between the clones evaluated. The highly susceptible clone showed higher percentage of vy-
terpinene and the resistant clone was different because of its higher percentage of limonene,
which could be biochemical marks for the rust resistance in Eucalyptus. The
micromorphology revealed that clone A (resistant) maintained its resistance condition during
the three leaf stages, because of a lack of symptoms caused by the pathogen on the leaf
surface, and because of a reduced incidence of appressoria formed. The results demonstrate
that quantitative anatomical and biochemical characters influence the resistance of a plant to a
given disease. Thus, thinner cuticles facilitate the pathogen's penetration into the plant, while
thicker epidermides make a greater amount of nutrients available, required for development of
the causal agent. Since some secondary metabolites act by defending the plant against invasive
agents, the composition and quantification of essential oils, as well as the presence of a larger
area and greater number of glands that secrete these substances, are important for host

resistance to Puccinia psidii.

Keywords: essential oils, leaf anatomy, resistance, Puccinia psidii, Eucalyptus.



3. INTRODUCAO

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, com cerca de 650
espécies, apresenta uma ampla plasticidade e dispersdo mundial, crescendo satisfatoriamente
em diferentes situagdes edafoclimaticas, extrapolando aquelas das regides de origem (Santos
et al., 2001; Schumacher et al., 2005).

O cucalipto (Eucalyptus spp.) ocorre naturalmente na Australia,
Indonésia e ilhas proximas, tais como Flores, Alor e Wetar (Santos et al., 2001). De acordo
com Sampaio et al. (1961), ¢ dificil determinar, com seguran¢a, a data da introducdo do
eucalipto no Brasil. Presume-se que os primeiros tenham sido plantados por Frederico de
Albuquerque, em 1868 no Rio Grande do Sul (Sampaio et al., 1961).

No entanto, foi o agronomo Edmundo Navarro de Andrade, que deu
inicio aos primeiros reflorestamentos experimentais no Brasil, em 1904, no Horto de Jundiai,
onde assumiu a dire¢do ( Sampaio et al., 1961).

O eucalipto ¢ cultivado para os mais diversos fins, tais como, papel,
celulose, lenha, carvdo, aglomerado, serraria, 6leos para industrias farmacéuticas, mel,
ornamentacdo e quebra-vento. No mundo, o eucalipto ¢ a drvore mais plantada, com mais de
17,8 milhoes de hectares (Alfenas et al., 2004).

A importancia da cultura do eucalipto para o Brasil pode ser avaliada
pela participagdo do setor florestal na economia do pais. Inicialmente, apoiado por incentivos

fiscais ao reflorestamento, e também pelos Programas Nacionais de Siderurgia a Carvdo



Vegetal e de Celulose e Papel, o setor responde atualmente por 4,5% do PIB nacional (R$ 22
bilhdes), com geracdo de 6,5 milhdes de empregos (9% da populacdo economicamente ativa
brasileira — PEA). Adicionalmente, a continua expansdo do setor florestal brasileiro, baseado
em plantacdes, principalmente com eucaliptos, possibilita a exportagdo de US$ 5,5 bilhdes por
ano, equivalente a 7,5% das exportagdes brasileiras (Medrado et al., 2005).

A partir de 1965, com a lei dos incentivos fiscais ao reflorestamento, a
area de plantio de eucalipto no Brasil aumentou de 500 mil para 3 milhdes de hectares
(Valverde, 2004). Gracas as condigOes naturais favoraveis de solo e clima, a evolugdo
tecnoldgica e aos conhecimentos acumulados sobre o seu manejo, a produtividade
experimental que era de 10 m?/ ha/ano passou a ser de 60 a 70 m*®/ ha/ano (SBS, 2004). O
Brasil possui, atualmente, a segunda maior area reflorestada com espécies de Eucalyptus do
mundo (Alfenas et al., 2004).

O processo de clonagem do eucalipto, a partir de arvores adultas teve
inicio na década de 70 na regido de Coff’s Harbour, na Australia, através da técnica de
enraizamento de estacas obtidas de brotacdes colhidas no campo ou de mudas (Alfenas et al.,
2004).

Segundo Alfenas et al. (2004), a técnica de clonagem foi decisiva para
o ¢€xito dessa cultura em regides quentes e umidas, favoraveis a incidéncia de doengas. Com
isso, possibilitou um grande impulso no setor florestal no Brasil, permitindo a formagdo de
plantios homogéneos, resistentes a doengas e de alta produtividade.

A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii, ¢ uma das doengas
mais comuns em plantios de eucalipto, devido as condigdes ambientais favordveis ao seu
desenvolvimento e maior suscetibilidade de algumas espécies cultivadas. Plantas altamente
suscetiveis podem ter o seu crescimento comprometido pela doenga, sofrendo um enfezamento
quando severamente atacadas. Estas plantas poderdo ser dominadas pelas adjacentes que,
menos afetadas ou sadias, continuam crescendo normalmente (Ferreira, 1989).

Além do eucalipto, o patégeno infecta outras espécies de Myrtaceae,
como jambo, goiabeira, jabuticabeira, aracazeiro, pitangueira e jameldozeiro, sendo algumas
destas mais atacadas do que as outras (Joffily, 1944; Ferreira, 1983; Alfenas et al., 2004).

O isolado proveniente de um hospedeiro pode ser especifico ou atacar

outras espécies de mirtaceas. Esta relacdo pode estar associada a componentes especificos,



situados na superficie do hospedeiro ou mesmo internamente em folhas e ramos, consistindo
em um fator de reconhecimento por parte do patogeno ao hospedeiro.

A ferrugem pode ocorrer tanto em viveiros como no campo, porém ¢
neste Ultimo que estd sua maior importancia econdmica. Para o controle da doenga no campo,
muitas vezes ndo sdo utilizadas aplicacdes com fungicidas, visto que os gastos com o produto
podem ser superiores as perdas provocadas pela ferrugem, tornando-se economicamente
inviavel. Além disso, ainda ndo existem fungicidas registrados para o setor florestal, o que
dificulta a utilizagdo dos mesmos, que deve ser apenas como “uso emergencial”. Neste caso
da-se preferéncia a alternativas de controle, como escape ¢ utilizagdo de variedades resistentes.

A resisténcia de uma planta pode ser caracterizada como a sua
capacidade em atrasar ou evitar a entrada e/ou subseqiiente invasdo pelo patdgeno em seus
tecidos, limitando a penetracdo, desenvolvimento e/ou reprodugdo do agente invasor
(Pascholati e Leite, 1995).

No entanto, muitas vezes uma planta considerada resistente a um
determinado patogeno pode sofrer influéncias de fatores ambientais e genéticos, alterando a
sua condicdo frente ao patdgeno. Assim, uma planta pode manifestar sua resisténcia sob
determinadas condigdes e manter ou ndo esse carater em outras condig¢des (Silva et al., 2005).
Além disso, alguns agentes patogénicos podem variar quanto ao grau de agressividade, através
de ragas fisiologicas, promovendo a infec¢do de plantas anteriormente consideradas
resistentes.

Os fungos exercem uma grande influéncia na evolucdo de seus
hospedeiros, adaptando-se, por sua vez, as mudangas do genotipo do hospedeiro para
aumentar as situagdes de intima coevolucdo (Pyrozinski e Hawksworth, 1988). Enquanto o
hospedeiro utiliza estratégias de defesa para se proteger do agente causal da doenga, este
procura neutralizar tais reacdes através do seu arsenal bioquimico, em busca de nutrientes
necessarios a sua sobrevivéncia (Pascholati e Leite, 1995).

Dessa forma, um dos importantes mecanismos que atuam conferindo
resisténcia ao hospedeiro a infec¢do por patdgenos ¢ o estrutural, que pode ser dividido em
pré-formado ou constitutivo, ou pds-formado, o qual se origina apdés o contato patdgeno-

hospedeiro (Pascholati e Leite, 1995; Agrios, 2005).



A resisténcia estrutural envolve estruturas de defesa fisica da planta,
como cuticula, tricomas, estomatos e fibras que atuam como barreiras, impedindo ou
restringindo o desenvolvimento da doenca em seus tecidos. Porém, mesmo com a presencga
dessas estruturas pré-formadas, muitas vezes o patdgeno consegue penetrar na planta; no
entanto seu progresso pode ser evitado pela formacdo de novas barreiras estruturais, como
papilas, lignificacdo, periderme de cicatrizagao e tiloses (Pascholati e Leite, 1995).

Além dos mecanismos estruturais, existem fatores de resisténcia
bioquimicos que, por meio de reagdes, produzem substincias toxicas ao patdgeno ou criam
condi¢des adversas que dificultam o seu desenvolvimento no interior do hospedeiro. Sao
compostos sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas, como os terpenodides que
constituem uma ampla classe de produtos secundarios, como os 0leos essenciais, ativos contra
varios fitopatogenos (Pascholati e Leite, 1995; Simdes e Spitzer, 2004; Agrios, 2005).

Tendo em vista o envolvimento desses fatores no processo de defesa
de uma planta a acdo de patogenos, o trabalho teve como objetivos: quantificar as
caracteristicas anatomicas, avaliar a patogénese de Puccinia psidii pela micromorfologia da
epiderme foliar e caracterizar a composi¢do de oOleos essenciais, em trés estdgios de
desenvolvimento foliar, de clones de eucalipto, procurando-se relacionar com a resisténcia ou
suscetibilidade a ferrugem.

A presente dissertacdo serd dividida em trés capitulos, sendo o
primeiro capitulo intitulado “Anatomia foliar quantitativa em trés estagios de desenvolvimento
de clones de eucalipto e sua relagdio com a ferrugem”, o segundo capitulo intitulado
“Avaliacdo da patogénese de Puccinia psidii pela micromorfologia da epiderme foliar de
clones de eucalipto” e o terceiro capitulo intitulado “Composicdo de 6leos essenciais em trés
estagios foliares de clones de eucalipto e sua relacdo com a ferrugem, causada pelo fungo
Puccinia psidii”, redigidos conforme as normas da revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira

(PAB).



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Ferrugem do eucalipto

O eucalipto ¢ atacado por varios patdgenos, principalmente fungos,
desde a fase de viveiro até os plantios adultos. Geralmente, os problemas sdo observados nas
plantagdes, ocorrendo nos mais variados locais, espécies e €pocas do ano.

O avango das areas reflorestadas para regides mais quentes e umidas,
o plantio de espécies mais suscetiveis ou de materiais clonais, sem diversidade genética, e a
utilizagdo repetitiva de uma mesma 4rea para plantio criaram condi¢des favoraveis a
ocorréncia de doencgas (Alfenas et. al, 2004). Dentre elas, a ferrugem causada por Puccinia
psidii Winter ¢ uma das mais limitantes no estabelecimento de novos plantios e na condugao
de brotagdes de algumas espécies e procedéncias de Eucalyptus (Ruiz et al.,1987; Ferreira,
1989).

A ferrugem ¢ uma doenga causada por fungos basidiomicetos,
pertencentes a ordem Uredinales, que pode se manifestar em diversos hospedeiros nativos,
silvestres ou cultivados, sob a forma de diferentes espécies (Figueiredo, 2001). Por serem
parasitas obrigatdrios ou biotroficos dependem das células vivas do hospedeiro para sua
sobrevivéncia, assim ndo podem ser cultivados em meios artificiais (Ferreira, 1989).

Puccinia psidii ataca espécies da familia Myrtaceae, incluindo o

eucalipto, jambeiro, goiabeira, jabuticabeira, aracazeiro, pitangueira e jameldozeiro,
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respondendo de maneira diferente em cada hospedeiro quanto a agressividade (Joffily, 1944;
Ferreira, 1983; Alfenas et al., 2004; Tommerup et al., 2004). E um fungo nativo da América
do Sul e encontra-se amplamente distribuido nas Américas do Sul (Argentina, Brasil,
Coldmbia, Equador, Paraguai, Uruguai e Venezuela) e Central e nas ilhas do Caribe, havendo
ainda relatos da sua presenga na Flérida (Coutinho, 1998; Alfenas et al., 2004). Ainda nao
existem evidéncias do P. psidii na Australia, centro de origem do Eucalyptus (Coutinho et al.,
1998, Grgurinovic et al., 2006).

No Brasil foi observada a presenga do P. psidii inicialmente no Estado
de Santa Catarina, e encontra-se amplamente distribuido pelo pais. A ferrugem, causada por
este patdogeno, ¢ uma das doencas mais severas na cultura do eucalipto no Brasil, com
potencial de causar perdas em outras areas tropicais e subtropicais do mundo que possuam
florestas de eucalipto (Coutinho et al., 1998). Foi relatada pela primeira vez no Brasil, em
1929 e formalmente descrita em 1944 (Joffily, 1944).

De acordo com Figueiredo (2001), outro problema notavel de P. psidii
¢ sua capacidade de se adaptar e infectar plantas mirtdceas exdticas e ndo originarias da
América do Sul. Este é o caso do jambeiro (Syzygium jambos), trazido da India pelos
colonizadores portugueses no inicio do século XVI, do Eucalyptus spp. e da Melaleuca spp.,
plantas de interesse florestal ou de arborizagdo trazidas da Austrdlia e de outros paises
orientais. Ainda, estudos com inoculagdes cruzadas, tém demonstrado uma grande
variabilidade quanto a especializagdo fisiolégica e grau de infectividade de diferentes
populagdes de P. psidii coletados de diferentes hospedeiros.

Castro et al. (1983) realizaram inoculag¢des cruzadas de Eucalyptus
grandis e E. cloeziana, goiabeira e jambeiro com P. psidii. Os autores verificaram que as
quatro espécies apresentaram-se como hospedeiras de P. psidii proveniente de eucalipto,
goiabeira e jambeiro; no entanto, mostraram respostas diferentes quanto a intensidade da
infec¢do. A variabilidade fisiologica de P. psidii também foi testada por Coelho et al. (2001)
em goiabeira, jambeiro ¢ Eucalyptus grandis, utilizando-se 13 isolados do patdogeno. Neste
trabalho, os autores detectaram trés grupos de especializagdo fisiologica, sendo o grupo 1
compativel com eucalipto e jambeiro, grupo 2 com eucalipto e goiabeira e o 3 apenas com

goiabeira.
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Furtado et al. (2005) também verificaram a existéncia de
especializagdes fisiologicas em diferentes populagdes do patdogeno testados em Eucalyptus
grandis e no hibrido urograndis. Neste trabalho, foi observada viruléncia de varios isolados
para E. grandis, sendo que dois isolados induziram reagdo de hipersensibilidade; ja o hibrido
mostrou-se mais resistente que o E. grandis.

Para os fungos causadores de ferrugens, o fotoperiodo, a temperatura
e a umidade sdo variaveis que desempenham papel fundamental na biologia do patégeno e na
ocorréncia e severidade da enfermidade, pois influenciam os processos de germinagao,
penetragdo e infecgdo (Nutman e Roberts, 1963).

Para que ocorra o ataque de P. psidii sao necessarias condigdes
ambientais favoraveis. Em condig¢des de campo, temperatura menor ou igual a 20°C, longos
periodos com molhamento foliar (maior que seis horas/dia) e umidade relativa noturna >80 %,
favorecem a ferrugem no jambeiro (Blum e Dianese, 2001) e no eucalipto (Ruiz, 1989;
Ferreira, 1989). Suzuki e Silveira (2003) verificaram que a temperatura ¢ o fator que mais
afeta a viabilidade de esporos de P. psidii, sendo que temperaturas elevadas contribuem para a
menor incidéncia da doenca em épocas mais quentes do ano.

Ferreira (1983) relata que periodos de duas a trés semanas com dias
de temperatura relativamente baixas e alta umidade podem favorecer a ocorréncia de surtos da
ferrugem. A formagdo de orvalho ¢ um dos fatores determinantes de novas infecgdes e
produgdo de novos uredinidosporos de P. psidii (Blum ¢ Dianese, 2001). Alguns autores
informam que a formagdo de orvalho ocorre apenas quando a umidade relativa ¢ igual ou
superior a 90% (Ferreira, 1983; Ruiz, 1989) e a temperatura abaixo de 20° C (Ferreira, 1989).

Uma das caracteristicas da ferrugem do eucalipto ¢ manifestar-se na
forma de surtos esporadicos de curta ou, relativamente, longa duragdo (um més até mais de
seis meses). Os surtos de longa duragdo incluem ciclos secundarios ou repetidos de infec¢des
urediniosporicas (Ferreira, 1989).

A doenga se manifesta, principalmente, nos primeiros pares de folhas e
orgdos em inicio de desenvolvimento, sendo as plantas mais suscetiveis at¢ completarem dois

anos de idade (Ferreira, 1989, Demuner e Alfenas, 1991).
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A etapa de infeccao tem inicio com a deposi¢ao de uredinidsporos na
superficie foliar, a formagdo do tubo germinativo e, posteriormente, do apressorio, que emitird
uma estrutura especializada para penetrar na planta por via direta (através da cuticula). Em
seguida, o fungo coloniza os tecidos da planta e retira seus nutrientes por meio de haustérios
formados no interior das células vivas do hospedeiro, promovendo o aparecimento dos
sintomas (Ferreira, 1983;Alfenas et al., 2004).

O ataque da doenca ¢ facilmente observado e sua identificacdo ¢
segura devido aos sintomas apresentados nos tecidos das plantas, que se ddo, inicialmente, por
pontuacdes clordticas, que se transformam em pustulas ou soros, onde se expdem, com 0
rompimento de epiderme, massas pulverulentas de urediniésporos, de coloragdo amarelo vivo.
Estas pustulas podem se coalescer, recobrindo a superficie das brotacdes do eucalipto quando
o ataque ¢ intenso. Em conseqiliéncia, os tecidos afetados morrem e secam, adquirindo
coloracdo negra, devido a necrose ocasionada pelo patogeno (Ferreira, 1989; Alfenas et al.,
2004; Tommerup et al., 2004).

Como o ataque se da antes das folhas completarem seu
desenvolvimento, estas freqiientemente acabam ficando deformadas. O mesmo tipo de ataque
pode ocorrer em frutos jovens, deformando-os. Porém, a ferrugem raramente mata as plantas,
exceto quando ataca severamente brotagdes novas de tocos apods o corte raso (Ferreira, 1989).

A acdo do patogeno sobre a planta provoca deformagdes nos 0rgaos
aéreos (hastes, folhas, flores e frutos), afetando assim os diversos processos fitofisiologicos
(Alfenas et. al, 1989; Ferreira,1989;).

Os primeiros danos seriamente causados por P. psidii em eucalipto
ocorreram em 1973 no Estado do Espirito Santo, provocando uma grande perda em viveiros e
plantios jovens de E. grandis. Demuner e Alfenas (1991) relataram que em 1986 cerca de 122
ha de E. cloeziana foram quase que totalmente dizimados pelo patdgeno na regido de Teixeira
de Freitas, BA, resultando numa perda de cerca de U$ 73.200,00.

Na década de 90, foram registrados os primeiros surtos de ferrugem
em areas florestais no Estado de Sao Paulo, no municipio de Santa Branca, sendo que desde
1996 a doenga tem se manifestado nessa regido de forma generalizada (Camargo et al., 1997).

Ferreira e Silva (1982) e Castro (1983) constataram que as espécies de

eucalipto mais susceptiveis a P. psidii sdo Eucalyptus grandis W.Hill ex Maiden, E. pellita F.
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Muell, E. phaeotricha Blakely et Mckie e E. cloeziana F. Muell. A doenga também foi
relatada em plantios comerciais de Eucalyptus globulus e E. viminalis em Guaiba, no Rio
Grande do Sul, com ataque severo (Alfenas et al., 2003).

O controle da doenga no campo pode ser efetuado pela aplicagdo de
fungicidas, por estratégias de escape, evitando-se areas propicias a ocorréncia da doenga ou
evitando-se o plantio de materiais suscetiveis nessa regido, bem como utilizando-se materiais
resistentes. A utilizagcdo da resisténcia genética ¢ a medida de controle mais indicada, por ser
de menor custo, facilmente executavel e por reduzir o impacto de fungicidas no ambiente

(Alfenas et al., 1989).

4.2. RelagOes entre a anatomia vegetal e a ocorréncia de doencas

A combinagdo de caracteristicas estruturais e reagdes bioquimicas
empregadas nos processos de defesa das plantas sdo essenciais para a sua manutencao no
ecossistema, em funcdo das adversidades e invasdes a que estdo submetidas. Assim, o estudo
das estruturas anatomicas pré-formadas da planta ¢ de fundamental importancia para uma
melhor compreensdo desses processos € dos mecanismos envolvidos na resisténcia aos
patdgenos.

De acordo com Metcalfe e Chalk (1957), a familia Myrtaceae
caracteriza-se, principalmente, pela presenga de cavidades secretoras de substancias oleosas;
mesofilo isobilateral a dorsiventral; tricomas simples; estobmatos ranunculaceos, ocorrendo em
ambas as superficies de folhas adultas, e presenca de cristais.

O eucalipto apresenta cavidades secretoras lisigenas (Metcalfe e
Chalk, 1957; Esau, 1974; Castro e Machado, 2006) que, na maioria das espécies estdo
localizadas abaixo da epiderme e distribuidas nos tecidos parenquimaticos; em algumas
espécies, como Corymbia citriodora, essas cavidades sdo substituidas por emergéncias
secretoras localizadas em ambas as faces da folha (Accorsi, 1941; Metcalfe e Chalk, 1957). A
epiderme ¢ revestida por cuticula, composta de cutina e ceras; o mesofilo ¢ isobilateral quando
a folha se encontra em formacao, tornando-se dorsiventral posteriormente (Metcalfe e Chalk,

1957).
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A primeira linha de defesa de uma planta contra agentes invasores ¢ a
sua superficie, onde ocorre a aderéncia do patdgeno, que utiliza seus artificios para penetrar na
mesma e causar a infeccdo (Agrios, 2005). A forma fisica da cuticula, o nimero de estdmatos
e de tricomas por area de epiderme sdo fatores importantes na defini¢do do nivel de resisténcia
a patdgenos por algumas espécies vegetais (Medeiros et. al, 2003; Agrios, 2005).

A cuticula, camada de cutina e cera que recobre a epiderme da folha, ¢
a primeira barreira enfrentada por um patdégeno (Pascholati e Leite, 1995). A espessura e o
tipo da cuticula, bem como a quantidade e a qualidade da cera presente podem dificultar a
acao do patdgeno e sua penetragao nos tecidos do hospedeiro (Medeiros et. al, 2003).

A composicdo quimica, a quantidade e a forma fisica das ceras
epicuticulares de folhas sdo governadas por muitos fatores, variando entre espécies (Baker e
Hunt, 1981). Dessa forma, a consideragdo da cuticula como estrutura de resisténcia deve ser
analisada com prudéncia, visto que tal capacidade depende das caracteristicas desta e do
agente de inter-relagdo (Silva et. al, 2005).

De acordo com Medeiros (2003), o alto nivel de pilosidade e
cerosidade da cuticula dificultam o acimulo de 4gua sobre a folha, interferindo na germinagado
de esporos fungicos que necessitam de alta umidade para ativar este processo. Este fato foi
verificado por Jerba et al. (2002) em folhas de feijao, em que a maior pilosidade presente em
cultivares resistentes a antracnose, proporcionaram o enovelamento de hifas do fungo.

Além da cuticula, o niimero e distribuicdo dos estdmatos também
atuam no desenvolvimento do patdégeno. No entanto, para patdgenos que penetram nos tecidos
do hospedeiro por via direta, como o Puccinia psidii, este fatores ndo tém influéncia no
desenvolvimento da doenca. Para a maioria das ferrugens, a penetracdo do tubo germinativo
dos esporos fungicos ¢ realizada diretamente, dispensando a existéncia de aberturas naturais
ou ferimentos (Ferreira, 1989). Segundo Furtado (comunicagdo pessoal), apenas 15% do total
de esporos germinados de Puccinia psidii podem penetrar via estdmato, sendo o restante por
via cuticular, ocorrendo entre as paredes anticlinais das células epidérmicas.

A lignificagdo das paredes celulares também pode contribuir na
restricdo a colonizacdo das plantas por fitopatogenos. Assim, paredes mais espessadas podem
se tornar mais resistentes a acao de enzimas degradadoras e a difusdo de toxinas provenientes

dos patdgenos (Pascholati e Leite, 1995; Agrios, 2005; Silva et al., 2005). Além disso, a
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parede celular também pode inibir o crescimento do patdégeno através de enzimas
degradadoras da parede fungica e da producao de fitoalexinas, produtos naturais acumulados
apos a infeccdo (Pascholati e Leite,1995; Agrios, 2005).

De acordo com Pascholati e Leite (1995), o xilema e as fibras
esclerenquimaticas, presentes na regido da nervura central da folha, sdo ricos em lignina,
podendo interromper o avanco de fungos e bactérias nessa regido. Este fator pode estar
relacionado a preferéncia de alguns patogenos, como o P. psidii, pela regido internervural da
folha, que apresenta lignina somente nas regides dos feixes vasculares, sendo o restante do
mesofilo destituido de lignificacao.

Tecidos parenquimaticos também podem exibir resisténcia aos
patdgenos, através da organizacdo e caracteristicas das células (Silva et al., 2005). Smith et al.
(2006) verificaram maior propor¢do de parénquima pali¢adico e menor ocorréncia de espacos
intercelulares em folhas de Eucalyptus nitens, considerado resistente ao Mycosphaerella spp.
Os autores relataram ainda que camadas de células palicddicas com menores espagos
intercelulares podem atrasar ou impedir a infecgdo de algumas espécies de Mycosphaerella no
hospedeiro, devido a compactagdo dessas células o que dificulta a coloniza¢do do patdgeno.
Este fato também foi observado por Jerba (2003) em folhas de cultivares de feijoeiro, com
diferentes graus de resisténcia a antracnose.

No entanto, a exposicdo de uma planta a condigdes de estresse e
alteragdes ambientais, pode modificar a sua estrutura anatomica. As deficiéncias e
desequilibrios nutricionais provocam mudangas morfologicas e bioquimicas na planta,
podendo tornar certos materiais genéticos mais suscetiveis a infec¢do por P. psidii. Dentre os
macronutrientes, as deficiéncias de Potassio e Calcio sdo as que provocam as maiores
mudangas estruturais e bioquimicas, tornando as plantas mais suscetiveis; além disso, a
caréncia de boro torna as paredes celulares mais finas e desestruturadas, favorecendo a
penetracao das hifas (Silva et al., 2005). Estudos mostram também que o silicio promove o
espessamento das células epidérmicas, proporcionando uma resisténcia fisica a penetra¢do dos
patdgenos (Korndorfer e Rodrigues, 2005).

Segundo Medeiros et al. (2003), os mecanismos estruturais explicam
alguns casos de resisténcia, mas a bioquimica ¢ a chave da imunidade. Porém, estes fatores de

resisténcia devem ser avaliados conjuntamente, visto que ndo € apenas uma caracteristica da
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planta a responsavel pelo seu processo de defesa, mas sim fatores estruturais, bioquimicos e

genéticos que estao interligados.

4.3. Relages entre dleos essenciais e a resisténcia de plantas a patogenos

Ao contrario dos metabdlitos primarios, como clorofila, aminoacidos,
nucleotideos, carboidratos simples ou membranas lipidicas, os metabolitos secundérios ndo
tem, geralmente, papel reconhecido no processo de fotossintese, respiragdo, transporte de
solutos, translocacao e assimilagdo de nutrientes ( Santos, 2004) .

No entanto, o metabolismo secundario desempenha um papel
importante na interacdo das plantas com o meio ambiente. Produtos secundarios possuem um
papel contra a herbivoria, ataque de patdgenos, competicdo entre plantas, atragdo de
organismos benéficos, acdo protetora em relagdo a estresses abidticos, como mudancas de
temperatura, conteido de agua, niveis de luz, exposicdo a UV e deficiéncia de nutrientes
minerais (Jones et al., 1991; Santos, 2004;). Segundo Bennett ¢ Wallsgrove (1994), muitos
produtos secundarios sdo componentes chave para um mecanismo de defesa ativo e eficiente
das plantas contra patdgenos e insetos.

Gottlieb et al. (1996) caracteriza os metabolitos secundarios como
especiais, provenientes da matéria-prima e energia fornecidas pelos metabolitos primarios. Os
metabolitos secundérios também diferem dos primarios por apresentarem uma distribuicao
restrita no reino vegetal, ou seja, sdo freqiientemente encontrados somente em algumas
espécies de plantas ou grupos taxonomicos (Bennett e Wallsgrove, 1994).

O estudo dos metabolitos secundarios teve inicio no século XIX,
devido ao interesse em descobrir sua importancia em medicamentos, os efeitos toxicos,
condimentares ¢ em materiais industriais. Até entdo, estes metabolitos eram pouco conhecidos,
por serem considerados sem funcionalidade no metabolismo da planta (Agosta, 1996, citado
por Taiz e Zeiger, 1998).

De acordo com os biologistas evolucionarios a defesa das plantas
pode ter surgido por meio de mutagdes genéticas, selegdo natural e mudangas na evolugdo.
Mutagdes casuais nos caminhos metabodlicos levam ao aparecimento de novos componentes

que podem ser toxicos ou impedir a agdo de herbivoros e patogenos.
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As rotas dos metabolitos secundarios sao ativadas durante alguns
estadios particulares de crescimento e desenvolvimento da planta ou em periodos de estresse
causados por limitagdes de recursos ou ataque microbiolégico (Mann,1987 citado por Santos,
2004).

As principais classes de metabodlitos secundarios sdo compostas por
fenilpropanoides, alcaloides, taninos, antraquinonas, flavonoides e terpenoides (Santos, 2004).

Os terpenos ou terpendides constituem uma ampla classe de produtos
secundarios, que sdo ativos contra bactérias, fungos, virus e protozoarios (McGarvey e
Croteau, 1995; Cowan, 1999)

Os terpenos sdo classificados de acordo com o niimero de unidades de
cinco carbonos que contém. Assim, terpenos com dez carbonos, contendo duas unidades Cs
sdo denominadas monoterpenos; com quinze carbonos, sendo trés unidades C5,
sesquiterpenos; com vinte carbonos, sendo quatro umidades C5, diterpenos. Acima disso, sao
chamados triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40 carbonos) e politerpenos. Os elementos
estruturais dos terpenos sdo, as vezes, chamados unidades isopreno, pois em altas
temperaturas, os terpenos podem se decompor e formar isoprenos. Os monoterpenos € 0s
sesquiterpenos sao as principais substancias que compdem os 6leos essenciais (Santos, 2004;
Simdes e Spitzer, 2004). Os sesquiterpenos sao menos volateis € tem menos propriedades
organolépticas do que os monoterpenos, no entanto, podem influenciar no odor dos 6leos
essenciais (Boland et al., 1991).

Os oleos essenciais sdo definidos pela ISO (International Standard
Organization) como produtos obtidos de partes de plantas por meio da destilagcao por arraste
de vapor d'dgua, bem como os produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos
citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de substincias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas (Simdes e Spitzer, 2004). Sdo complexos componentes
volateis, produzidos em diferentes partes da planta, sendo conhecidos por apresentarem varias
fungdes na mesma, incluindo resisténcia conferida a pragas e doengas (Goubran e Holmes
1993, citado por Ranasinghe et al., 2002). Podem ser produzidos em estruturas secretoras
especializadas, como pélos glandulares, células parenquimaticas diferenciadas e cavidades

oleiferas (Fahn, 1979; Castro e Machado, 2006; Simdes e Spitzer, 2004).
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Na familia Myrtaceae uma das principais caracteristicas ¢ a presenga
de pontos translucidos nas folhas que correspondem as cavidades secretoras de Oleos
essenciais, presentes abaixo da epiderme e distribuidas ao longo dos tecidos parenquimaticos
(Johnson, 1926; Accorsi, 1941; Castro e Machado, 2006). De acordo com Castro e Machado
(2006), o material secretado nessas cavidades em espécies de Eucalyptus se constitui em uma
mistura de 6leos essenciais € compostos fenolicos.

Assim como os dleos essenciais, os fendis também sdo importantes
na prote¢do das plantas contra fatores ambientais e bidticos, inibindo a agdo de fungos,
bactérias, virus, insetos e apresentando efeito alelopatico (Bennett e Wallsgrove, 1994).

Os o6leos volateis, obtidos de diferentes 6rgaos, de uma mesma planta
podem apresentar composi¢do quimica, caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos.
Cabe ainda lembrar que a composi¢do quimica de um oleo volatil, extraido do mesmo 6rgao
de uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente de acordo com a época de
coleta, condig¢des climaticas e de solo.

Romoff et al. (2005) observaram uma flutuagdo no teor de
sesquiterpenos nos meses de fevereiro e margo, bem como a predominancia de derivados
monoterpénicos, nos meses de julho, setembro e novembro, ao analisarem o 6leo volatil de
folhas de Syzygium cuminii, confirmando a influéncia de fatores climaticos e fenologicos.

Maffeis et al. (2000) verificaram que, na omissdo dos nutrientes
Potassio e Boro, os valores de citronelal encontrados na composi¢ao do 6leo essencial de E.
citriodora foram abaixo de 65%, devido ao comprometimento na produgdo de folhas. Dessa
forma, comprovaram a queda na producdo deste componente, tendo em vista que tal espécie
tem de 65-85% de citronelal em sua composicao.

A composi¢do quimica do 6leo volatil de uma planta ¢ determinada
geneticamente, sendo geralmente especifica para um determinado 6rgdo, e caracteristica para
seu estagio de desenvolvimento (Simdes e Spitzer, 1999), mas as condigdes ambientais sdao
capazes de causar variacdes significativas.

Andrade e Gomes (2000), verificando a influéncia de fatores nao
genéticos sobre o teor de 6leo essencial, em folhas de E. citriodora, observaram melhores
resultados na destilagdao das folhas maduras, quando comparadas as folhas jovens (tenras). Isto

ocorreu independentemente do estado fisico das folhas e da idade do povoamento florestal que
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as originou. Além disso, os rendimentos médios em Oleo essencial, obtidos a partir da
destilacdo das folhas previamente trituradas, foram significativamente superiores aqueles
apresentados pelas folhas ndo trituradas.

O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e os tipos de cultivo
também influem sobre a composi¢do quimica dos dleos volateis. A temperatura, a umidade
relativa, a duragdo total de exposicao ao sol e o regime de ventos exercem uma influéncia
direta, sobretudo sobre as espécies que possuem estruturas histologicas de estocagem na
superficie. Nos vegetais em que a localizacdo de tais estruturas ¢ mais profunda, a qualidade
dos oleos volateis ¢ mais constante (Valmorbida et al., 2006).

Galanti (1987) e Vitti e Brito (1999), citados por Andrade e Gomes
(2000), relatam que o rendimento em 6leo essencial pode estar relacionado com as condigdes
de solo, clima, época da colheita, idade da planta, teor de umidade da folha, método de
destilagdo, tempo de destilacdo, pressdo de vapor, procedéncia da planta e com outros fatores.

Em trabalho realizado por Lima et. al. (2005), as 7:30 da manha a
concentragdo de Oleo essencial em folhas de goiabeira (Psidium guajava), pertencente a
familia Myrtaceae, foi de 0,115%, enquanto que as 9:00 horas foi de 0,110% e as 12:00 horas
de 0,090%, sendo os rendimentos calculados em peso/peso.

Sob o ponto de vista da sua composicao quimica, qualitativa e
quantitativamente, os 6leos essenciais de eucalipto sdo misturas, mais ou menos complexas, e
variam com as espécies, genética, tipo e idade da folha, condi¢des ambientais (clima, solo, luz,
calor, umidade) e processo de extragdo. Predominam nesses o6leos os hidrocarbonetos
terpénicos monoclinicos, derivados do isopreno.

De acordo com Boland et al. (1991), o 6leo obtido da destilagao a
vapor de folhas de Eucalyptus grandis é uma complexa mistura de terpenos e p-tricetonas . Os
principais terpenos encontrados sdo monoterpenos como o-pineno (22-36%), limoneno (0,6-
2%, 1,8-cineol (0,8-8%), p-cimeno (1,4-17%), aldeido canfonelico (0,6-2,9%), fenchona (0,2-
0,4%), trans-pinocarveol (0,8-3%) e a—terpineol (3-5%); e os sesquiterpenos sdo os alcoois
globulol (0,2-1%), espatulenol (0,6-3%) e muitos alcoois ndo identificados variando de 0,3-
2%. Quanto as B-tricetonas, que correspondem a 40% do total de 6leo, trés estdo presentes:

leptospermona (24%), flavosona (13%) e isoleptospermona (3%).
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Segundo Oqunwande et al (2003), investigagdes anteriores dos
constituintes quimicos do 6leo extraido de folhas de Eucalyptus grandis cultivado no Uruguai,
Australia e Turquia mostraram o 1,8-cineol como principal componente. Ja, Dethier et al.
(1994) verificaram que o 6leo de folhas de E. grandis crescidos no Burundi apresentou como o
a-pineno como composto majoritario; enquanto que o-pineno e orto-cimeno foram os
principais constituintes no Congo. Dagne et al. (2000) encontraram o-pineno € B-pineno como
mais abundantes na Etiopia.

Oqunwande et al (2003) verificaram ainda que o rendimento dos 6leos
obtidos da hidrodestilagdo de folhas de E. microtheca, E. tereticornis e E. grandis foram 2,3%,
3,4% e 4,7% (peso/peso), respectivamente.

O monoterpeno rico em Oleos de folhas de E. grandis foi
caracterizado pela abundancia de a-pineno (30,4%), terpinen-4-ol (10,7%), cis-B-ocimeno
(9,4%), borneol (8,4%) e cis-terpineol (8,0%). A auséncia de 1,8-cineol revelou um desvio
acentuado dos resultados de investigacdes prévias, mas nota-se que a quantidade deste
componente relatado na literatura foi relativamente baixo, entre 0,8 a 8% (Oqunwande et al,
2003). Os mesmos autores observaram ainda que 0s sesquiterpenos estavam presentes em
baixa quantidade (0,6-13,3%) nas trés espécies de eucalipto, enquanto um aldeido poderia ser
identificado somente em 6leo de E. microtheca.

Segundo Janssen et al. (1987), um composto ¢ considerado
biologicamente ativo quando exerce agdo especifica sobre determinado ser vivo, seja ele
animal, vegetal ou microrganismo. Uma vasta gama de compostos organicos de origem
vegetal ¢ biologicamente ativa, isto €, tem acdo tranqiiilizante, analgésica, antiinflamatoria,
citotoxica, anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida, inseticida, etc. Dentre os
fitocompostos, os oOleos essenciais encontram maior aplicagdo bioldgica como agentes
antimicrobianos, o que representa uma extensdo do proprio papel que exercem nas plantas,
defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos.

No caso de 6leos de eucalipto, existem alguns relatos do seu uso
contra fitopatogenos. Salvatori et al. (2002) reportaram a acdo antifungica do o6leo de
Corymbia citriodora, testados in vitro através do crescimento micelial, no controle de alguns
fitopatogenos. Zeni et al. (2004) verificaram o efeito inibidor do 6leo de C. citriodora sobre

Botritys cinerea.
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Muitos 6leos de eucalipto sdo relatados apresentando propriedades
carminativa, inseticida e antimicrobial. As folhas tém sido usadas no armazenamento de graos

devido a habilidade de seus 6leos em inibir o crescimento de outros organismos (Oqunwande

et al, 2003)

Salgado et al. (2003) observaram acentuada ac¢ao fungitoxica do 6leo
essencial de Eucalyptus urophylla sobre Fusarium oxysporum, Bipolaris sorokiniana e
Botrytis cinerea, devido a presenga do globulol, composto majoritario desse 6leo. No entanto,
Salgado et al. (2001) nao detectaram presenga deste componente nos 6leos de Corymbia
citriodora e Eucalyptus camaldulensis, diferentemente de Boland et al. (1991), que
registraram teor de 3 a 7% de globulol em E. camaldulensis.

Abreu et al. (2005), detectaram auséncia completa de folhas e foliolos
doentes de tomateiro, cultivado em ambiente protegido, devido a agdo do 6leo de Corymbia
citriodora na concentragdo 5000 pL.L™" sobre o fungo Alternaria solani.

Em estudo desenvolvido por Bartynska e Budzikur Ramza (2001), os
Oleos essenciais de eucalipto, lavanda, alecrim e tomilho foram efetivos na inibi¢ao do
crescimento de fungos pertencentes ao género Fusarium.

Apesar dos produtos secundarios serem importantes na protecdo das
plantas contra uma ampla variedade de microrganismos e herbivoros, em algumas situagdes
patogenos especializados podem se tornar resistentes as barreiras quimicas impostas pelas
plantas, podendo ser atraidos por toxinas produzidas pelas mesmas (Wink, 1987).

A estimulacdo da germinag@o de uredinidsporos da ferrugem do trigo
foi verificada por French (1961), o qual demonstrou que muitos terpendides € compostos
relacionados foram capazes de acelerar a taxa de germinacgdo desses esporos. Bizi (2006) ao
testar “in vivo” o efeito dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus, Pinus spp. ¢ Corymbia
citriodora verificou a auséncia total de controle de Botrytis cinerea e Oidium sp. em
Eucalyptus dunnii e E. benthamii, respectivamente, sugerindo a presenga de algum composto

capaz de atrair ou estimular o processo infeccioso do patdégeno no hospedeiro.
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Resumo

Silva-Souza, R.R; Rodella, R.A; Furtado, E.L. Anatomia foliar quantitativa, em trés
estagios de desenvolvimento, de clones de eucalipto e sua relacdo com a ferrugem.

Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 2008.

A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii, ¢ uma das principais doengas que
ocorrem na cultura do eucalipto, podendo provocar grandes perdas de produtividade no
campo. O controle ¢ efetuado, principalmente, pelo uso de variedades resistentes. Assim,
estudos anatdmicos sdo importantes para caracterizar as estruturas que estdo envolvidas no
mecanismo de defesa da planta. O objetivo foi quantificar a estrutura anatdémica da regiao
internervural da lamina foliar, em trés estagios de desenvolvimento (E1, E3 e ES5), de trés
clones (Clone A-resistente; Clone B-suscetivel e Clone C-altamente suscetivel),
provenientes do cruzamento entre Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis, procurando-

se relacionar com a resisténcia a ferrugem. Foram realizados cortes histologicos e a
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mensuragdo dos tecidos presentes na regido internervural das folhas. Através da
quantificagdo dos tecidos, cujos dados foram submetidos a andlises estatisticas
multivariadas, foi possivel discriminar os trés estagios foliares e os clones estudados quanto
ao grau de resisténcia ou suscetibilidade a ferrugem, causada por P. psidii. O clone A
confirmou a sua resisténcia pela maior espessura das cuticulas abaxial e adaxial, maior
espessura do parénquima palicddico adaxial, maior % de parénquima palicadico, maior
nimero e 4area de cavidades oleiferas, menor espessura da epiderme abaxial e menor
espessura ¢ % de parénquima lacunoso. Estes pardmetros podem dificultar a penetracdo do

patogeno e a sua colonizagao nos tecidos do hospedeiro.

Termos para indexagdo: Puccinia psidii, anatomia foliar, eucalipto, resisténcia.

Summary

Silva-Souza, R.R; Rodella, R.A; Furtado, E.L. Quantitative leaf anatomy at three
developmental stages of eucalyptus clones and their relationship with eucalyptus rust.

Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 2007.

The rust caused by the fungus Puccinia psidii is one of the main diseases that occur
in eucalyptus, and may cause substantial yield losses in the field. Control is primarily
achieved with the use of resistant varieties. Therefore, anatomical studies are important to
characterize structures involved in the plant's defense mechanism. The objective of the study
was to quantify the anatomic structure of the leaf blade's interveinal region at three
developmental stages (E1, E3, and ES5) of three clones (Clone A-resistant; Clone B-
susceptible, and Clone C-highly susceptible) obtained from a cross between Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis, attempting to relate it to rust resistance. Histological cuts
were made and the tissues present in the leaves' interveinal region were measured. Using
tissue quantification, whose data were submitted to multivariate statistical analyses, the three
leaf stages and the clones studied could be discriminated as to their degree of resistance or

susceptibility to rust caused by P. psidii. Clone A confirmed to be resistant, in view of the
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greater thickness of its abaxial and adaxial cuticles, greater thickness of its adaxial palisade
parenchyma, greater palisade parenchyma percentage, higher number and area of oleiferous
receptacles, smaller thickness of the abaxial epidermis, and smaller thickness and percentage
of spongy parenchyma. These parameters may make it difficult for the pathogen to penetrate

and colonize host tissues.

Keywords: Puccinia psidii, leaf anatomy, eucalyptus, resistance.

Introducéo

Ao longo da evolugdo, as plantas desenvolveram estratégias de defesa contra
patdgenos e agentes invasores, que poderiam colocar em risco a sua sobrevivéncia. Através de
mecanismos de resisténcia estruturais ou bioquimicos, as plantas sdo capazes de estabelecer
barreiras fisicas, impedindo a entrada do patdgeno e a colonizacdo dos tecidos, bem como de
produzir substancias que podem ser toxicas ao patdogeno ou interferir no seu processo de

colonizacdo (Pascholati e Leite, 1995; Agrios, 2005).

Muitos trabalhos ja demonstraram que os fatores estruturais de resisténcia
apresentam intima relacdo com a defesa do hospedeiro ao ataque por patdgenos, através de
mecanismos pré-formados, como a cuticula, tricomas, estdmatos e fibras, ou pos-formados

como as papilas, halos, lignifica¢do, periderme de cicatrizagdo e tiloses.

A superficie das plantas constitui-se na primeira linha de defesa contra
fitopatogenos, que devem ultrapassa-la para causar a infeccdo (Pascholati e Leite, 1995).
Dessa forma, a espessura cuticular pode contribuir para a resisténcia da planta, reduzindo a
penetragao de fungos, como o Puccinia psidii, que penetra diretamente nos tecidos do
hospedeiro. Nesse caso, o numero de estdmatos na folha ndo interfere muito no processo
inicial do patogeno, visto que apenas 15% dos esporos germinados de P. psidii penetram por

esta via.

A interferéncia da espessura cuticular e do parénquima pali¢addico de folhas jovens

de Eucalyptus nitens ao ataque de Mycosphaerella sp. foi relatada por Smith et al. (2006). Os
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autores verificaram que a maior espessura da cuticula e a alta propor¢ao de parénquima
pali¢adico estdao associadas com a resisténcia da planta. Esses fatores, juntamente com a maior
compacta¢do de células e maiores espessuras de paredes celulares também comprovaram a
resisténcia de feijdo a antracnose (Jerba, 2003).

Os tricomas interferem na continuidade do filme d’agua sobre a superficie foliar,
dificultando a germinagdo de esporos fingicos ou expondo o patdgeno a substancias toxicas
presentes naqueles que apresentam glandulas secretoras (Pascholati e Leite, 1995, Jerba, 2003,
Agrios, 2005).

Apesar da grande maioria das plantas ser resistente a maior parte dos patdogenos,
por possuirem um amplo arranjo de componentes constitutivos de defesa e/ou de bloqueio
fisico da entrada de microorganismos, muitas plantas cultivadas sdo suscetiveis a um
determinado numero de patégenos capazes de causar enormes perdas de produtividade
(Barbieri e Carvalho, 2001). Além disso, a falta de diversidade genética em monoculturas
favorece o estabelecimento e epidemia de doengas, quando as condigdes sao favoraveis as
mesmas, como ocorre com o patossistema eucalipto-ferrugem.

Com o grande avango de areas reflorestadas, principalmente de plantios clonais, a
ferrugem, juntamente com outras doengas, vem ganhando cada vez mais importancia em
funcdo da auséncia de materiais geneticamente diferentes. Dessa forma, a utilizacdo de
variedades resistentes e o escape sdo importantes estratégias de controle da doenga.

No entanto, a selecdo de variedades resistentes depende ndo s6 da resposta da
planta a inoculagdo com o patégeno, em condi¢des controladas e de campo, ou de fatores
genéticos e bioquimicos, mas também do maior conhecimento da estrutura anatémica da
planta.

O estudo da anatomia foliar ¢ bastante importante, pois permite uma andlise
comparativa entre os diferentes hospedeiros em diferentes estagios foliares, possibilitando
relacionar o nivel de resisténcia com a quantidade de tecidos presentes que possam constituir
em barreiras a infeccao pelo patdgeno.

De acordo com Metcalfe e Chalk (1957), a familia Myrtaceae caracteriza-se,
principalmente, pela presenca de cavidades lisigenas secretoras de substancias oleosas;
mesofilo isobilateral a dorsiventral; tricomas simples; estdmatos ocorrendo em ambas as

superficies de folhas e presenca de cristais.
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O cucalipto apresenta cavidades secretoras que, na maioria das espécies sao
localizadas abaixo da epiderme e distribuidas nos tecidos parenquimaticos, sendo substituidas,
em algumas espécies, como a Corymbia citriodora, por emergéncias secretoras distribuidas
em ambas as faces da folha (Accorsi, 1941; Metcalfe e Chalk, 1957). A epiderme ¢é revestida
por cutina e cera em algumas espécies de Eucalyptus; o mesofilo ¢é isobilateral quando em
formacgao, tornando-se dorsiventral posteriormente (Johnson, 1926; Metcalfe e Chalk, 1957).

A associagdo entre a anatomia vegetal e a fitopatologia, ¢ de fundamental
importancia para o melhor entendimento da patogénese e das reagdes apresentadas pelo
hospedeiro, quando exposto a acdo dos patégenos, bem como para verificar diferengas
estruturais capazes de conferir resisténcia a planta (Jerba, 2003).

Jerba (2003) diferenciou cultivares de feijoeiro quanto ao grau de resisténcia a
antracnose através de estudo anatomico foliar e histopatologico. A autora demonstrou que o
cultivar resistente apresentou menor area de nervura central, maior numero de tricomas, baixo
nivel de infeccdo pelo patdogeno e ocorréncia precoce de compostos fendlicos quando
infectado pelo patdgeno.

Sambugaro (2003) relata que foi possivel a diferenciacdo de estagios foliares da
seringueira através de estudos anatomicos, bem como do grau de resisténcia de clones ao
Microcyclus ulei. Assim, clones resistentes a doenga apresentaram epiderme abaxial mais
espessa e a auséncia da fase sexuada do patdogeno, sem a formagdo de tecidos estromaticos e
esporulagdo ascogena.

Em eucalipto, a relagdo entre a anatomia foliar e a fitopatologia foi verificada por
Smith et al. (2006). Os autores observaram que folhas jovens de Eucalyptus nitens resistente a
espécies de Mycosphaerella eram mais espessas, com alta propor¢ao de parénquima paligadico
e menores espacos intercelulares. Nos estudos histopatoldgicos verificaram aumento na
divisdo celular nas folhas resistentes, bem como a formacao de uma periderme necrética mais
organizada, continua e lignificada do que nas procedéncias suscetiveis.

Tendo em vista a importincia das estruturas anatomicas da planta na sua protecao
contra patogenos, este trabalho tem como objetivo quantificar a estrutura anatomica da regido
internervural da lamina foliar, em trés estagios de desenvolvimento, de trés clones de
eucalipto, provenientes do cruzamento entre Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis,

procurando-se relacionar com a resisténcia a ferrugem.
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Material e Métodos

O material utilizado na condugao do ensaio foi obtido de 4rea de plantio clonal de
Eucalyptus urograndis, hibrido proveniente do cruzamento entre Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus grandis, com aproximadamente 12 meses de idade, pertencente a empresa
Votorantim Celulose e Papel S. A. Foi selecionado um clone resistente a ferrugem (clone A),
causada pelo fungo Puccinia psidii, um clone suscetivel (clone B) e um altamente suscetivel
(clone C), de acordo com testes de inoculacdo realizados no Departamento de Produgao
Vegetal, setor de Defesa Fitossanitaria, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, em Botucatu-
SP, e de indices de incidéncia e severidade da doenca provenientes de levantamentos
realizados pela empresa.

De acordo com Ferreira (1989), a doenga se manifesta, principalmente, nos
primeiros pares de folhas e orgdos em inicio de desenvolvimento. Dessa forma foram
selecionados trés estagios foliares para o estudo anatdmico, de acordo com a disposi¢ao dos
pares de folhas nos ramos, sendo o primeiro estdgio (E1) considerado susceptivel, o terceiro
(E3) moderadamente resistente e o quinto (ES) resistente a ferrugem, estabelecidos por Silva
et al. (2003).

Para se proceder ao estudo anatémico coletaram-se folhas sadias, nos estagios
descritos acima, e destas foram retiradas amostras do ter¢o médio da lamina foliar, que foram
imediatamente fixadas em FAA 50 (formaldeido + 4cido acético glacial + alcool 50 %),
durante 48 horas, sendo posteriormente conservadas em alcool 70 % e desidratadas em série
etilica ascendente (Johansen, 1940).

As amostras foliares da regido internervural foram infiltradas em resina glicol-
metacrilato, seguindo-se a técnica de Gerrits (1991), e posteriormente, cortadas
transversalmente em microtomo rotatério, com 8 um de espessura, coradas com azul de
toluidina 0,05% pH 4,7 ¢ montadas em resina sintética (O’Brien et al., 1964). Para cada
estagio foliar e para cada clone foram utilizadas trés repeti¢des, a fim de se obter resultados

mais consistentes.
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As estruturas foliares foram desenhadas com auxilio de microscopio de projecao,
sendo, em seguida, efetuadas as mensuracdes dos caracteres estruturais, através de uma mesa
digitalizadora acoplada a programa computacional especifico.

Foram quantificadas as seguintes caracteristicas anatomicas da regido internervural
da lamina foliar: espessura da cuticula das faces adaxial e abaxial, espessura da epiderme das
faces adaxial e abaxial, espessura do parénquima palicddico adaxial e abaxial e % de
parénquima pali¢adico em relagdo a espessura foliar, espessura € % do parénquima lacunoso
em relacdo a espessura foliar, bem como espessura da folha, drea e nimero de cavidades
oleiferas por mm?® de superficie foliar.

Para a mensuragao da espessura da cuticula adaxial e abaxial, os cortes anatomicos,
provenientes de material incluido em historresina, foram corados com Sudan IV (Johansen,
1940), o qual facilita a observagdo da cuticula, uma vez que esta estrutura apresenta coloragao
hialina, dificultando a sua visualizagdo ao microscopio.

A contagem do nimero de cavidades oleiferas foi realizada em folhas frescas com
o auxilio de estereomicroscopio acoplado a uma camara clara, onde foi possivel a visualizagao
dos pontos translicidos das folhas correspondentes as estruturas. Foram utilizadas oito
repeti¢des para cada tratamento, correspondente aos estagios foliares e aos clones estudados.

A drea das cavidades oleiferas por mm’ de superficie foliar foi calculada
multiplicando-se o nlimero de cavidades pela média da drea mensurada de trinta cavidades
oleiferas.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes estatisticos multivariados de analise
de agrupamento e analise de componentes principais (Sneath e Sokal, 1973), procurando-se
estabelecer diferengas anatdmicas quantitativas entre os clones estudados e os estagios

foliares, bem como relacionar com a resisténcia a ferrugem.
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Resultados e Discussao

Caracteristicas anatbmicas da regido internervural das folhas dos hibridos de

Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla

O estagio inicial de desenvolvimento foliar (E1) caracteriza-se pela presenca de
parénquima pali¢addico isobilateral, com poucos espagos intercelulares, paredes celulares
delgadas e menor espessura da folha (Figuras 1-3). O parénquima isobilateral ¢ constituido por
camadas de células palicadicas em ambas as faces da folha, diferentemente do dorsiventral,
que apresenta parénquima palicadico na face adaxial e lacunoso na face abaxial (Esau, 1974;

Scatena e Scremin-Dias, 2006), como mostram as Figuras 1 a 3.

Observa-se nas Figuras 4 a 6 que, a medida que a planta se desenvolve, no terceiro
estagio foliar o parénquima apresenta aspecto dorsiventral, como verificado também por
Metcalfe e Chalk (1957) em algumas espécies de Eucalyptus e por Silva et. al (2003), em
Eucalyptus grandis. No quinto estagio foliar, os tecidos ja estdo mais diferenciados, mantendo

a condi¢do do parénquima dorsiventral (Figuras 7-9).

A epiderme € constituida por células estreitamente unidas entre si, sem espacos
intercelulares e dispostas em uma tnica camada. A cuticula ¢ bem espessa em todos os clones,
entretanto, no primeiro estagio foliar encontra-se mais delgada quando comparada aos outros
estagios. Uma das caracteristicas do eucalipto ¢ a presenca de cavidades secretoras de 6leos

essenciais, que estao distribuidas no mesofilo, em contato direto com a epiderme.

Relacéo dos caracteres anatdomicos quantitativos com a ferrugem

Os valores médios referentes aos 12 caracteres anatdmicos quantitativos para os
trés clones de eucalipto, em trés estdgios do desenvolvimento foliar, estdo relacionados na

Tabela 1.

Os valores da Tabela 2 referem-se aos coeficientes de correlagdo entre os 12

caracteres anatoOmicos quantitativos avaliados e os dois primeiros componentes principais (Y}
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e Y2). Estes componentes foram responsaveis por 91,95% da informacdo acumulada pelos
caracteres avaliados, sendo 83,05% de informagdo retida para Y; e 8,90% para Y. Assim,
apenas Y1 revelou-se como indicador de dissimilaridade entre as espécies estudadas e seus
correspondentes estagios foliares. A intensidade da contribuicdo destes caracteres

quantitativos, para a diferenciagdo das espécies, esta relacionada a ocorréncia de maiores

valores absolutos em Y, 0s quais se caracterizam por apresentar maior poder discriminatério.

Verifica-se na Tabela 2 que, para os componentes principais Y, 0s caracteres mais
relevantes para a discriminagdo dos estagios foliares foram: % de parénquima lacunoso,
espessura do parénquima lacunoso, % de parénquima pali¢adico, espessura do parénquima
pali¢adico abaxial, espessura da folha, nimero de cavidades oleiferas e espessura da epiderme

adaxial, correspondentes a regido internervural da folha.

O dendrograma resultante da Analise de Agrupamento (Figura 10) e a dispersado
grafica referente a Andlise dos Componentes Principais (Figura 11) mostraram que os
caracteres anatomicos quantitativos com maior poder discriminatério foram os responsaveis
pelos agrupamentos formados entre os trés clones estudados e os trés estagios de
desenvolvimento foliar, constituindo dois grupos principais a 0,24 na escala de distancia de
similaridade (Figura 10). O primeiro grupo correspondeu aos primeiros estagios foliares dos
clones A (resistente), B (suscetivel) e C (altamente suscetivel) e o segundo grupo foi formado

pelos terceiros e quintos estagios dos trés clones avaliados (Figuras 10 e 11).

O dendrograma (Figura 10) e a dispersdo grafica (Figura 11) demonstram também
que a partir de uma distancia euclidiana de, aproximadamente, 0,17 na escala, sdo formados
trés grupos, sendo o grupo um constituido pelo primeiro estagio foliar dos clones A e B, o
grupo dois pelo primeiro estagio foliar do clone C e o grupo trés pelos terceiros e quintos

estagios foliares dos trés clones.

A discriminagdo do primeiro estidgio foliar em relagdo aos outros dois estagios
demonstra a existéncia de diferencas anatdmicas presentes nas folhas de eucalipto, que podem
ser relacionadas a maior suscetibilidade dos orgdos, em inicio de desenvolvimento, a
ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii. Estas diferencas estdo relacionadas com a maior

espessura da epiderme adaxial e do parénquima palicddico abaxial, maior proporcao de
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parénquima pali¢ddico, maior niimero de cavidades oleiferas, menor espessura e propor¢ao de

parénquima lacunoso e menor espessura da folha (Tabelas 1 e 2).

Os estagios iniciais de desenvolvimento das folhas sdo caracterizados pela maior
suscetibilidade ao ataque por P. psidii, visto que o patdégeno tem preferéncia por 6érgaos mais
tenros. No entanto, a resisténcia da planta a este patdogeno pode se manifestar at¢ mesmo
nesses estagios iniciais, impedindo a agdo do mesmo em seus tecidos. Dessa forma, para
analisar melhor os fatores envolvidos na resisténcia da planta ao P. psidii, os estagios foliares
mais extremos (E1 e E5) foram submetidos, separadamente, aos testes estatisticos

mutivariados.

A Tabela 3 apresenta os valores médios referentes aos 12 caracteres anatomicos

quantitativos para os trés clones de eucalipto, no primeiro estagio foliar (E1).

Os coeficientes de correlagdo entre os 12 caracteres anatdomicos quantitativos
avaliados e os dois primeiros componentes principais (Y; e Y,) estdo expostos na Tabela 4. A
informagdo retida foi de 68,53% para o componente principal Y; e de 31,47% para o

componente Y, sendo o primeiro considerado mais satisfatorio para a diferenciacao.

As andlises estatisticas multivariadas permitiram a discriminacdo do clone
resistente (clone A) em relagdo aos outros clones, no mesmo estagio foliar (E1), como esta
apresentado no dendrograma (Figura 12), a uma distancia de 0,20 na escala de similaridade, e

na dispersdo grafica (Figura 13).

Verifica-se na Tabela 4 que, para o componente principal Y|, as variaveis que mais
contribuiram para a discriminagcdo dos clones no primeiro estagio foliar foram: area de
cavidades oleiferas, espessura do parénquima lacunoso, espessura das cuticulas adaxial e
abaxial, nimero de cavidades oleiferas, % de parénquima lacunoso, espessura da epiderme

abaxial, espessura do parénquima palicadico adaxial e % de parénquima paligadico,

De acordo com o componente principal Y;, o clone A, resistente a ferrugem,
diferenciou-se dos demais pela ocorréncia de maior espessura das cuticulas abaxial e adaxial,
maior espessura do parénquima pali¢adico adaxial, maior % de parénquima pali¢cadico, maior
nimero e area de cavidades oleiferas, menor espessura da epiderme abaxial e menor espessura

e % de parénquima lacunoso.
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Resultados semelhantes também foram encontrados por Edwards et al. (1999), que
verificaram maiores fragdes de parénquima pali¢adico e cavidades oleiferas em folhas de

genotipos resistentes de aipo a Septoria apiicola.

Cuticulas mais espessas dificultam o processo de penetracdo de patdgenos que
atuam por via direta, como o Puccinia psidii , contribuindo para a defesa da planta e para sua
resisténcia (Pascholati e Leite, 1995; Agrios, 2005; Silva et al., 2005). A maior propor¢ao de
parénquima palicaddico e menor de parénquima lacunoso, bem como a menor espessura da
epiderme abaxial da folha também conferem resisténcia a planta contra fitopatégenos como

relatado por Smith et al. (2006) em Eucalyptus nitens resistente a Mycosphaerella spp.

A maior propor¢do de parénquima pali¢adico, a compactagdo das células
parenquimaticas € menores espacos intercelulares conferem resisténcia a planta contra
fitopatdgenos, devido a maior dificuldade de colonizagdo dos patogenos (Jerba, 2003; Silva et
al., 2005; Smith et al., 2006). De acordo com Smith et al. (2006), o Eucalyptus globulus é mais
suscetivel a infecgdo por Mycosphaerella spp. do que o Eucalyptus nitens, por apresentar

mesofilo dorsiventral em folhas jovens, enquanto que o ultimo apresenta mesofilo isobilateral.

No entanto, no presente trabalho, o primeiro estagio foliar, considerado o mais
suscetivel a ferrugem, apresentou mesofilo isobilateral nos trés clones. Isto pode ser explicado
pelo fato de que nesta fase o mesofilo da folha encontra-se em processo de diferenciagdo, com
tecidos meristematicos primarios que dardo origem ao parénquima pali¢adico e lacunoso, que
ficam mais evidentes nos estagios de desenvolvimento mais avancados da folha. Além disso,
em folhas mais novas, as paredes celulares sdo mais delgadas, facilitando a entrada do
patdégeno em seus tecidos, ¢ as folhas sdo mais tenras, condigdo necessaria ao Puccinia psidii

(Ferreira, 1989).

O numero e area das cavidades oleiferas também sdo muito importantes na
resisténcia de uma planta, visto que estas estruturas sdo responsaveis pelo acumulo de 6leos
essenciais, cujas substincias e quantidades presentes interferem na % de germinacdo de
esporos e no crescimento micelial de alguns fungos. Dessa forma, o maior nimero e a maior
area de cavidades oleiferas irdo proporcionar a maior producdo desses compostos,

contribuindo para a protecao da planta contra agentes invasores e fitopatdgenos.
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O quinto estagio foliar (ES), considerado mais resistente a ferrugem em relacao ao
primeiro (E1) e terceiro (E3), também foi analisado separadamente a fim de verificar a

importancia ou implica¢do na resisténcia a doenga.

Os valores médios referentes aos 11 caracteres anatomicos quantitativos para os

trés clones, no quinto estagio de desenvolvimento foliar, estdo expostos na Tabela 5.

Na tabela 6, estdo representados os coeficientes de correlagdo entre os caracteres
quantitativos e os dois componentes principais (Y; e Y;) para o quinto estagio foliar. Neste, os
componentes foram responsaveis por 89,32% de informacao retida para Y; e por 10,68% para

Y,, sendo o primeiro componente considerado mais satisfatdrio para a discriminagao.

Verifica-se na Tabela 6 que, para o componente principal Y}, as varidveis que mais
contribuiram para a discriminagdo dos clones no quinto estagio foliar foram: area de cavidades
oleiferas, espessura da cuticula abaxial, nimero de cavidades oleiferas, espessura da folha,
espessura da cuticula adaxial, espessura do parénquima lacunoso, espessura das epidermes

adaxial e abaxial e espessura do parénquima paligadico.

O dendrograma (Figura 14), resultante da analise de agrupamento, e o grafico de
dispersao (Figura 15), resultante da analise dos componentes principais, revelam a formagao
de dois grupos a 0,15 na escala de distancia de similaridade, sendo um grupo formado pelos
clones A (resistente) e B (suscetivel) e o outro grupo formado pelo clone C, confirmando a
diferencia¢do deste ultimo em relagdo aos demais, quanto ao grau de resisténcia a doenca.
Assim, para o componente principal Y, no quinto estagio foliar, o clone C apresentou menor
espessura das cuticulas adaxial e abaxial, menor nimero e area de cavidades oleiferas, maior
espessura das epidermes adaxial e abaxial, maior espessura de parénquimas palicadico e

lacunoso e maior espessura da folha.

Apesar do estagio foliar mais desenvolvido de eucalipto, como o ES5, ser
considerado resistente a ferrugem, ndo desenvolvendo a doenca mesmo em espécies ou clones
suscetiveis @ mesma, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que, ao analisar e
quantificar a estrutura anatomica das folhas, um clone altamente suscetivel pode manter sua
predisposicdo a ferrugem, podendo sua resisténcia ser conferida por outros fatores ndo

anatdmicos.
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Assim, o presente trabalho permitiu a diferenciacdo anatomica entre trés estagios

foliares e entre trés de clones de eucalipto, demonstrando o envolvimento dos caracteres

estruturais da folha na resisténcia a ferrugem.

Conclusoes

Foi possivel discriminar os trés estagios foliares e os clones estudados quanto ao grau de

resisténcia ou suscetibilidade a ferrugem, causada por P. psidii;

O clone A confirmou a sua resisténcia pela maior espessura das cuticulas abaxial e adaxial,
maior espessura do parénquima pali¢adico adaxial, maior % de parénquima paligadico,
maior nimero e¢ area de cavidades oleiferas e menor espessura e¢ % de parénquima

lacunoso;

Estas caracteristicas podem dificultar a penetracdo do patdégeno ¢ a sua coloniza¢do nos

tecidos do hospedeiro.
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Figuras 1-3. Secg¢des transversais da lamina foliar, no
primeiro estdgio, de trés clones de eucalipto. 1. Clone A
(resistente); 2. Clone B (suscetivel); 3. Clone C (altamente
suscetivel). . PP: parénquima palicadico. PL: parénquima
lacunoso. CO: cavidade oleifera. Barra: 100 um.
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Figuras 4-6. Secgdes transversais da lamina foliar, no
terceiro estdgio, de trés clones de eucalipto. 4. Clone A
(resistente); 5. Clone B (suscetivel); 6. Clone C (altamente
suscetivel). . PP: parénquima pali¢adico. PL: parénquima
lacunoso. CO: cavidade oleifera. Barra: 100 um.
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Figuras 7-9. Secg¢des transversais da 1dmina foliar, no quinto
estagio, de trés clones de eucalipto. 7. Clone A (resistente);
8. Clone B (suscetivel); 9. Clone C (altamente suscetivel).
PP: parénquima pali¢cadico. PL: parénquima lacunoso. CO:
cavidade oleifera. Barra: 100 pm.
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Tabela 1. Valores médios dos 12 caracteres anatdomicos quantitativos da regido internervural da folha, em trés estagios de desenvolvimento (E1, E3,

ES), dos trés clones de eucalipto. Clone A: resistente a ferrugem, clone B: suscetivel e clone C: altamente suscetivel.

Clone A Clone B Clone C
CARACTERES El E3 ES El E3 ES El E3 ES5

Espessura cuticula face adaxial (um) 7,92 7,62 9,51 7,14 7,24 8,63 6,18 6,59 7,02
Espessura cuticula face abaxial (um) 6,15 5,52 7,36 5,67 5,41 7,24 4,19 5,52 5,97
Espessura epiderme face adaxial (um) 16,51 14.06 13,88 19,71 16,59 14,47 16,98 16,40 15,10
Espessura epiderme face abaxial (um) 12,20 13,00 11,20 12,25 13,59 12,35 13,69 14,24 13,30
Espessura do parénquima paligadico adaxial (um) 76,23 78,92 65,52 52,79 80,64 75,78 59,58 78,64 80,44
Espessura do parénquima pali¢adico abaxial (um) 73,10 0,00 0,00 53,23 0,00 0,00 78,40 0,00 0,00
Espessura do parénquima lacunoso (pm) 43,80 193,08 170,00 57,82 172,86 163,81 64,21 177,73 176,26
Espessura da folha (um) 221,84 299,06 260,42 195,80 283,68 266,41 232,86 287,01 285,10
% de parénquima pali¢gadico 67,31 26,39 25,16 54,15 28,43 28.44 59,25 27,40 28,21
% de parénquima lacunoso 19,74 64,56 65,28 29,53 60,93 61,49 27,57 61,92 61,82
Area de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar 82,39 73,12 70,58 62,19 106,64 77,79 48,13 58,16 42,14
Numero de cavidades oleiferas/mm? de superficie folia 15,09 6,25 5,19 14,28 8,72 5,97 9,31 4,19 2,97
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Tabela 2. Coeficientes de correlacdo entre os 12 caracteres anatomicos quantitativos da

regido internervural da folha, em trés estdgios de desenvolvimento, dos trés clones de

eucalipto, e os dois componentes principais (Y e Y2). Ord.: ordenacdo dos caracteres quanto

ao poder discriminatorio.

CARACTERES Y1 ord. Y2 ord.
Espessura cuticula face adaxial (um) -0,3083 10 0,5968 2
Espessura cuticula face abaxial (um) -0,4094 9 0,4915 4
Espessura epiderme face adaxial (um) 0,6990 7 -0,0156 10
Espessura epiderme face abaxial (um) -0,1031 12 -0,5031 3
Espessura do parénquima pali¢adico adaxial (um) -0,6122 8 0,1495 6
Espessura do parénquima pali¢adico abaxial (um) 0,9863 4 -0,1160 8
Espessura do parénquima lacunoso (pum) -0,9925 2 -0,0187 9
Espessura da folha (um) -0,8928 5 -0,1192 7
% de parénquima pali¢cadico 0,9924 3 -0,0114 11
% de parénquima lacunoso -0,9968 1 -0,0100 12
Area de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar ~ -0,1088 11 0,9122 1
Numero de cavidades oleiferas/mm? de superficie folia 0,8798 6 0,4368 5
Informagao retida (%) 83,05 8,90
Informag¢do acumulada (%) 83,05 91,95
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Figura 10. Dendrograma resultante da Analise de Agrupamento de 12 caracteres
anatomicos da regido internervural da folha, utilizando-se a Distancia Euclidiana Média,
entre os trés clones de eucalipto e os trés estagios do desenvolvimento foliar. A: clone
resistente. B: clone suscetivel. C: clone altamente suscetivel. E1, E3, ES5: estidgios do

desenvolvimento foliar.
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Figura 11. Dispersdo grafica dos trés clones de eucalipto em trés estagios de
desenvolvimento foliar, utilizando-se os dois primeiros componentes principais (Y; ¢ Y3)
para o conjunto das 12 caracteres estruturais quantitativos da lamina foliar. A: clone
Resistente. B: clone suscetivel. C: clone altamente suscetivel. E1, E3 e E5: estdgios do

desenvolvimento foliar.
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Tabela 3. Valores médios dos 12 caracteres anatdmicos quantitativos da regido internervural da

folha, no primeiro estagio de desenvolvimento (E1) dos trés clones de eucalipto. A: clone

resistente a ferrugem; B: clone suscetivel; C: clone altamente suscetivel.

Clones
CARACTERES A B C
Espessura cuticula face adaxial (um) 7,92 7,14 6,18
Espessura cuticula face abaxial (um) 6,15 5,67 4,19
Espessura epiderme face adaxial (um) 16,51 19,71 16,98
Espessura epiderme face abaxial (um) 12,20 12,25 13,69
Espessura do parénquima pali¢adico adaxial (um) 76,23 52,79 59,58
Espessura do parénquima pali¢adico abaxial (um) 73,10 53,23 78,40
Espessura do parénquima lacunoso (pum) 43,80 57,82 64,21
Espessura da folha (um) 221,84 195,80 232,86
% de parénquima pali¢cadico 67,31 54,15 59,25
% de parénquima lacunoso 19,74 29,53 27,57
Area de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar 82,39 62,19 48,13
Numero de cavidades oleiferas/mm? de superficie folias 15,09 14,28 9,31
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Tabela 4. Coeficientes de correlagdo entre os 12 caracteres anatOmicos quantitativos da regiao

internervural da folha, no primeiro estagio de desenvolvimento, dos trés clones de eucalipto, e os dois

componentes principais (Y e Y,). Ord.: ordenacdo dos caracteres quanto ao poder discriminatorio.

CARACTERES Y1 ord. Y2 ord.
Espessura cuticula face adaxial (um) 0,9853 3 -0,1705 10
Espessura cuticula face abaxial (um) 0,9218 4 -0,3877 9
Espessura epiderme face adaxial (um) -0,2455 10 -0,9694 3
Espessura epiderme face abaxial (um) -0,8221 7 0,5693 6
Espessura do parénquima pali¢adico adaxial (um) 0,7666 8 0,6421 5
Espessura do parénquima pali¢adico abaxial (pum) -0,0892 12 0,9960 1
Espessura do parénquima lacunoso (um) -0,9949 2 -0,1007 11
Espessura da folha (um) -0,1810 11 0,9835 2
% de parénquima palicadico 0,6921 9 0,7218 4
% de parénquima lacunoso -0,8240 6 -0,5665 7
Area de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar 0,9999 1 -0,0086 12
Numero de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar 0,8749 5 -0,4842 8
Informagao retida (%) 68,53 31,47
Informacgdo acumulada (%) 68,53 100,00
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Figura 12. Dendrograma resultante da Analise de Agrupamento de 12 caracteres anatdomicos
da regido internervural da folha, utilizando-se a Distancia Euclidiana Média, entre os trés

clones de eucalipto no primeiro estagio (E1) do desenvolvimento foliar. A: clone resistente.

B: clone suscetivel. C: clone altamente suscetivel.

Y2

C-El

Yl

B-El &

Figura 13. Dispersdo grafica dos trés clones de eucalipto no primeiro estagio de
desenvolvimento foliar, utilizando-se os dois primeiros componentes principais (Y; € Y»)
para o conjunto de 12 caracteres anatomicos quantitativos da lamina foliar. A: clone
resistente. B: clone suscetivel. C: clone altamente suscetivel. El: primeiro estagio do

desenvolvimento foliar.
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Tabela 5. Valores médios dos 11 caracteres anatdmicos quantitativos da regido internervural

da folha, no quinto estagio de desenvolvimento (ES) dos trés clones de eucalipto. A: clone

resistente a ferrugem; B: clone suscetivel; C: clone altamente suscetivel.

Clones
CARACTERES A B C
Espessura cuticula face adaxial (um) 9,51 8,63 7,02
Espessura cuticula face abaxial (um) 7,36 7,24 5,97
Espessura epiderme face adaxial (um) 13,88 14,47 15,10
Espessura epiderme face abaxial (um) 11,02 12,35 13,30
Espessura do parénquima pali¢adico adaxial (pm) 65,52 75,78 80,44
Espessura do parénquima lacunoso (um) 170,00 163,81 176,26
Espessura da folha (um) 260,42 266,41 285,10
% de parénquima palicadico 25,16 28,44 28,21
% de parénquima lacunoso 65,28 61,49 61,82
Area de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar 70,58 77,79 42,14
Numero de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar 5,19 5,97 2,97
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Tabela 6. Coeficientes de correlagdo entre os 11 caracteres anatdomicos quantitativos da regido
internervural da folha, no quinto estagio de desenvolvimento, dos trés clones de eucalipto, € os dois

componentes principais (Y e Y,). Ord.: ordenacdo dos caracteres quanto ao poder discriminatorio.

CARACTERES Y1 ord. Y2 ord.
Espessura cuticula face adaxial (um) 0,9098 5 0,4149 7
Espessura cuticula face abaxial (um) 0,9888 2 0,1493 10
Espessura epiderme face adaxial (um) -0,8383 7 -0,5452 5
Espessura epiderme face abaxial (um) -0,7703 8 -0,6377 4
Espessura do parénquima paligadico adaxial (um) -0,6902 9 -0,7236 3
Espessura do parénquima lacunoso (pm) -0,9011 6 0,4335 6
Espessura da folha (pum) -0,9533 4 -0,3019 8
% de parénquima pali¢adico -0,3791 10 -0,9254 2
% de parénquima lacunoso 0,3644 11 0,9312 1
Area de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar 0,9927 1 -0,1202 11
Numero de cavidades oleiferas/mm? de superficie foliar 00,9836 3 -0,1803 9
Informacgao retida (%) 89,32 10,68

Informagdo acumulada (%) 89,32 100,00
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Figura 14. Dendrograma resultante da Analise de Agrupamento de 11 caracteres anatdomicos
da regido internervural da folha, utilizando-se a Distancia Euclidiana Média, entre os trés
clones de eucalipto no quinto estadgio do desenvolvimento foliar . A: clone resistente; B:
clone suscetivel; C: clone altamente suscetivel. ES: quinto estdgio do desenvolvimento

foliar.

Y2

Figura 15. Dispersdao grafica dos trés clones de eucalipto no quinto estagio de
desenvolvimento foliar, utilizando-se os dois primeiros componentes principais (Y; e Y>)
para o conjunto das 11 caracteres anatomicos quantitativos da lamina foliar. A: clone
resistente; B: clone suscetivel; C: clone altamente suscetivel. E5: quinto estagio do

desenvolvimento foliar.
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Capitulo 11

Aspectos da patogénese de Puccinia psidii pela micromorfologia da epiderme foliar de

clones de eucalipto
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Resumo

Silva-Souza, R.R; Rodella, R.A; Furtado, E.L. Avaliacdo da patogénese de Puccinia psidii
pela micromorfologia da epiderme foliar de clones de eucalipto. Pesquisa Agropecuéaria
Brasileira, 2007.

A ferrugem ¢ uma das principais doengas em plantios de eucalipto, provocando
sérios prejuizos a cultura, quando esta se encontra em estagio inicial de desenvolvimento. Para
um melhor entendimento dos processos iniciais de infec¢do pelo patdégeno, o trabalho teve
como objetivo avaliar a patogénese de Puccinia psidii pela micromorfologia da epiderme
foliar em clones de eucalipto. Para o ensaio foram utilizadas mudas de dois clones do hibrido
Eucalyptus urograndis, proveniente do cruzamento entre Eucalyptus urophylla e E. grandis,
selecionados em fun¢do da resposta a doenca, sendo o clone A resistente e o clone C altamente
suscetivel a ferrugem. Discos foliares de trés estagios de desenvolvimento da folha (E1, E3 e
ES5) foram inoculados no ter¢o médio abaxial e mantidos em condi¢des adequadas ao
estabelecimento do patogeno e desenvolvimento da doenga. Amostras foram coletadas em 24

e 120 horas ap0s a inoculagao, fixadas em glutaraldeido 2,5% e processadas para a andlise em
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microscopio eletronico de varredura. O clone resistente manteve sua condi¢do, nos trés
estagios foliares, em funcao da auséncia de sintomas, provocados pelo patogeno, na superficie
foliar e pela menor incidéncia de apressorios formados. O outro clone mostrou-se altamente
suscetivel a ferrugem, no primeiro e terceiro estagios foliares, devido a maior ocorréncia de
uredinidésporos germinados ¢ dotados de apressorios, bem como pela degradacao dos tecidos
superficiais da folha. O quinto estagio foliar mostrou-se resistente em ambos os clones, sendo
que o material suscetivel caracterizou-se pelo crescimento superficial do patdogeno, sem
ocorréncia de penetracdo, e o resistente, pela inativagdo dos uredinidsporos. Notou-se a
formag¢dao de protuberancias na superficie da folha, associadas ao patdégeno, somente no
primeiro e terceiro estagios foliares do clone resistente, em 120 horas ap6s a inoculagdo, € no
quinto estagio foliar do clone altamente suscetivel, em 24 horas apds a inoculagdo, sugerindo-

se uma possivel reacdo de defesa da planta.

Termos para indexagao: Puccinia psidii, patogénese, eucalipto, resisténcia.

Summary

Silva-Souza, R.R; Rodella, R.A; Furtado, E.L. Evaluation of Puccinia psidii pathogenesis
via leaf epidermis micromorphology of eucalyptus clones. Pesquisa Agropecuéria
Brasileira, 2007.

Rust is one of the most important diseases in eucalyptus plantations, causing
serious damages to stands in the initial stage of development. In order to better understand the
initial processes of infection by the pathogen, this study aimed to evaluate Puccinia psidii
pathogenesis based on the leaf epidermis micromorphology of eucalyptus clones. Seedlings
from two clones of the Eucalyptus urograndis hybrid were used in the assay, selected based on
their response to the disease; clone A was considered resistant and clone C was considered
highly susceptible to rust. Leaf discs were inoculated at the middle third and were maintained
at adequate conditions for pathogen establishment and development of the disease. Samples

were collected 24 and 120 hours after inoculation, and were fixed in 2.5% glutaraldehyde and
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processed for analysis under the scanning electron microscope. The resistant clone maintained
its condition during the three leaf stages, based on the lack of symptoms on the leaf surface
caused by the pathogen, and by the smaller incidence of appressoria formed. The other clone
proved highly susceptible to rust during the first and third leaf stages, due to greater
occurrence of germinated, appressoria-bearing uredospores, as well as because of degradation
of leaf surface tissues. The fifth leaf stage was resistant in both clones, and the susceptible
material was characterized by superficial growth of the pathogen, without occurrence of
penetration, while the resistant material was characterized by uredospore inactivation. The
formation of protuberances was noted on the leaf surface, in association with the pathogen,
only in the first and third leaf stages of the resistant clone, after 120 hours of inoculation, and
the fifth leaf stage of the highly susceptible, 24 hours of inoculation, suggesting a possible

defense reaction by the plant.

Keywords: Puccinia psidii, pathogenesis, eucalyptus, resistance.

Introducéo

O avango das areas reflorestadas para regides mais quentes e umidas, o plantio de
espécies mais suscetiveis ou de materiais clonais, sem diversidade genética, e a utilizagao
repetitiva de uma mesma drea para plantio criaram condi¢des favoraveis a ocorréncia de
doengas (Alfenas et al., 2004). Dentre elas, a ferrugem causada por Puccinia psidii Winter é
uma das mais limitantes no estabelecimento de novos plantios € na conducao de brotagdes de
algumas espécies e procedéncias de Eucalyptus (Ruiz et al.,1987; Ferreira, 1989).

A ferrugem ¢ uma das principais doengas em plantios de eucalipto, provocando
sérios prejuizos a cultura, quando esta se encontra em estagio inicial de desenvolvimento
(Ferreira, 1989, Alfenas et al., 2004). As plantas ficam mais expostas e suscetiveis ao
patogeno até os dois anos de idade, devido ao maior nimero de brota¢des emitidas nesta fase e
a presenga de Orgdos tenros, ideais ao estabelecimento do agente causal (Ferreira, 1989,

Demuner e Alfenas, 1991; Coutinho et al., 1998). Ocorre tanto em viveiros como em areas de
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plantio de eucalipto, sendo neste ultimo a situagdo que melhor representa as perdas
ocasionadas pela mesma.

O fungo Puccinia psidii, causador da ferrugem, ¢é parasita de diferentes espécies de
mirtaceas nativas e exoticas, com a capacidade de se adaptar e infectar mirtdceas importadas e
ndo originarias da América do Sul, como algumas espécies de eucalipto (Figueiredo, 2001).

A penetragdo de uredinidsporos, na maioria das vezes, ¢ direta, através da cuticula
e epiderme, entre as paredes anticlinais das células epidérmicas, mediante a formagdo de
apressorio. Apds a penetragdo tem inicio o processo de colonizagdo intercelular dos tecidos do
hospedeiro pelo patéogeno, que por meio de haustoérios intracelulares retira os nutrientes no
interior das células do hospedeiro (Ferreira, 1989; Bedendo, 1995; Alfenas et al., 2004).

De acordo com Mendgen et al. (1996), os eventos iniciais da infec¢do ocorrem
através da adesdo do patdgeno na cuticula e o crescimento direto de tubos germinativoss na
superficie das plantas.

Para um melhor entendimento dos processos iniciais de infec¢do pelo patogeno,
torna-se importante o estudo das caracteristicas da superficie foliar, ja que a patogénese
depende da resposta tigmotrdpica do patdogeno no reconhecimento do hospedeiro ( Bailey et
al., 1992; Jiménez-Diaz, 1996, citados por Jerba, 2003).

O objetivo do presente trabalho foi verificar possiveis diferencas estruturais na
superficie epidérmica foliar e comparar o comportamento do patégeno na pré-infec¢do entre

dois clones de eucalipto, em trés estagios foliares.

Material e Métodos

A conducdo do experimento foi realizada no Setor de Defesa Fitossanitaria, do
Departamento de Produgdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrondomicas da UNESP em
Botucatu- SP. Os estudos ao microscopio eletronico de varredura foram realizados no Centro
de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP.

Para o ensaio foram utilizadas mudas de dois clones do hibrido Eucalyptus
urograndis, com aproximadamente trés meses de idade. As mudas foram cedidas pela empresa
Votorantim Celulose e Papel S.A., e os clones selecionados em func¢do da resposta ao ataque

por Puccinia psidii, sendo o clone A resistente e o clone C altamente suscetivel a ferrugem.
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Esporos do fungo, cultivado em Syzygium jambos mantidos em casa-de-vegetagao,
no Departamento de Defesa Fitossanitdria da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de
Botucatu, foram coletados para o preparo da suspensao de inoculo.

Com a finalidade de garantir o local de deposi¢do do indculo para o estudo da
microscopia eletronica de varredura, a inoculagdo foi efetuada em discos foliares. Com o
auxilio de um furador, foram cortados discos de 1,5 cm de diametro de folhas destacadas dos
primeiros, terceiros e quintos pares dispostos no ramo, estabelecidos por Silva et. al, (2003).

Os discos foram colocados sobre espumas saturadas em dgua em bandejas plasticas
(Figura 1) e inoculados no ter¢co médio abaxial com uma suspensdo de esporos, provenientes
de Syzygium jambos, a uma concentracdo de 9x10* esporos\mL. O método de inoculacio
utilizado foi o pincelamento, que se mostrou mais eficiente do que o método de deposigdo de
microgotas, pela maior capacidade de espalhamento do indculo e durabilidade dos discos.

Apos a inoculacdo, as bandejas foram cobertas com tampa de vidro, para evitar a
perda de umidade, e acondicionadas em uma camara de inoculacdo com fotoperiodo de 12
horas e temperatura em torno de 20°C (£1), ideais para o desenvolvimento da doenga.

Para se proceder ao estudo em microscopia eletronica de varredura, as amostras
foram coletadas em 24 e 120 horas ap6s a inoculacdao do patdégeno, visto que em 24 horas, sob
condigdes ideais, os esporos de Puccinia psidii ja estdo germinados. As amostras coletadas
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 e pods-fixadas em
tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato 0,IM pH 7,3. Em seguida, passou por uma
desidratacdo em série de acetona, submetido a secagem em ponto critico e metalizacdo em

ouro, para posterior analise em microscopio eletronico de varredura “Philips SEM 5157

(Robards, 1978).

Resultados e Discussao

As Figuras 3-26 revelam a presenca de ceras epicuticulares, compostas por placas,
nos dois clones e nos trés estagios foliares, comum em algumas espécies de eucalipto.
Observa-se que nos locais de penetragdo do patégeno ha menor ocorréncia de ceras, podendo-

se sugerir uma possivel capacidade do patdogeno em degradar esses componentes; s6 nao se
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sabe se esta camada ¢ digerida pelos microrganismos e aproveitada por eles como fonte de
energia. No entanto, sdo necessarios estudos para comprovar esta hipotese. Este fato também
foi observado por Magnani et al. (2007).

De acordo com Medeiros et al. (2003), a degradagdo direta das ceras epicuticulares
¢ dificil de ser comprovada. Diversos fungos fitopatogénicos produzem cutinases (enzimas
degradadoras da cutina) durante o processo de infeccao, auxiliando a penetragdo do mesmo
nos tecidos do hospedeiro, bem como a adesao dos esporos.

A atividade das cutinases, como auxiliares na adesdo de esporos na cuticula, tem
sido demonstrada em uredinidésporos de ferrugens (Deising et al., 1992, citado por Mendgen et
al., 1996). Pascholati (1995) também descreveu a importancia dessas enzimas, para os fungos
que penetram através da superficie intacta da planta, na degradacdo enzimatica dessa barreira,
constituindo em fator chave na patogenicidade.

Apbés 24 horas da inoculagdo do patdégeno, verificou-se a germinagdo dos
uredinidosporos nos dois clones, no primeiro estagio foliar. No clone resistente (clone A)
ocorreu, algumas vezes, a desidratagdo de alguns uredinidsporos, tubos germinativos e
apressorios formados (Figuras 3 e 4). Este evento de murcha também foi verificado por
Magnani et al. (2007), no mesmo periodo, com urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi. No
clone suscetivel, no mesmo estagio foliar, os urediniésporos germinaram, dando origem a
tubos germinativos integros, de tamanhos variados, formando o apressorio e iniciando o
processo de infec¢ao (Figuras 5 e 6).

Neste mesmo periodo, os terceiros e quintos estagios foliares mostraram reacgoes
similares nos dois clones, com a menor incidéncia de uredinidosporos germinados na superficie
foliar. A Figura 7 representa a germinagdo do urediniésporo fingico, no clone resistente, no
terceiro estadgio foliar, evidenciando a estrutura de penetracdo (“peg”) entre as paredes
anticlinais das células epidérmicas. Isto demonstra que o patdégeno pode atacar até mesmo
plantas resistentes a doenca, entretanto, apds a penetracdo do mesmo, as plantas resistentes
podem formar barreiras, impedindo o avango do patégeno em seus tecidos. No clone
altamente suscetivel, também no terceiro estdgio foliar, foram observados uredinidésporos
germinados (Figuras 9 e 10).

No quinto estagio foliar, apés 24 horas da inoculacdo, a resisténcia do clone A

ficou mais evidente, com a baixa ocorréncia de urediniésporos germinados e a auséncia de
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apressorios, como mostram as figuras 11 e 12. Porém, no clone C (altamente suscetivel),
observam-se extensos tubos germinativos e auséncia da penetracao, bem como a formagao de
protuberéncias na superficie da folha, formadas por células epidérmicas (Figuras 13 e 14).
Magnani et al. (2007) verificaram que urediniésporos com tubos germinativos longos, ndo
formavam apressérios e, quando isso ocorria, 0 mesmo era pequeno; ja quando os tubos
germinativos apresentavam-se curtos, os apressorios tiveram tamanho igual ou superior aos
dos uredinidsporos de origem, concordando com as observacdes do presente trabalho. De
acordo com Hunt (1983), o tubo germinativo curto reduz a quantidade de energia enddgena
gasta com o crescimento e, desta forma, esta energia podera ser utilizada na penetragdo das
células.

Em 120 horas ap6s a inoculagdo, no primeiro estagio foliar, ocorreu a progressao
dos sintomas resultantes da acdo do patdégeno sobre a superficie foliar. No clone resistente
surgem protuberéncias na superficie da folha, envolvendo os uredinidsporos, como uma
possivel reagdo de protecdo da planta (Figura 15 e 16). A Figura 15 mostra a associagdo da
protuberancia com o patdgeno, evidenciando a desidratagdo dos apressorios e uredinidsporos.
Esta estrutura foi observada apenas no clone resistente, em todos os estagios foliares, 120
horas apos a inoculag¢do, e no quinto estagio foliar do clone altamente suscetivel, 24 horas
apo6s a inoculagdo. No clone C (altamente suscetivel), apos 120 horas da inoculacao, ocorreu a
degradacdo dos tecidos, tanto da cuticula como da epiderme, indicando o provavel inicio do
processo de colonizagdo do hospedeiro pelo patogeno (Figuras 17 e 18).

Neste periodo (120 h.a.i.), no terceiro estagio foliar, o clone resistente foi marcado pela
presenca das protuberancias na superficie foliar (Figura 19), também observadas no primeiro
estagio do mesmo clone; bem como pela baixa ocorréncia de uredinidésporos germinados
(Figura 20). Diferentemente deste, o clone altamente suscetivel, apresentou locais com a
degradagdo dos tecidos superficiais, provocada pelo patogeno (Figuras 21 e 22).

No quinto estagio foliar, em 120 horas apds a inoculacao, foi mantida a integridade das
células, sem o desenvolvimento da doenga, em ambos os clones (Figuras 23-26). No material
suscetivel (C) o patégeno apresentou longos tubos germinativos e auséncia de apressorio e de
“pegs” de penetracao (Figura 25 e 26). Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Aratjo ¢ Matsuoka (2004), em que longos tubos germinativos de Alternaria solani cresceram

e formaram hifas na superficie da folha de tomateito resistente e suscetivel a doenca.
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Assim, o clone A, resistente, manteve sua condi¢do, nos trés estagios foliares, pela
auséncia de sintomas na superficie foliar e menor incidéncia de apressorios formados,
concordando com os resultados encontrados por Araujo e Matsuoka (2004).

O clone C mostrou-se altamente suscetivel a ferrugem, no primeiro e terceiro estagios
foliares, pela maior ocorréncia de urediniésporos germinados e dotados de apressorios, bem
como pela degradagao dos tecidos superficiais da folha.

O quinto estagio foliar mostrou-se resistente em ambos os clones, sendo que o material
suscetivel caracterizou-se pelo crescimento superficial do patégeno, sem ocorréncia de
penetragdo, e o resistente, pela inativagdo dos uredinidsporos. Estes resultados corroboram
com aqueles encontrados por Xavier (1997) em genétipo de Eucalyptus grandis suscetivel ao
Puccinia psidii. A autora observou uma reducdo gradativa da germinagdo, formagdo de
apressorio e penetracdo da primeira até a quarta folha posicionada no ramo, sendo que no
quinto estagio foliar ndo houve penetracdo e a germinagdo foi reduzida em relacdo ao
observado nos quatro primeiros estagios foliares.

Notou-se a formagdo de protuberancias na superficie da folha, associadas ao patdgeno,
somente no primeiro e terceiro estagios foliares do clone resistente, em 120 h.a.i. € no quinto
estagio foliar do clone C, em 24 h.a.i., sugerindo-se uma possivel reacdo de defesa da planta.
No entanto, para uma exata interpretacao dos resultados observados e do acompanhamento do
processo de infec¢do na planta, serdo realizados cortes histologicos para serem analisados em
microscopia de luz.

Dessa forma, a observagdo em microscopia eletronica de varredura permitiu a
confirmacao da resisténcia do clone A e da alta suscetibilidade do clone C, concordando com
os resultados obtidos em inoculagdes artificiais e de indices da doenga no campo.

O método de discos foliares e inoculagdo por pincelamento mostrou-se eficiente tanto
para o estudo em microscopia eletronica de varredura, quanto para testes de resisténcia ou
suscetibilidade ao P. psidii, visto que apds dez dias ocorreu o aparecimento dos sintomas no
primeiro estagio foliar do clone suscetivel (Figura 2). Varios autores verificaram a eficiéncia
do método de inoculacdo em folhas destacadas (Xavier, 1997; Bigirimana e Hofte, 2001;
Kamikoga, 2001; Rios et al., 2001; Jerba, 2003; Bizi et al., 2003; Jackson et al., 2004).
Diferentemente de Magnani et al. (2007), que ndo observaram a producao de uredinidsporos

de Phakopsora pachyrhizi em folhas destacadas de soja e acondicionadas em bandejas.
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Concluséo
O clone A, resistente, manteve sua condicao, nos trés estagios foliares, pela auséncia de
sintomas na superficie foliar e menor incidéncia de apressorios formados.
O clone C mostrou-se altamente suscetivel a ferrugem, no primeiro e terceiro estagios
foliares, pela maior ocorréncia de uredinidosporos germinados e dotados de apressorios,
bem como pela degradagdo dos tecidos superficiais da folha.
O quinto estagio foliar mostrou-se resistente em ambos os clones, sendo que o material
suscetivel caracterizou-se pelo crescimento superficial do patégeno, sem ocorréncia de
penetragdo, e o resistente, pela inativagao dos uredinidsporos.
Notou-se a formagao de protuberancias na superficie da folha, associadas ao patogeno,
somente no primeiro e terceiro estagios foliares do clone resistente, em 120 h.a.i. e no
quinto estagio foliar do clone C, em 24 h.a.i., sugerindo-se uma possivel reacdo de
defesa da planta.
O método de inoculagdo em discos foliares de eucalipto mostrou-se eficiente para o
estudo em microscopia eletronica de varredura, bem como para testes de resisténcia a
ferrugem.
Para o acompanhamento do desenvolvimento do patégeno na folha, serd efetuado estudo

histopatologico.
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Figura 1. Discos foliares de clones de eucalipto, nos trés estagios
de desenvolvimento foliar, inoculados com Puccinia psidii. E1:
primeiro estagio foliar; E3: terceiro estagio foliar; ES: quinto
estagio foliar.

Figura 2. Discos foliares do primeiro estdgio foliar do clone
altamente suscetivel (clone C) apresentando os sintomas de
ferrugem, comprovando a eficiéncia do método de inoculagio.



Figuras 3-6. Superficie abaxial da folha, no primeiro estagio de desenvolvimento (E1), de
clones do hibrido Eucalyptus urograndis, 24 horas apos a inoculagdo de Puccinia psidii. 3:
Clone A (resistente) exibindo tubo germinativo provido de apressorio (a), em estado de
desidratagdo. 4: clone resistente (A) apresentando uredinidsporos vidveis (seta). 5-6: Clone
C (altamente suscetivel) com varios urediniésporos germinados, apresentando apressorios

integros (a).
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Figuras 7-10. Superficie abaxial da folha, no terceiro estdgio de desenvolvimento (E3),
de clones do hibrido Eucalyptus urograndis , 24 horas apos a inocula¢do de Puccinia
psidii. 7: Clone A (resistente) urediniosporo (U) apresentando “peg” (seta), em
processo de penetracdo pelas paredes anticlinais das células epidérmicas. 8: clone
resistente (A) demonstrando auséncia de germinagdo de alguns urediniésporos (seta). 9-

10: Clone C (altamente suscetivel) mostrando uredinidsporos germinados (seta).

66



Figuras 11-14. Superficie abaxial da folha, no quinto estadgio de desenvolvimento (ES),
de clones do hibrido Eucalyptus urograndis, 24 horas ap6s a inoculagdo de Puccinia
psidii. 11-12: Clone A (resistente) com urediniésporos germinados, destituidos de
apressorio (setas). 13: Clone C (altamente suscetivel) evidenciando extensos tubos
germinativos sobre a superficie foliar, sem a ocorréncia de penetragdo. 14: clone
altamente suscetivel (C) com a formagdo de protuberancias (P) no local de deposi¢ao

do indculo, proximo a nervura central (NC).
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Figuras 15-18. Superficie abaxial da folha, no primeiro estagio de desenvolvimento (E1),
de clones do hibrido Eucalyptus urograndis, 120 horas apds a inoculagao de Puccinia
psidii. 15-16: Clone A (resistente) apresentando protuberancias (P) na superficie da folha,
com a desidratagdao do apressorio (a); bem como a desidratacdo dos esporos (seta). 17-18:

Clone C (altamente suscetivel) exibindo a degradagdo dos tecidos epidérmicos (setas).



Figuras 19-22. Superficie abaxial da folha, no terceiro estagio de desenvolvimento
(E3), de clones do hibrido Eucalyptus urograndis, 120 horas ap6s a inoculagdo de
Puccinia psidii. 19: Clone A (resistente) com protuberancias (P) na superficie foliar.
20: clone resistente (A) sem a degradacdo dos tecidos. 21: Clone C (altamente
suscetivel) mostrando extensos tubos germinativos (seta). 22: clone C mostrando os

danos causados pelo patogeno (seta).
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Figuras 23-26. Superficie abaxial da folha, no quinto estdgio de desenvolvimento (ES),
de clones do hibrido Eucalyptus urograndis, 120 horas apds a inoculagdo de Puccinia
psidii. 23-24: Clone A (resistente) com esporos murchos (seta) ¢ auséncia de apressorio
(seta). 25-26: Clone C (altamente suscetivel) exibindo extensos tubos germinativos sem

a penetragdo do patogeno (setas).
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Resumo
Silva-Souza, R.R; Rodella, R.A; Marques, M.O.M; Furtado, E.L. Composi¢do de 0leos
essenciais em trés estagios foliares de clones de eucalipto e sua relagdo com a ferrugem,

causada pelo fungo Puccinia psidii. Pesquisa Agropecudria Brasileira, 2007.

A resisténcia bioquimica ¢ um mecanismo de defesa utilizado pelas plantas para
inibir a a¢do do patogeno, expondo-o as substincias toxicas provenientes de reagdes quimicas
que ocorrem nas cé¢lulas do hospedeiro. Devido a importancia dos 6leos essenciais na prote¢ao
das plantas contra fatores ambientais e bioticos, inibindo a a¢do de patdgenos, o objetivo do
trabalho foi caracterizar a composi¢ao de dleos essenciais em folhas frescas, em trés estagios
de desenvolvimento (E1, E3 e ES), de trés clones de eucalipto, procurando-se relacionar com a
resisténcia a ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii. Os 6leos foram extraidos por

hidrodestilacdo e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
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Os dados da composicao quimica e os respectivas porcentagens dos constituintes foram
submetidos aos testes estatisticos multivariados de analise de agrupamento e analise de
componentes principais. O trabalho permitiu a discriminagdo dos clones estudados e a
obtenc¢do de dois marcadores bioquimicos de resisténcia a ferrugem do eucalipto, o limoneno e
o y-terpineno. O clone altamente suscetivel apresentou alta porcentagem de y-terpineno e o
clone resistente apresentou alta porcentagem de limoneno. Assim, foi possivel relacionar a

composi¢ao quimica dos 6leos essenciais com as diferentes respostas dos clones a ferrugem.

Termos para indexagdo: 0leos essenciais, Puccinia psidii, resisténcia, eucalipto.

Summary

Silva-Souza, R.R; Rodella, R.A; Marques, M.O.M; Furtado, E.L. Essential oil composition at
three leaf stages of eucalyptus clones and their relationship with rust caused by the

fungus Puccinia psidii. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 2007.

Biochemical resistance is a defense mechanism used by plants to inhibit a
pathogen's action, by exposing it to toxic substances from chemical reactions that take place in
cells of the host. Due to the importance of essential oils in protecting plants against
environmental and biotic factors, thus inhibiting the action of pathogens, the objective of this
study was to characterize the essential oil composition of fresh eucalyptus leaves at three
developmental stages (E1, E3, and E5) in three clones, attempting to relate them to resistance
against eucalyptus rust caused by the fungus Puccinia psidii. The oils were extracted by
hidrodestilation and were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry. The chemical
composition data and their respective constituent contents were submitted to multivariate
statistical tests, namely cluster analysis and principal components analysis. The study allowed
the discrimination of the clones studied and the identification of two biochemical marks, the
limonene and the y-terpinene. The highly susceptible clone showed higher percentage of y-
terpinene and the resistant clone was different because of its higher percentage of limonene.
Consequently, it was possible to relate the chemical composition of essential oils with

different clone responses to eucalyptus rust.
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Introducéo

As ferrugens sdo doengas causadas por patdgenos biotroficos que necessitam do
hospedeiro vivo para sua sobrevivéncia, retirando nutrientes e utilizando-os nos seus processos
vitais, sem causar a morte da planta. No entanto, esses nutrientes encontram-se no interior das
células vegetais e tornam-se acessiveis aos patdgenos somente quando estes conseguem
penetrar nos tecidos do hospedeiro, ultrapassando barreiras fisicas e o arsenal bioquimico de
defesa da planta (Ferreira, 1989; Bedendo, 1995; Pascholati e Leite, 1995).

A resisténcia bioquimica ¢ um mecanismo de defesa utilizado pelas plantas para
inibir a agdo do patdgeno, expondo-o as substancias toxicas provenientes de reagdes quimicas
que ocorrem nas cé¢lulas do hospedeiro. Essas substincias estardo em alta concentragdo nos
tecidos sadios das plantas quando forem pré-formadas, e em baixos niveis, antes da infecgao,
quando pés-formadas (Pascholati e Leite,1995; Agrios, 2005). As substancias pré-formadas
como compostos fenolicos, alcaldides e terpendides, juntamente com outras substancias, sao
produtos do metabolismo secundario das plantas, com a capacidade de garantir vantagens a
sobrevivéncia e perpetuagdo da sua espécie (Coutinho et al., 2004; Santos, 2004).

Embora o metabolismo secundario nao esteja diretamente envolvido nos processos
vitais da planta, ele desempenha um papel importante na sua interagdo com fatores bidticos.
As rotas metabolicas sdo ativadas em algumas fases de desenvolvimento da planta ou periodos
de estresse, causados por limitagdes nutricionais ou ataque microbiologico (Mann, 1987,
citado por Santos, 2004).

Os terpenoides, que englobam, dentre outros, os mono e 0s sesquiterpenos
presentes nos oOleos essenciais, sao ativos contra bactérias, fungos, virus e protozoarios
(Cowan, 1999).

Os o6leos essenciais podem apresentar uma composi¢do quimica e odores bem
distintos, devido as variagdes climaticas, ambientais e culturais que as plantas estdo
submetidas, bem como aos fatores relacionados a época e horario de coleta, métodos de

extracdo e estagios de desenvolvimento da planta (Santos, 2004).
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A composicdo quimica do Oleo essencial de uma planta ¢ determinada
geneticamente, sendo geralmente especifica para um determinado 6rgdo, e caracteristica para
seu estagio de desenvolvimento, mas as condi¢des ambientais sdo capazes de causar variagdes
significativas (Simdes e Spitzer, 2004).

Os o6leos essenciais extraidos de folhas de espécies de eucalipto sdo formados por
misturas complexas de compostos organicos volateis que incluem hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos, cetonas, acidos e ésteres. Sao compostos, predominantemente, por mono e
sesquiterpenos, sendo os monoterpenos os mais abundantes (Boland et al., 1991).

Na maioria das espécies de eucalipto, os dleos essenciais estdo localizados em
cavidades ou glandulas secretoras lisigenas distribuidas no mesofilo da folha, mais
precisamente entre as células dos parénquimas abaxial e adaxial (Johnson, 1926; Accorsi,
1941; Metcalfe e Chalk, 1957; Esau, 1974; Boland et al., 1991; Castro e Machado, 2006). No
entanto, em Corymbia citriodora essas glandulas estdo ausentes no mesofilo da folha, sendo
substituidas por emergéncias secretoras de esséncia oleosa, distribuidas em ambas as
epidermes (Accorsi, 1941; Metcalfe e Chalk, 1957 ).

A composicao das secrecdes oleosas presentes nas cavidades secretoras da folha de
eucalipto ainda nao ¢é totalmente conhecida; no entanto, alguns autores sugerem a presenca de
alguns terpenos, como o 1,8-cineol, felandreno e piperitona, e de misturas de 6leos essenciais
e compostos fenolicos (Metcalfe e Chalk, 1979; Boland et al., 1991; Castro e Machado, 20006).

A literatura tem apresentado varios trabalhos demonstrando o potencial dos dleos
essenciais no controle de algumas doengas de plantas, inibindo ou reduzindo o crescimento
micelial e a germinagdo de esporos. Em contrapartida, existem estudos que também revelam a
capacidade destes compostos em atrair o patdgeno ou estimular o seu processo infeccioso no
hospedeiro. Este fato foi sugerido por Bizi (2006) que, ao testar “in vivo” o efeito dos 6leos
essenciais de Eucalyptus globulus, Pinus spp. ¢ Corymbia citriodora, verificou a auséncia
total de controle de Botrytis cinerea ¢ Oidium sp. em Eucalyptus dunnii e E. benthamii,
respectivamente.

No entanto, a literatura ¢ escassa quando se trata de hibridos de eucalipto,
principalmente relacionando a composi¢ao do 6leo com a resisténcia a algumas doengas.

Assim, o presente trabalho foi realizado com a finalidade de caracterizar a

composicdo de Oleos essenciais em folhas frescas, em trés estdgios de desenvolvimento, de
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trés clones de eucalipto, provenientes do cruzamento entre Eucalyptus urophylla e E. grandis,

procurando-se relacionar com a resisténcia a ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii.

Material e Métodos

Para o experimento, foram selecionados trés clones do hibrido Eucalyptus
urograndis, proveniente do cruzamento entre Eucalyptus urophylla ¢ Eucalyptus grandis,
cedidos pela empresa Votorantim Celulose e Papel S.A. A escolha dos mesmos foi efetuada
pela resposta a ferrugem, em condi¢des de campo, sendo um clone resistente (clone A), um
suscetivel (clone B) e um altamente suscetivel (clone C).

Tendo em vista que a doengca ocorre em brotacdes e Orgdos em inicio de
desenvolvimento, foram coletadas folhas, em trés diferentes estdgios de desenvolvimento
(Figura 3), estabelecidos por Silva (2003), para efeito comparativo. Estas foram selecionadas
de acordo com a sua disposi¢do nos ramos, sendo 0s primeiros, os terceiros € os quintos pares
escolhidos para o estudo, j4 que apresentam diferencas anatdmicas estruturais, bem como
variag¢do no grau de suscetibilidade a ferrugem.

As amostras foram coletadas em Janeiro de 2007 em fazendas proximas a cidade
de Jacarei, no Estado de Sao Paulo, em plantios de eucalipto com um ano de idade, em area
pertencente a empresa Votorantim Celulose e Papel S.A. Para reduzir possiveis fatores de
interferéncia na composi¢ao dos 6leos essenciais, as plantas selecionadas para o estudo eram
provenientes do mesmo talhdo e submetidas as mesmas condi¢des de solo, clima e aspectos
silviculturais.

A extracdo dos oleos foi efetuada no Laboratorio de Fitoquimica do Centro de P &
D de Recursos Genéticos vegetais do Instituto Agrondmico de Campinas, através da
hidrodestilagdo em aparelho Clevenger (Figura 4). Para isso, folhas frescas foram picadas,
pesadas e colocadas em baldes de vidro de 2000 mL com agua destilada.

Apo6s duas horas de extracdo, os 6leos foram analisados em cromatografo gasoso
acoplado a um detector de espectrometria de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando
a 70eV, com coluna capilar DB-5 (J&W Scientific, 30,0m x 0,25mm x 0,25um), gas de arraste
hélio (1,0 mL/min), split 1/20, injetor a 240°C e detector a 230°C. O o6leo essencial de cada

amostra (1 pL) foi solubilizado em acetato de etila (ImL) e injetado 1pL dessa solugdo na
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coluna capilar a uma programacao de temperatura de 60°C a 240° C, a 3°C/min, sendo trés
injecdes para cada tratamento correspondentes as repetigdes.

A identificacdo das substancias foi realizada através da comparacdo dos seus
espectros de massas e indice de reten¢ao de Kovats com o banco de dados do sistema CG-EM
(Nist. 62 lib.) e com a literatura (Adams, 2001).

A proporgao relativa das substancias presentes nos 0leos essenciais foi expressa em
porcentagem e efetuada pelo cromatdgrafo gasoso (CG-DIC, Shimadzu, GC-2010), com
detector de ionizagdo de chama, com coluna capilar DB-5 (J&W Scientific, 30,0m x 0,25mm x
0,25um), fluxo de 1,7 mL/min e split de 1:30; utilizando-se uma programacao de 50°C a
180°C, 5°C/min, 180°C a 280°C, 10°C/min e a 280°C por 10 minutos.

Apbs a caracterizacdo da composicdo dos Oleos essenciais, os dados de
porcentagem foram submetidos aos testes estatisticos multivariados de analise de agrupamento
e analise de componentes principais (Sneath e Sokal, 1973), para correlacionar a composi¢ao

de 6leos essenciais com a resisténcia ou suscetibilidade das plantas a ferrugem das mirtaceas.

Resultados e Discussao

A analise da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de clones de Eucalyptus
urograndis, em trés estagios foliares, mostrou que de 75 a 95% dos Oleos € constituido por
monoterpenos € o restante por sesquiterpenos. As principais substincias identificadas e as
respectivas porcentagens em cada amostra sao apresentadas na Tabela 1. Os cromatogramas
obtidos na analise dos 6leos essenciais estdo expostos nas Figuras 6-14.

Os compostos majoritarios dos Oleos essenciais foram o o-pineno (15-41%),
limoneno (3-34%), 1,8-cineol (18-41%) e y-terpineno (0,18-20%). Resultado semelhante foi
encontrado no 6leo extraido de folhas de Eucalyptus cinerea proveniente de Curitiba, onde os
principais constituintes foram 1,8-cineol, a -pineno, limoneno e o —terpineol (Franco, 2005),
também verificados em Eucalyptus urophylla, cultivado em Taiwan, juntamente com outras
substancias como ocimeno e 4-terpineol (Shieh, 1998).

Em folhas de Eucalyptus grandis provenientes de Goias, as principais substancias
presentes no 6leo foram o y-terpineno, o-cimeno, B-pineno e 1-8 cineol (Estanislau et. al.,

2001). Esta mesma espécie cultivada na Australia, apresentou como substincias majoritarias
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trés monoterpenos, a-pineno (22%), 1,8-cineol (6%) e a-terpineol (5%), e duas B-tricetonas,
leptospermona e flavosona (Boland et al., 1991).

Os rendimentos dos oleos essenciais, extraidos de folhas secas, dos trés clones de
eucalipto estudados, bem como os rendimentos referentes aos estagios de desenvolvimento das
folhas estao expostos na Tabela 2. Observa-se que o clone C (altamente suscetivel) apresentou
menor rendimento quando comparado aos outros clones, nos trés estagios foliares, sendo que o
primeiro estdgio demonstrou menor quantidade de 6leo essencial extraido. Este resultado,
juntamente com outros fatores, pode ser relacionado com a maior suscetibilidade do estagio
um (E1) a ferrugem, visto que maiores quantidades de 6leos essenciais podem estar envolvidas
nos processos de defesa da planta.

Os rendimentos obtidos (0,85 a 2,28%) sdo semelhantes ao observado por Lassak
(1988) e Boland (1991) em folhas frescas de varias espécies de eucalipto, onde os mesmos
variam de 0,2 a 6%. Resultados bem similares também foram obtidos de folhas secas, jovens
e maduras, trituradas e ndo trituradas de povoamentos florestais de Corymbia citriodora com 6
meses, 7 anos e 45 anos de idade, por Andrade e Gomes (2000), que apresentaram um
rendimento de 0,79 a 1,47 %. Os mesmos autores verificaram que os maiores rendimentos
foram provenientes de folhas maduras e trituradas, concordando com os resultados obtidos no
presente trabalho (Tabela 2).

O menor rendimento do 6leo essencial de folhas jovens, em estagios iniciais de
desenvolvimento, como demonstra a Tabela 2, também pode ser considerado como um fator
adicional a predisposigdo da planta ao ataque pelo P. psidii.

Para uma melhor visualizagdo e correlagdo dos fatores, foram consideradas
somente as substancias identificadas e mais abundantes, as quais foram submetidas as analises
estatisticas multivariadas de agrupamento e de componentes principais.

Os valores médios, referentes as trés repeticdes, das 13 substancias e seus
respectivos teores (%) presentes nos 6leos essenciais dos trés clones de Eucalyptus, em trés

estagios do desenvolvimento foliar, estdo relacionados na Tabela 1.

Os valores da Tabela 3 referem-se aos coeficientes de correlacdo entre as 13

substancias e os dois primeiros componentes principais (Y; € Y3).
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O componente Y, com informacao retida de 54,88% apresentou altos coeficientes
de correlagdo para as substancias orto-cimeno, y-terpineno, 4-terpineol, a-acetato de terpenila,
terpinoleno e a-pineno. Para o segundo componente principal, a informag¢do retida foi de
24,53%, cujo valor ¢ considerado baixo e, conseqiientemente, apenas a porcentagem relativa
de limoneno e 1,8-cineol apresentaram poder de discriminagdo satisfatorio, enquanto que os

demais ndo contribuiram para a diferenciagao.

O dendrograma resultante da Analise de Agrupamento (Figura 1) permitiu
discriminar os tratamentos em seis grupos diferentes na escala de similaridade a uma distancia
de 0,20. O grupo um foi constituido pelo primeiro estagio foliar do clone C (altamente
suscetivel a ferrugem); o grupo dois pelo terceiro e quinto estagios foliares do clone C; o
grupo trés pelo primeiro estagio foliar do clone A (resistente a ferrugem); o grupo quatro pelo
terceiro e quinto estdgios foliares do clone A; o grupo cinco pelo primeiro estagio foliar do
clone B (suscetivel a ferrugem) e o grupo seis foi constituido pelo terceiro e quinto estagios

foliares do clone B.

Observa-se pelo dendrograma da Analise de Agrupamento (Figura 1) que os
primeiros estdgios foliares diferenciaram-se dos outros, quanto & composicdo quimica dos
6leos essenciais, para todos os clones estudados. Este resultado evidencia que o estagio inicial
de desenvolvimento das folhas de eucalipto sdo mais suscetiveis ao ataque do Puccinia psidii,
patogeno causador da ferrugem (Ferreira, 1989), podendo-se sugerir o envolvimento dos 6leos

essenciais na protecdo da planta contra o patdgeno.

Verifica-se também que o dendrograma da Figura 1, considerando o valor de 0,35
na escala de distancia, e a dispersdo grafica da Figura 2, mostraram a formacdo de trés grupos
distintos, referentes aos trés clones, sendo o grupo um formado pelo clone C ¢ os seus estagios
foliares, o grupo dois pelo clone A, juntamente com seus estagios foliares e o grupo trés pelo
clone B e seus estagios foliares. Assim, o clone C apresentou alto poder de dissimilaridade em
relacdo aos clones A e B, possibilitando a sua diferenciacdo quanto ao grau de suscetibilidade
a doenga, com base na composi¢do quimica dos 6leos essenciais € na propor¢do relativa

referente as substancias presentes.

Através dos valores do primeiro componente principal (Tabela 3) associados a

dispersao grafica (Figura 2), constatou-se que o clone C (altamente suscetivel a doencga), nos
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trés estagios foliares, apresentou as maiores porcentagens de y-terpineno, o-acetato de
terpenila, orto-cimeno, 4-terpineol, terpinoleno e menor teor de a-pineno. Para o segundo
componente principal, o clone A (resistente) nos trés estagios foliares, diferenciou-se por
apresentar maior porcentagem de limoneno e menor de 1,8-cineol, também conhecido como

eucaliptol, em seus oleos essenciais; situacao inversa ocorreu para os clones B e C.

O efeito fungitoxico do limoneno, do 1,8-cineol e do a-pineno, bem como do B-
mirceno e [-pineno, presentes em Oleos essenciais de Cymbopogon Martini, Thymus zygis,
Cinnamomum zeylanicum e Eugenia caryophylla, foram observados por Wilson et al. (1997)
contra Botrytis cinerea. Hammer et al. (2003) também observou efeito inibitorio do
crescimento de varios fungos por 4-terpineol, a-terpineol, linalol, a-pineno e B-pineno,
seguido por 1,8-cineol.

No entanto, a atividade antifingica e antimicrobiana podem ser resultados da
interagdo de muitos compostos, agindo sinergicamente, podendo as substancias isoladas nao
ser tao efetivas quanto o conjunto de compostos e suas respectivas concentragdes. Este fato foi
verificado por Vilela (2007) em que a substancia 1,8-cineol, isolada do 6leo essencial de
Eucalyptus globulus foi responsavel por apenas 5,5 % da inibi¢ao do crescimento micelial de
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, a uma concentragdo de 1.500 uL, enquanto que
500 pL do 6leo apresentou uma inibigao micelial de 90%. A ineficiéncia do 1,8-cineol isolado
também foi relatada por Lis-Balchin et al. (1998), que verificou uma correlagao inversa entre a
substancia e a atividade antifingica sobre Aspergillus niger, A. ochraceus e Fusarium
culmorum.

Todos os clones estudados apresentaram os mesmos constituintes nos o6leos
essenciais, nos trés estagios foliares, variando apenas a porcentagem de cada composto.
Assim, ndo foi possivel relacionar a presenca ou auséncia de um composto especifico no clone
A ou Clone C, que pudesse conferir aos mesmos a resisténcia ou alta suscetibilidade ao
Puccinia psidii, respectivamente, mas sim a diferenca na porcentagem de determinadas
substancias. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que os trés clones sdo provenientes
do cruzamento entre Eucalyptus grandis x E. urophylla. Através das diferengas nas
porcentagens dos constituintes, submetidas a andlise estatistica multivariada, foi possivel

diferenciar o clone altamente suscetivel (clone C) dos demais, bem como discriminar o
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primeiro estagio foliar dos outros dois estagios, indicando possiveis relagdes dos o6leos

essenciais com a ferrugem.

Conclusdes

e Diferengas na porcentagem relativa dos constituintes quimicos, presentes nos o6leos
essenciais, permitiram discriminar os clones estudados;

e O rendimento foi crescente em relagdo aos estagios foliares, e quanto aos clones, o
altamente suscetivel apresentou menor rendimento em comparagao aos outros clones.

e Identificagdo de dois marcadores bioquimicos de resisténcia a ferrugem do eucalipto:
maior % de limoneno em clones resistentes ¢ maior % de y-terpineno em clones
suscetiveis.

e Foi possivel relacionar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais com as diferentes

respostas dos clones a ferrugem.
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Tabela 1. Valores médios (%) das 13 substancias quimicas mais abundantes dos 6leos essenciais, presentes em trés estagios foliares (E1, E3
e E5), dos trés clones de eucalipto. Clone A: resistente a ferrugem; clone B: suscetivel. Clone C: altamente suscetivel. IK Calc.: Indice de

Kovats calculado. IK Lit.: indice de Kovats da literatura (Adams, 2001).

Clone A Clone B Clone C IK Calc. IK Lit.
SUBSTANCIAS El E3 E5 El E3 E5 El E3 ES5
- pineno 20,62 19,88 20,24 33,55 39,64 41,31 15,33 17,29 18,08 932 939
a-felandreno 2,88 4,41 2,77 2,97 1,44 1,13 0,81 0,67 0,49 1004 1005
orto-cimeno 0,96 1,35 1,79 0,83 0,49 0,43 3,89 3,28 3,17 1021 1022
limoneno 29,37 33,87 33,22 4,77 4,65 4,16 2,94 3,45 3,53 1027 1031
1,8 cineol 18,56 22 27,45 35,08 38,97 40,47 21,93 33,91 35,14 1028 1033
cis-pf-ocimeno 2,19 1,37 0,85 3,8 2,1 1,65 2,93 2,13 1,45 1034 1040
y-terpineno 0,4 0,51 0,46 0,18 0,21 0,24 15,14 19,31 19,91 1056 1062
terpinoleno 0,88 0,63 0,6 0,97 0,4 0,35 1,77 1,14 0,90 1086 1088
4- terpineol 0,74 0,75 0,9 0,22 0,29 0,34 1,18 1,63 2,04 1172 1177
a- terpineol 5,1 3,54 2,73 4,55 5,54 5,16 3,93 2,35 2,71 1186 1189
a-acetato de terpenila 3,19 3,4 3,21 0,64 0,27 0,18 6,79 5,69 6,03 1345 1350
trans-cariofileno 1,92 1,22 0,5 1,23 0,67 0,37 1,7 1,08 0,71 1417 1418

viridifloreno 1,29 0,41 0,28 2,24 0,38 0,52 3,59 1,71 1,04 1493 1493
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Tabela 2. Rendimento (%) dos 6leos essenciais, provenientes de folhas secas dos trés clones
de eucalipto (clone A- resistente a ferrugem, Clone B- suscetivel e Clone C-altamente

suscetivel), em trés estagios foliares (E1, E3 ¢ ES).

Estagios foliares

Clones El E3 E5
A 1,61 2,28 1,88
B 1,44 1,6 1,85

C 0,85 1,35 1,82




Tabela 3. Coeficientes de correlagao entre as 13 substancias quimicas dos

Oleos essenciais, presentes em trés estagios foliares (E1, E3 e ES5), dos trés

clones de eucalipto e os dois componentes principais (Y; e Y;). Ord.:

ordenagdo das substancias quanto ao poder discriminatério.

SUBSTANCIAS Y1 ord Y2 ord
- pineno -0,7118 6 -0,6984 3
a-felandreno -0,6315 8 0,6486 4
orto-cimeno 0,9711 1 0,1510 11
limoneno -0,4220 10 0,9000 1
1,8 cineol -0,1454 12 -0,8474 2
cis-f-ocimeno 0,1102 13 -0,4328 5
y-terpineno 0,9698 2 -0,1207 12
terpinoleno 0,7963 5 0,0881 13
4- terpineol 0,8766 4 0,2169 10
a- terpineol -0,6402 7 -0,4092 6
a-acetato de terpenila 09174 3 0,3870 8
trans-cariofileno 0,2697 11 0,3930 7
viridifloreno 0,5939 9 -0,2320 9
Informacao retida (%) 54,88 24,53
Informa¢ao acumulada 54,88 79.41
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Figura 1. Dendrograma resultante da Andlise de Agrupamento das 13 substancias quimicas
dos oleos essenciais, utilizando-se a Distancia Euclidiana Média, entre os trés clones de
eucalipto e os trés estagios do desenvolvimento foliar. A: clone resistente. B: clone suscetivel.

C: clone altamente suscetivel. E1, E3, E5: estagios do desenvolvimento foliar.
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Y2

Y1

Figura 2. Dispersdo grafica dos trés clones de eucalipto e os trés estagios de
desenvolvimento foliar, utilizando-se os dois primeiros componentes principais (Y; ¢ Y>)
para o conjunto das 13 substancias quimicas presentes na composi¢do dos 6leos essenciais.
A: clone resistente. B: clone suscetivel. C: clone altamente suscetivel. E1, E3, E5: estagios

do desenvolvimento foliar.



Estagio foliar 1

Estagio foliar 3

Estagio foliar 5

Figura 3. Representacdo dos trés estagios de desenvolvimento

foliar dispostos em ramo de eucalipto.
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Figura 4. Aparelhos de Clevenger, pertencentes ao Instituto
Agrondémico de Campinas, utilizados para a extragdo dos

oleos essenciais.

Figura 5. Cromatografo a gas, acoplado ao espectro de

massas (GCMS), pertencente ao Istituto Agrondmico de

Campinas, utilizado para a analise dos 6leos essenciais.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O clone A confirmou a sua resisténcia pela maior espessura das cuticulas abaxial e
adaxial, maior espessura do parénquima paligddico adaxial, maior % de parénquima
palicadico, maior nimero ¢ area de cavidades oleiferas, menor espessura da epiderme

abaxial e menor espessura e % de parénquima lacunoso;

O clone A, resistente, manteve sua condicao, nos trés estagios foliares, pela auséncia de
sintomas na superficie foliar e menor incidéncia de apressorios formados.

O clone C mostrou-se altamente suscetivel a ferrugem, no primeiro e terceiro estagios
foliares, pela maior ocorréncia de uredinidosporos germinados e dotados de apressorios,
bem como pela degradagdo dos tecidos superficiais da folha.

O quinto estagio foliar mostrou-se resistente em ambos os clones, sendo que o material
suscetivel caracterizou-se pelo crescimento superficial do patégeno, sem ocorréncia de
penetragdo, e o resistente, pela inativagao dos uredinidsporos.

Foram identificados dois marcadores bioquimicos, o limoneno, presente em maior
quantidade no clone resistente e o y-terpineno, presente em maior quantidade no clone

O rendimento foi crescente em relacdo aos estagios foliares, e quanto aos clones, o

altamente suscetivel apresentou menor rendimento em comparagao aos outros clones.
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