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1 RESUMO

O md das folhas é um dos mas s&ios problemas patogénicos da
seringueira no Brasil, sendo uma condante ameaga para as plantagbes do Oriente,
principdmente Tailandia, Indonésia e Maésa, paises responsdveis por 90 % da producéo
mundia de borracha naturd. Esta doenca causa desfolhamentos sucessivos as plantas em
materials suscetivels, reduzindo a producéo de laex e acarretando na mortaidade das plantas
adultas. O objetivo do presente trabaho foi: caracterizar a anatomia foliar em trés estégios
fenolégicos nos clones de seringueira PB 314, PB 235 MDF 180 e Fx 2784; aspectos
anatémicos envolvidos com a patogénese do Microcyclus ulei em trés clones (PB 314, PB 235
e Fx 2784) avdiados aos 5, 10, 45 e 90 dias apbs inoculacdo. Foi possivel classficar trés
estégios (B, C e D) de acordo com os aspectos anatdbmicos. Verificourse que PB 314
possibilitou 0 completo desenvolvimento do fungo nas fases assexud e sexud; MDF 180
goresentou dta concentracdo de compostos fendlicos no mesofilo, auséncia da ascogénese e
maior tempo da esporulagdo conidia que em PB 314; Fx 2784 gpresentou maior espessura da
epiderme da face abaxid, no estagio foliar B, que os outros clones, podendo ser considerada

um fator de res sténcia anatdmica ainfecgdo e colonizagao pelo fungo.



ANATOMIC CHARACTERIZATION OF LEAVES IN RUBBER TREE CLONES AND
RESISTANCE TO Microcyclus ulei. Botucatu, 2003. Dissertacdo (Mestrado em
AgronomialProtecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universdade
Estadud Pauliga

Author: ROSANA SAMBUGARO

Adviser: EDSON LUIZ FURTADO

2 SUMMARY

The South American lesf blight is the most serious disease of rubber
tree: is currently a serious threat to many regions of rubber plantation of the world, particularly
in Indonesa, Tayland and Maaysa, responsible for 90% of naturd rubber; and was the most
important sngle factor in the complete failure of attempts to cultive rubber in the North region
of Brazil. This disesase caused successve defoliation in susceptible materids reducing the
latex production and the plants death after third defoliation. The am of this work was. @To
characterize the ledflets anatomy in three phenoligic stage in four rubber tree clones. PB 314,
PB 235 MDF 180 and Fx 2784; b)Anatomica aspects involved with pathogenesis of
Microcyclus ulel in three clones (PB 314, MDF 180 and Fx 2784) evaluated on 5, 10, 45 and
90 days after inoculation. It was possble classfied 3 leaves stages (B, C and D) according to
anatomica aspects. In PB 314 it was possble the complete fungus development in asexuad and
sexud sage, MDF 180 showed phenolic compounds concentration in the mesophil and the
fungus ascogenese it was not possible, but the conidid sporulation was longer than PB 314; Fx
2784 has more larger thickness epidermic of abaxia surface in the B dtage than the other
clones, contributed with important anatomic factor of resstance to infection and colonization

by fungus.

Key words. Hevea, Microcyclus ulel, anatomic resistance.



3INTRODUCAO

O md das folhas da seringueira, causado peo fungo ascomiceto
Microcyclus ulel (P. Henn.) v. Arx, € o principa problema dos seringais de cultivo da América
Latina (Gasparotto et a., 1984), ndo sO pela magnitude dos danos causados a producdo como,
principdmente, pela freqiéncia com que estes danos ocorrem (Bergamin Flho & Amorim,
1996). No Bras| esta presente em todos os Estados onde é cultivada, com danos significativos
na Regido Norte, no sudeste da Bahia e em aguns municipios dos estados de Mato Grosso
(Gasparotto & Ferreira, 1989), Sao Paulo e Parana (Silveira & Furtado, 1995) e Espirito Santo
(Gasgparotto et al., 1997).

Por ser um padgeno dtamente ameacador, devido a sua rdpida
disseminacéo, alta capacidade de causar danos, dta adaptacéo e dificil controle, a utilizacdo de
clones resstentes e produtivos € a medida mais eficiente de controle da doenca. De acordo
com Goncgalves et a. (2001), a abertura de novas fronteiras para a cultura da seringueira
aumenta ainda mais as preocupacies redivas ao limitado nimero de clones plantados sujeitos
a vulnerabilidade, necesstando da ampliacdo do programa de melhoramento genético. Porém,
exisem poucos estudos visando a obtencdo de ressténcia, como os redizados pelo Indituto
Agrondmico de Campinas para a Regido do Vade do Ribera, Estado de Séo Paulo (Gongalves
et a., 2000) e os redizados pelas Plantagbes Michelin em parceria com o CIRAD (Centro de
Cooperacéo Internaciona de Pesguisas Agrondmicas para o Desenvolvimento).



Em reacdo a fase edtromdica do fungo, a literatura revela que ha
ecassez de estudos. Edta fase dém de condtituir fonte de indculo primaria e de protecéo do
fungo em estagBes desfavoravels, ela também é produzida durante a fase epidémica da doenca,
gpresentando assm grande importancia Bergamin Filho (1982) afirma que a reducéo do
inéculo inicid, ou sga, da fase estromética do fungo, é a Unica solucdo econdmica disponive
para os produtores no controle da doenca

Alguns estudos anatdbmicos (Blazquez & Owen, 1963; Sanier et 4d.,
1992; Garcia, 1995; Garcia et al., 1995; Garcia et a., 1999) mostraram que clones resstentes e
suscetivels comportaramse de maneira diferente apds a penetracdo do fungo; os clones
resgentes produzem rapidamente um materid amardo intracdular que parece impedir o
progresso da infeccdo e, consequentemente, a formagéo da fase sexud, fato esse que néo
ocorre em clones suscetivels.

Devido a esses diferentes comportamentos de clones em resposta a
infeccdo pelo fungo e aos poucos trabahos encontrados na literatura, h4 a necessdade de
edudar mais detahadamente os aspectos anatbmicos ligados a ressténcia de clones de
seringueira a0  Microcyclus ulei, podendo-se ampliar 0s conhecimentos para serem
incorporados aos futuros programas de mel horamento genético.

O presente trabaho teve como objetivo caracterizar comparativamente,
em diferentes épocas de coleta, a anatomia dos foliolos sadios e infectados (desde a fase
conidid até a estromética) dos clones de seringueira (Hevea spp.) PB 235, PB 314, MDF 180
e Fx 2784 ao ma-das-folhas (Microcyclus ule), visando identificar possivels caracterigticas

anatdmicas relacionadas com a resisténcia a esse patdgeno.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 O Hospedeiro

A sringueira tem como habitat naturd a Regido Amazonica, onde
existem dez espécies no Brasil das onze conhecidas (Gasparotto et al., 1997). Botanicamente,
a seringueira é uma dicotiledbnea mondica do género Hevea petencente a familia
Euphorbiaceae, sendo todas as espécies lenhosas e arboreas. Possui flores unissexuas e suas
folhas sio longamente pecioladas e compostas trifolioladas.

As plantas adultas deste género apresentam um periodo de senescéncia
e queda das folhas, gerdmente, no inicio da estacdo seca. O conhecimento do habito
fenolégico, como a manera e o periodo de reenfolhamento dos seringais, € a fase mas
importante para a fitopatologia, pois € nesse periodo que a seringueira gpresenta foliolos com
coloracdo antocidnica intensa, nos quais ocorre a grande maioria dos ataques das doencas
foliares (Gasparotto et ., 1997).

De acordo com Halé et d. (1978), o ciclo da ontogenia foliar
compreende quatro fases, relacionadas com o nivel de atividade do meristema gpicd e com as
fases de desenvolvimento foliar:

Estddio A — gema apicd anteriormente em repouso, em atividade de divisso cdula e
morfogénese (formacdo de primordios foliares e de gemas axiliares). Esse edtadio dura, em

média nove dias.



Egadio B — fase de dongamento. A atividade mitética no merisema agpica propriamente dita
reduz a patir da fase inicid do dongamento. Esse esadio dura, em média, dez dias e
apresenta dois subestadios.

B, — foliolos na posicéo verticd com o &pice voltado para cima, fortemente carregados com
antocianina.

B, — §pices dos foliolos voltados para baixo, coloragdo antocianica menos intensa. Esta é a
fase de maior velocidade de d ongamento do eixo caulinar.

Estadio C —foliolos pendentes, fl&cidos e de cor verde. A duragéo é de cerca de oito dias.

Estadio D — fase de dorméncia da gema apica com folhas totdmente amadurecidas. Edta fase
dura geramente treze dias sob condigdes normais de crescimento ativo.

A destricdo anatdmica foliar da familia Euphorbiacese é caracterizada
por Metcafe & Chak (1957), revelando a ocorréncia de uma epiderme contendo cdlulas com
paredes anticlinais retas ou snuosas e, epiderme da face abaxial muitas vezes, com papilas em
agumas espécies. Os estbmatos, geralmente, ocorrem na face abaxid, raramente na adaxidl.
No mesofilo gparece uma camada de células paicidicas debaixo da epiderme da face adaxid,
e vaias camadas condituindo o tecido parenquimético lacunoso. Os feixes vasculares S0

colaterais acompanhados por um and descontinuo de fibras com intensa lignificacéo.

4.2 A Doenca

O md-das-folhas da singuera (Hevea sop.), ou quema sul-
ameicana das folhas ou ainda “South American Ledaf Blight” (SALB) nos paises de lingua
inglesa, € consderada uma das principais causas de fracassos de seringais de cultivo no Brasl
(Gasparotto et d., 1984; Silveira & Furtado, 1995) e em outros paises da América do Sul e
Central (Gasparotto et al., 1997). Causada pelo fungo Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx,
doenca se manifesta em folhas novas, sob a forma de pequenas manchas necroéticas, circulares,
com pontuacbes pretas no centro, condituidas pelos 6rgdos de frutificacdo do fungo
(Bergamin & Cardoso, 1980). Especidmente nas superficies abaxias, essas lesbes apresentam
tondidades e aspecto verde-diva-fdtroso, ou cinza-esverdeado-feltroso, ou escuro-feltroso
resultantes da esporulacdo conidid da primera fase assexuada ou anamdrfica do M. ulei
(Gasparotto et a., 1997), causando a queda prematura dos foliolos (Santos, 1992).



Em condicBes favordveis a ocorréncia do ma-das-folhas, como a
umidade do ar superior a 95% por 10 h consecutivas, durante um periodo de, pelo menos, 12
noites por més, e regides sujeitas a periodos prolongados de orvaho, neblina ou chuvas leves,
como &eas de baixadas (Camargo et al., 1967), as lesbes crescem e a planta pode perder
totamente a folhagem. Nessas condigbes e em clones dtamente suscetivels, infecgdes e
reinfeccbes do patdgeno em foliolos jovens podem causar desfolhamentos sucessivos,
ocasonando 0 secamento de terminais de hastes e de gahos e, conseglentemente, morte
descendente de plantas (Gasparotto et a., 1997).

Nos viveiros e jardins clonais, a eevada incidéncia da doenca causa
atraso no crescimento, reducdo do nimero de plantas em condigbes de serem enxertadas e
diminuicdo de gproveitamento de borbulhas para enxertia em épocas apropriadas (Gasparotto
eta., 1990).

No Brasl, o ma-das-folhas ocorre em todos os Estados onde a
seringueira € cultivada, com danos sgnificativos na Regido Norte, no sudeste da Bahia e em
aguns municipios do Estado do Mato Grosso (Gasparotto & Ferreira, 1989), Espirito Santo
(Gasparotto et d., 1997), e no Estado de Sdo Paulo, no municipio de Jacupiranga, com
coordenadas de 24 ° 48' S (Trindade & Furtado, 1997).

4.3 O Patégeno

O fungo Microcyclus ulel pertence ao filo Ascomycota e a familia
Dothidescese. Apresenta ciclo biologico completo na seringueira (Brignani Neto et d., 1991)
e produz dois tipos de esporos infectivos durante a fase epidémica da doenca, conforme a
reproducdo: conidiésporos (reproducdo assexuada ou fase anamdrfica) e  ascOsporos
(reproducdo sexuada ou fase telimorfica), de acordo com Silveira & Furtado (1995) e
Bergamin Filho & Amorim (1996). Os conidiGsporos, por serem nuMerosos, S8 0S principals
disseminadores do patdgeno e responsiveis pea severidade da doenca (Bergamin Filho &
Cardoso, 1980). Os ascosporos, responsaveis pelo indeulo primé&io e pea via anti-horéria de
infeccdo, condderada de grande importéncia nas epidemias (Bergamin Filho & Amorim,
1996), sfo produzidos em quantidades menores e descarregados progressvamente (Bergamin
Filho & Cardoso, 1980; Slveira & Furtado, 1995), permanecendo viavels no interior de



estruturas nas folhas retidas na copa por muitos dias (* Furtado). De acordo com Chee (1980),
os dois tipos de esporos tém grande importéncia, mas desempenham diferentes papés na
epidemiologia da doenca.

Segundo Gasparotto & Ferreira (1989) e Gasparotto et a. (1997), a
fase anamarfica ou assexuada é representada pela formacdo de conidiéforos smples, eretos ou
geniculados, medindo até 140 x 47 mm. Os conidios variam de retos a Snuosos ou em forma
de saca-rolha ou de vagem de amendoim e podem ser uni (1543 x 59 nm) ou bicdulares (23-
63 x 5-10 mm). A fase tdimdrfica ou sexuada € produzida em ascostromas na superficie dos
foliolos. Segundo Furtado (1996), os ascos sdo bitunicados, clavados com oito ascdsporos, 0s
quais so hidinos, irregularmente dipsoidais a fusdides, bicdlulares, com suave constricdo nos

septos que divide os ascdsporos em duas células desiguais, medindo 12-20 x 2-5 mm.

4.4 Ciclo da Doenca

Para Bergamin Filho & Amorim (1996), o fitopatossstema tropicd,
diferentemente do temperado, apresenta duas vias de infeccdo do patdgeno, horaia e anti-
horaria. A primeira é responsdve pelo aumento de novas lesdes, comum a todos os
fitopatossstemas, e a segunda pelo crescimento das lesbes existentes, ou sga, sitios doentes
podem gerar novos sitios doentes aravés da infecgdo dos sSitios adjacentes agqueles
previamente doentes. Os autores, ainda descrevem que Microcyclus ulel parece apresentar,
dém da via anti-horéria de infecgdo, dois tipos de via-horéria (sexud e assexud). Iso permite
uma maior flexibilidade de comportamento, ignorando muitas restricdes diméicas e
possibilitando severas epidemias.

O fungo desenvolve sua fase conidiana, a partir do ascosporo ou
conidio, nos foliolos novos, hum periodo que varia de 5 a 16 dias (Junqueira et d., 1988). Essa
infeccdo conidid € condderada a fase explosva da epidemia pela quantidade de conidios e,
consequentemente, pela facilidade de disseminacdo dos mesmos através do vento ou chuva,
infectando outros foliolos novos da mesma planta ou de plantas diferentes (Gasparotto & 4.,
1997).

* FURTADO, E.L. (Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP — Campus de Botucatu).
Comunicagéo pessod, 2003.



A fase ascogena (sexuada), mais demorada, desenvolve-se nos foliolos
maduros ou velhos que permanecem na planta, num periodo de um a quatro ou cinco meses
(Chee, 1976; Medeiros, 1976) e tem papel importante na sobrevivéncia do patdgeno de um
ano para outro. Portanto, os ascdsporos sd0 importantes no inicio, como fonte de indculo
primario, e no prolongamento do ataque (Brignani Neto et d., 1991). Esses foliolos maduros,
com estromas negros que abrigam os ascdsporos, caem no chdo e quando molhados por chuva
ou orvdho aumenta a tenso interna dos ascostromas que contém o0s ascos, resultando na
gecdo de ascosporos, 0s quais sdo disseminados pelo vento (Gasparotto et a., 1997),
infectando novamente os foliolos novos.

Chee (1976b) revelou que os ascosporos apresentam+se abundantes
durante a nadrugada em dias secos e durante todo o dia em periodos chuvosos, enquanto que
0s conidios gpresentam picos de concentragdes em torno de meio-dia nos dois periodos (seco e
chuvoso); a dta insolacdo didia também influencia na concentracdo de ascdsporos,
diminuindo-a. Rocha & Vasconcdlos Filho (1978) confirmam que a maior quantidade de
ascosporos liberados no ar ocorre durante a noite e no periodo da manha

De acordo com Gasparotto et a. (1997), pode-se edimar o ciclo de
vida do patdgeno em quaro a cinco meses, comeca com as infecgdes dos foliolos novos,
aparecendo os sintomas cerca de quatro a dez dias depois das infeccBes e mais dois meses para

atotal formagao de estromas.

4.5 Fatoresligados a Resisténcia

As plantas goresentam varios tipos de redsténcias, podendo ter
natureza estrutura  €/ou  bioquimica, presentes antes ou depois da infeccdo, sendo
respectivamente, pré-formadas ou pos-formadas (Agrios, 1997).

Chee (19768) demonstrou que a resisténcia de clones de seringueira é
mas bem quantificada pelo tamanho da lesfo do que pela esporulacdo do patdégeno em s. De
acordo com Bergamin Filho & Amorim (1996), o crescimento da lesdo parece ser 0 ponto
principa no controle das doencas foliares importantes nos tropicos e subtropicos, porque o
patdégeno tem a capacidade de conquistar as &eas ao redor da lesdo inicid, exigindo menos
das condicBes climaticas, ndo ficando na dependéncia de novas infecches para continuar a
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produzir esporos. Portanto, os patdgenos do fitopatossistera tropical tém sua estratégia na via
anti-horéria (para M. ulei € a ascogénese) e essa € considerada sempre uma auto-infeccéo,
tornando a ressténcia vertica de pouca importdncia. Uma reducdo dessa via tem um efeito
muito maior que uma reducdo na quantidade de esporos produzidos (via horéria de infeccéo).
Outro fator de grande importancia relatado pelos autores em climas tropicais e subtropicas € a
continuidade do in6culo entre as estagbes de cultivo, nessa fase o potencid de indculo
mantém-se ato.

As pesquisas sobre substéncias produzides pela seringueira, que
desempenham funco na ressténcia da planta a0 M. ulel, comecaram em meados dos anos 60
(Gasgparotto et al., 1997).

Blasquez & Owen (1963) foram os primeiros a demondtrar a presenca
de taninos préximos a lesdes ndo desenvolvidas em folhas de clones resigtentes.

Outro composto fendlico considerado no mecanismo de defesa € a
lignina Friend e a., Moerschbacher et d. e Reimers & Leach, citados por Garcia € 4.
(1995h), congtataram que a lignina pode estar associada com a reacdo de hipersensibilidade;
ela pode agir como uma barreira mecanica entre hospedeiro e patdgeno, protegendo as paredes
das plantas da hidrdlise fungica e limitando a troca de &gua e nutrientes. Observagdes
histologicas redizadas pelo autor mostraram que esporulacdo do fungo foi envolvida por
barreiras de ligninas e que estruturas estrométicas contendo os ascosporos foram produzidas
a0 redor de tecidos necroticos, sobre os tecidos cloréticos, ou sgja, ao redor das necroses.

Garcia et d. (1999) sugerem que os clones possuem capacidades
diferentes de lignificar suas lesdes, gpresentando grau de ressténcia Clones com ressténcia
parcia gpresentam maior acUmulo de lignina a0 redor das lesbes grandes que os clones
totdmente resstentes. A lignina, provavelmente, mostra um menor papel em reacdo de defesa
em clones totamente resgentes porque estes gpresentam uma producdo dominante de
fitodexina na reacdo de hipersensbilidade. Ao contr&io, a lignificagdo intensva pode ser
reponsavel pela presenca do fungo dentro da zona necrética em clones parcidmente
resstentes. Neste caso, conclui-se que o ciclo do fungo, com o estabelecimento da forma
sexua ao redor dessa zona 15 dias depois da infeccdo nos clones mais suscetivels, € retardada
ou parada em clones que agpresentam forte lignificagdo (Garcia et d., 1995b). Ainda, a
ausincia do acimulo de lignina e escopoletina estd, freqlentemente, associada com 0s
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sntomas mais severos da doenga, sugerindo uma participacdo destes compostos na ressténcia
(Garciaet d., 1999).

Segundo Gasparotto et a. (1997), estudos redizados sugerem que 0s
fendis e paticularmente os flavondides kaempferol €ou quercetina podem estar envolvidos
em mecanismos de resséncia ao M. ulei. Estes, ou inibem a germinacdo dos patdgenos ou
modificam a atividade do &cido indol acético oxidase (AIA oxidase), atuando, assim, sobre a
regulacdo das auxinas. Os fendis agem sobre a germinacdo dos esporos e crescimento das
hifas.

A producdo de fendis gpOs infeccdo por um patdgeno € bem
documentada em plantas herbéaceas (Uritani; Td & Robeson e Rouxd, citados por Garcia et
a., 1995h), mas menos em plantas lenhosas (Gottstein & Gross, citados por Garcia e d.,
1995). Os efetos fungitoxicos dos fendis e 0 grande nimero em clones resistentes indicam um
papel ativo no mecanismo de defesa das plantas (Garcia et d., 1995).

Para Blasquez & Owen (1963) e Hashim et d. (1978), a cuticula ndo
representa uma barreira na penetracdo de M. ulel, mesmo em folhas velhas como em folhas
jovens de clones resigtentes. Sanier et d. (1992) concluiram que a resisténcia parece ndo ser
uma barreira anatdbmica, mas Sm, devido a fatores bioquimicos. Segundo 0s mesmos autores,
os fendis contribuem para resséncia de fungos fitopatogénicos em diversos caminhos, como:
inibidor na germinacdo conidid, quando os fendis estdo presentes antes da infecgéo;
participando da reacd de hipersenshilidade, quando os fendis oxidados, de coloracéo
marrom, gparecem durante a reacdo; precursores de lignina, contribuindo para a ressténcia das
paredes das cdulas. Conforme Sanier e d. (1992), muitas fitodexinas sfo fendlicas, e quando
os compostos fendlicos ndo apresentam papel divo na ressténcia, des possvemente so
usados como marcadores de ressténcia ou de suscetibilidade.

H& um nimero interessante de indicagbes surgidas a repeito de muitos
compostos fendlicos e diferentes proporgdes dos varios grupos de fendis presentes nas folhas,
mas, na verdade, determinado composto fendlico € freglentemente mais abundante em clones
uUCetivels e outros, mais abundante em clones resstentes (Sanier et d., 1992), ou sga, O
importante sdo as diferencas quantitativas dos compostos fendlicos e ndo a natureza dos

compostos fendlicos condtituintes dos varios clones ou espécies de Hevea.
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O primero relato de uma reecéo de defesa ativa em seringueira foi
descrito por Tan & Low, citados por GARCIA et a. (199538), os quais estabeleceram uma
fitodexina azul fluorecente, em luz ultravioleta (UV), na rescdo de resséncia paa
Colletotrichum gloeosporioides. Essa fitodexina, derivada da cumaina, foi, mas tarde
identificada como escopoletina (Giesemann et d., 1986). Trabdhos relatados por Garcia et d.
(1995a) mostram que a presenca da escopoletina tem sSdo freglentemente detectada em
plantas como resposta ao ataque por virus (Andreae & Andreae), bactérias (Sequeira) e fungos
(Minamikawa et d., Tan & Low, Td & Robeson e El Modafar et d.). Edta fitodexina esa
rlacionada com o mecanismo de reacdo de hipersenshilidade incompativel, descrito por
Lieberei et a. (1989). A reacdo € representada por pequenas lesbes necréticas que, quando
observadas com luz UV gpresenta um halo fluorescente azul a0 redor das lesbes (Gasparotto et
a., 1997).

Duas fases de acimulo de escopoletina foram observadas por Garcia et
al. (1995) durante o processo de infecgdo por M. ulel.

A primera (de 0 a 24 h), foi caracterigtica para os clones mais
resgtentes (por exemplo, Fx 2261 e Fx 4098) e corresponde a0 desenvolvimento inicia do
fungo (germinacdo e diferenciacdo do agpressorio), levando, apds 24 h da inoculagdo, a
penetracdo dos tecidos da epiderme. Reagdes da cdula durante este periodo foi caracterizada
pelo colgpso da camada epidémica em clones com ressténcia totd e de camadas
subepidérmicas em clones com resisténcia parcidl.

A segunda fase (24 - 72 h) caracterizou-se pelo periodo de crescimento
micdid em tecidos foliares de clones parcidmente resdentes e em clones totamente
resstentes, sendo a acumulagc@o de escopoletina grande e répida neste periodo. 1sso ndo ocorre
em lesbes de M. ulel de clones suscetiveis de Hevea, porque a producéo de escopoletina por
folhas infectadas é severamente inibida pela liberacdo do acido cianidrico (HCN) em grande
quantidade durante 0 processo de patogénese. Um dos fatores responsdveis por isso é a dta
aividade da enzima linamarase (b-glicosidase) que atua como co-fator na sintese de HCN,
desfavorecendo a reacdo de hipersensibilidade (Lieberel, 1981). Em clones resistentes, o0 HCN
€ liberado lentamente, em pequenas quantidades, sem inibir as reacbes de defesa da planta
contra M. ulei (Gasparotto et a., 1997). Para Lieberei (1986), a pequena liberagdo de HCN
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pode ser devido ao curto periodo de tempo de fixacdo de HCN em tecidos pela formagdo de
hidroxinitrilos ou aminonitrilos e devido a maior eficiéncia de clones resstentes nas reagOes
enziméticas de desintoxicacdo do HCN.

Muitas plantas liberam HCN gpGs dano mecanico ou quimico em suas
células ou a0 longo de uma infeccdo fungica (Myers & Fry, citados por Gasparotto et d.,
1997), como mecanismo de defesa. Em Hevea, HCN € um fator que impede o mecanismo de
defesa da planta (Gasparotto et a., 1997), além disso, M. ule é tolerante ao HCN, inclusive,
cresce melhor em atmosfera que contém HCN (Lieberei et d., 1983).

Apesar dos aspectos positivos relatados sobre os compostos fendlicos,
0s resultados apresentados por Sanier et d. (1992) parecem mostrar que compostos fendlicos
ndo desempenham pape principa na ressténcia de folhas jovens de Hevea, mas devem estar
envolvidos na inducd do mecanismo de resgténcia Hashim (1986) observou que a
ressténcia fica locdizada na “zona induzidd’ e pode, por isso, ser causada pelo colgpso da
célula do hospedeiro ou pela producdo de fitodexina.

Rivano et d., citado por Berger (1992), afirmam que 0S NUMeErosos
fracassos na sdlecéo genética de clones de seringueira resstentes a M. ulel sBo devidos a
sdecdo de individuos com ressténcia vertica, sendo, por iso, indispensdvel identificar o
maximo possivel de componentes ligados a resséncia, o que poderia conferir a planta um

nivel de ressténcia horizontd satisfatdrio.
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5MATERIAL E METODOS

O trabdho foi conduzido em laboratdrio, camara Umida e casa de
vegetacdo da Plantagbes Michdlin da Bahia Ltda. e do Departamento de Producéo Vegeta da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu, UNESP. O estudo anatémico foi redizado
no Departamento de Boténica do Ingtituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP.

O isolado utilizado nas inoculagdes, PMB 26, pertence a colecéo da
Pantagbes Michein da Bahia, ItuberdBA, o qud foi cultivado em meio de crescimento
especifico (Junqueira et a., 1984) e em meio MC 4 para esporulacéo (Mattos, 1999). A regido
da Bahia escolhida para obtencdo do isolado é uma das que mais sofre no Brasl com o
problema designado por ma-das-folhas (Microcyclus ulel), o qua causa grandes preuizos

econdmicos para esta cultura.

5.1 Inoculacéo do patégeno

A inoculacdo do fungo (Microcyclus ulel) foi redizada em camara
Umida (Figura 1 e 2) com a guda de um atomizador. A suspensdo de indeculo foi pulverizada
na face inferior dos foliolos jovens, correspondentes ao estagio B, descrito por Hdlé e d.
(1978), com temperatura variando de 23 a 26 °C e umidade superior a 95%. Apds as
inoculagbes as plantas permaneceram 24 horas no escuro, € a partir dai, até 12 dias, sob

regime de 12 horas de escuro e 12 horas de luz a 2000-3000 lux. Apés esse periodo, as plantas



15

foram trandferidas para um vivero com sombrite a 50% (Figura 3), onde ocorre 0

desenvolvimento da fase estromética

Figuras 1 e 2. Camara Umida com diversos boxes separados, onde so controladas a umidade,

temperatura e luminosdade. Em 2, detdhe de um Box da camara Umida, com
uma planta de seringueira inoculada.

e = [ 2o A S = . = ma

Figura 3. Viveiro com sombrite a 50 %, onde se desenvolve a fase estromética do fungo.
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Foi utilizada uma suspensio de 2 x 10° conidios / mL, proveniente de
lesBes recém esporuladas, obtidas de clones sensiveis inoculados com isolado esporulado em
meio de culturaMC 4, segundo Mattos (1999), acrescida de Tween 80 a 0,05 %.

Os maerias foliares utilizados foram provenientes dos clones de
seringueira Hevea spp.): PB 314, MDF 180 e Fx 2784, das Plantacbes Michedlin da Bahia e o
clone PB 235 de Botucatu. Os parentais dos clones utilizados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Parentais dos quatro clones de seringueira (Hevea spp.): PB 235, PB 314, MDF 180

eFx 2784
Clones Parentais® Origem
PB 235 PB 5/51 x PB 69 Mdasa
PB 314 RRIM 600 x PB 235 Mdasa
MDF 180 Clone primé&io Peru
Fx 2784 F 4542 x AVROS 363 Bradl

1 PB: Prang Besar; RRIM: Rubber Research Ingtitute of Malaysia; F: Ford; AVROS: Algemene Vereniging
Rubber Planters Oostkust Sumatra.

5.2 Analise anatbmica

Para a andlise anatbmica foram coletados, dos clones PB 235, PB 314,
MDF 180 e Fx 2784, os foliolos centrais de folhas sadias caracterizadas pelos estadios B, C e
D, de acordo com a classificacdo proposta por Hallé et a. (1978). Foram tomadas amostras do
terco médio da lamina foliar e fixadas em FAA 50 (formadeido + &cido acético glacid +
dcool 50 %), durante 48 horas, sendo posteriormente conservadas em dcool 70 % (Johansen,
1940).

As amodiras foliares da regido internervura e da nervura centrd foram
infiltradas em resna glicol-metacrilato, seguindo-se a técnica de Gerits (1991), sendo, em

seguida, cortadas transverslmente em  micrétomo rotatdrio automético, com 8 mm de
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espessura, coradas com azul de toluidina pH 4,7 e montadas em resina sintética (O'Brien &t
a., 1964).

As folhas infectadas pelo patdgeno foram andisadas aos 5, 10, 45, e 90
dias apbs a inoculagdo pelo fungo (Microcyclus ulei), sendo as amostras das regides lesionadas
coletadas do foliolo central, para observar o acompanhamento da ascogénese do fungo,
procurando-se identificar as diferencas de ressténcia para esta fase do seu ciclo de
desenvolvimento, etapa ainda ndo descrita na literatura consultada. Essas amodtras foliares
também foram fixadas em FAA 50, durante 48 horas, sendo, em seguida, conservadas em
acool 70 % (Johansen, 1940). Os demais procedimentos foram idénticos aos redlizados com
asfolhas sadias.

Os cortes mas representativos foram fotomicrografados e as
caracteristicas da edtrutura anatémica dos foliolos sadios e infectados foram observadas e
descritas, com base no trabaho redlizado por Metcafe (1957).

Foram redizadas mensuragbes, com auxilio de mesa digitdizadora
acoplada a programa computacional especifico, dos diversos tecidos  (epidérmico,
parenquimdico e vascular) presentes na edtrutura foliar da regido internervurd e da nervura
centra de plantas sadias, determinando-se a espessura e a area abrangida por estes tecidos,
uma vez que a quantificacdo da edtrutura foliar possbilita a obtencdo de resultados mais
evidentes, para a comparacdo dos diferentes estdgios foliares nos clones de seringueira
edudados. A anatomia quantitativa foi efetuada com trés repeticbes para cada clone de
sringueira avdiado. A andie edatigica multivariada também foi redizada separadamente
para cada estagio foliar nos quatro clones de seringueira testados, PB 235, PB 314, MDF 180 e
Fx 2784.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes edatisticos
multivariados de Andise de Agrupamento e de Andise de Componentes Principais (Sneath &
Sokal, 1973), procurando-se verificar a capacidade discriminatdria das variaveis anatdmicas

quantitativas, obtidas pelas mensuragoes dos diferentes tecidos foliares.
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6 RESULTADOSE DISCUSSAO

6.1 Analise Anatdomica dos foliolos sadios

Os trés estégios foliares (B2, C e D) de seringueira (Hevea spp.), propostos por Hallé et
a. (1978), nos quatro clones estudados, apresentam diferengas anatOmicas. As edtruturas e
diferencas anatdmicas estéo ilustradas nas Figuras 4 a 27.

As Figuras 4 a 7 representam 0 estagio Bp, em secgles transversais da regido
internervural, dos clones PB 235, PB 314, MDF 180, Fx 2784. Observa-se nesse estagio,
tecidos meristeméticos primarios, caracterizados pela presenca de células compactadas, sem
espacos interceulares, com nucleo de grande tamanho e citoplasma denso. Portanto, verifica
s a presenca de protoderme, a qua originard a epiderme das faces adaxia e abaxid;
merigema fundamentd, dando origem a0 parénquima pdicadico, lacunoso e esclerénquima;
procambio, originando o feixe vascular primé&io. Esse estgio, ainda, esta representado, em
secgles transversais da nervura centrd, nas Figuras 16 a 19, as quais mostram o feixe
vascular, correspondendo aos dementos xilemdicos e floeméticos em inicio de diferenciacéo,
com as paedes cdulaes dos dementos xileméicos ndo lignificadas ou em inicio de

lignificacdo e auséncia da bainha esclerénquimética ao redor do feixe vascular.
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Figuras 4 a 7. Secgles transversais da |amina foliar, no estdgio B, de quatro clones de seringueira. 4. Clone PB 235; 5. Clone PB
314; 6. Clone MDF 180; 7. Clone Fx 2784. Pt protoderme. Mf: Merisema fundamenta. Pr: Procambio. Barra =

22,5 mm.
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Nas Figuras 8a 11 esta representado o estdgio C, também em secgles transversais da
regido internervural. Nesse estdgio, 0s quatro clones gpresentam tecidos adultos: epiderme das
faces adaxid e abaxid com uma camada de cdulas (uniedtratificada), parénquima paicadico
uniedratificado, parénquima lacunoso com trés a cinco camadas de cdulas com diferentes
sentidos de orientacdo, sendo a camada préxima da epiderme da face abaxia orientada no
sentido verticd e as camadas subjacentes com disposicdo horizonta; feixe vascular, com
eementos xileméticos e floematicos, ainda néo totamente diferenciado, com as paredes dos
elementos xilem&icos em inicio de lignificacdo; e bainha do feixe vascular néo lignificada ou
em inicio de lignificacdo. O estdgio C, em secgbes transversais da regido da nervura centrd,
eda representado nas Figuras 20 a 23, mostrando, com maior detdhe, o feixe vascular,
eementos xileméticos e floeméicos, anda em diferenciacd, com as paredes cedulares
lignificadas nos dementos xilemaicos e a banha em inicio de lignificacdo ao redor do feixe
vascular.

O estagio D representado, em secgdes transversais da regido internervura, nas Figuras
12 a 15, digingui-se do et&gio anterior por apresentar o feixe vascular, dementos xileméticos
e floeméticos, mas diferenciado e a banha descontinua totamente lignificada. Os demais
caracteres anatbmicos como a epiderme das faces adaxid e abaxid, os parénquimas paicédico
e lacunoso sfo semdhantes a0 estdgio C. As Figuras 24 a 27 representam esse estggio, an
secgles transversais da nervura centrd, mostrando em detalhes o feixe vascular, eementos
xilemdticos e floeméticos, totamente diferenciado com as paredes ceulares dos dementos
xileméticos completamente lignificadas e a bainha ao redor do feixe vascua com lignificagéo
total.

A Tabela 2 agpresenta os valores médios dos nove caracteres quantitativos que foram
utilizados na diferenciacdo dos trés edtagios foliares de quatro clones de seringueira e
empregados para a redizacéo da andise estatistica multivariada.

Na Tabela 3 estdo mostrados os coeficientes de correlagdo entre 0s nove caracteres
quantitativos e os dois primeiros componentes principais (Y1 e Y»), sendo indicada a
intensidade da contribuicdo desses caracteres para a discriminagdo dos estégos, a qud eta
relacionada com a ocorréncia de maiores vaores absolutos em Y; e Y. Em conjunto, estes
componentes foram responsaveis por 83,79 % da informagdo acumulada pelos caracteres
estudados ressaltando que el es so eficientes indicadores de dissimilaridade.
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Veificase na Tabda 3 que, para o primeiro componente principd (Y1), as variavels
gue mais contribuiram para a discriminacdo dos estégios foliares foram: &ea de eclerénquima
da nervura centrd e espessura da epiderme das faces abaxia e alaxid da regido internervurd.
A informacdo retida no conjunto dos nove caracteres quantitativos, referente a este primeiro
componente, foi de 67,60 %. Para 0 segundo componente principd (Y2), as varidvels que mas
contribuiram foram: &ea de xilema e aea totd da nervura centrd. A informagéo retida para
este segundo componente foi de 16,19 %.

A dispersio gréfica referente & Andise de Componentes Principais (Figura 28) e o
dendrograma resultante da Andise de Agrupamento (Figura 29) mostram que 0s caracteres
quantitativos com maor poder discriminatério G0 0S responsaveis pelos  agrupamentos
formados entre os estégios foliares dos quatro clones de seringueira, condituindo trés grupos
principais.

Pelo dendrograma formado na Andise de Agrupamento (Figura 29)
veificase que os trés grupos formados apresentam vaor proximo de 0,20 da escada de
digéncia entre os estigios foliares. O primeiro grupo € formado peo estégio foliar B, e os
guatro clones de seringueira estudados, sendo que esse estagio se separou dos demais por
goresentar  tecidos meritemdticoss. O segundo grupo € formado pelo estagio foliar C,
juntamente como os clones de seringueira testados, nesse estagio os tecidos sdo adultos, com
auséncia ou inicio de lignificacdo nas paredes do xilema e banha lignificada O terceiro grupo
formado pelo estégio foliar D e os clones de seringueira andlisados, esse estégio se diferenciou
do anterior por gpresentar total lignificacdo do xilema e bainha do feixe lignificada Assm
sendo, os estégios foliares B, C e D de saringueira, propostos por Hdlé et a. (1978),
independentemente do clone, podem ser diferenciados com base nos caracteres anatémicos
quantitativos, principamente, por agueles que etéo relacionados com aea de esclerénquima
da nervura centra, espessura da epiderme das faces abaxid e adaxiad da regido internervurd,
area de xilema e tamanho da nervura centrd. A Tabela 4 mostra os intervalos de vaores para
esses caracteres anatémicos em cada estégio, para o conjunto dos quatro clones de seringueira

A diferenciacdo dos estégios foliares de seringueira através da
anatomia complementa a classficacdo proposta por Halé et d. (1978), no qua os autores
cassficam o desenvolvimento foliar em quatro estagios baseados em caracteres relacionados
a ontogenia foliar, sendo apresentados na forma de diagrama, o qua pode deixar dividas na
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hora da classficacdo. Os estagios foliares sBo importantes para o ciclo das relagbes patdgeno-
hospedeiro, pois estes correspondem as fases de desenvolvimento do patdgeno, suscetibilidade
e resgténcia dos foliolos a infeccdo. No caso de Microcyclus ulel, agente causd do md das
folhas, observa-se que 0 estégio By, para os clones suscetivels, representa a fase de infecgéo
pelo patdgeno (Figura 30), ou sga, € 0 estagio foliar de maior suscetibilidade. O estégio C
representa a fase de maior esporulagdo conidiad (Figura 31), e 0 estagio D representa a
ocorréncia da fase estromédtica (fase sexuada) do patdgeno (Figura 32), consderada principal
fonte de indculo prim&ia O conhecimento desses estégios e 0 comportamento do fungo sobre
eles nos diferentes clones, sBo de fundamenta importancia, tanto para a redizacdo de
pesquisas em condigdes controladas de infeccdo como para o controle da doenga no campo em
condigdes naturais de epidemia
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Figuras 8 a 11. Secgdes transversais da lamina foliar, no estégio C, de quatro clones de seringueira. 8. Clone PB 235; 9. Clone PB
314; 10. Clone MDF 180; 11. Clone Fx 2784. Ed: Epiderme adaxial. PP. Parénquima Pdicadio. PL: Parénquima

Lacunoso. Fv: Feixevascular. Eb: Epiderme abaxid. Barra= 22,5 nm.



Figuras 12 a 15. Secgdes transversais da lamina foliar, no estagio D, de quatro clones de seringueira. 12. Clone PB 235; 13. Clone PB
314; 14. Clone MDF 180; 15. Clone Fx 2784. Ed: Epiderme adaxial. PP: Parénquima Palicadio. PL: Parénquima

lacunoso. Fv: Feixe vascular. B: Bainhalignificadado feixe. Eb: Epiderme abaxia. Barra= 22,5 nm.

24



25

Figuras 16 a 19. Secgles transversais da nervura central, no estégio B, de quatro clones de

seringueira. 16. Clone PB 235; 17. Clone PB 314; 18. Clone MDF 180; 19.

Clone Fx 2784. Pf: Parénquima fundamentd. F. Floema X: Xilema ®:
paredes celulares do xilema n&o lignificadas. Barra= 90 nm.
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Figuras 20 a 23. SecgOes transversais da nervura central, no estagio C, de quatro clones de
seringueira. 20. Clone PB 235; 21. Clone PB 314; 22. Clone MDF 180; 23.
Clone Fx 2784. Pf: Paénquima fundamentd. F. Floema X: Xilema ®:
Paredes celulares do xilema lignificadas. Barra= 90 mm.
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Figuras 24 a 27. Secgdes transversais da nervura central, no estégio D, de quatro clones de
seringueira. 24. Clone PB 235; 25. Clone PB 314; 26. Clone MDF 180; 27.
Clone Fx 2784. Pf: Parénquima fundamentd. F. Hoema X: Xilema, com
paredes lignificadas. B: Bainha do feixe lignificada Barra= 90 mm.
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TABELA 2. Vadores médios dos caracteres anatdbmicos quantitativos da regido internervura (RIN) e da nervura central (NC), do

foliolo mediano, para a diferenciacdo entre trés estagios foliares (B2, C, D) dos clones (PB 235, PB 314, MDF 180,

Fx 2784) de seringueira

CARACTERES PB 235 PB 314 MDF 180 Fx 2784
B> C D B> C D B> C D B, C D
Espessura epiderme face adaxial da RIN (mm) 1666 11,40 12,77 1800 1051 1000 1970 10,77 11,88 1961 1142 928
Espessura paréncuima palicadico da RIN (mm) 30,70 5238 67,92 3633 4859 4261 4638 47,78 50,89 3043 46,60 4590
Espessura parénguima lacunoso da RIN (mm) 5211 6211 87,36 5058 5239 5454 7205 6332 7439 64,76 6538 6317
Espessura epiderme face abaxial da RIN (mm) 1208 1044 899 1312 795 806 1342 843 846 1377 718 722
Areatotal daNC (mm?) 059 069 093 072 078 073 087 074 08 076 094 082
Area de floema da NC (mm?) 013 015 02 014 014 014 017 014 016 015 017 0315
Area de xilema da NC (mm?) 0100 015 02 011 018 017 018 019 020 013 025 022
Areade parénguima fundamental daNC (mm2) 036 040 041 047 045 031 053 042 039 049 052 033
Area esclerénquima da NC (mm?) 000 000 0112 000 000 011 000 OO0 008 000 000 011
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TABELA 3. Corrdacdo entre 0s nove caracteres anaidmicos quantitativos da regido
internervurd (RIN) e da nervura centra (NC), dos trés estagios foliares, dos

quatro clones de seringueira (Hevea spp.) e os dois primeiros componentes

principais (Y1 e Yy).
CARACTERES Y1 Y-
Espessura epiderme face adaxia daRIN (mm) -0,6563 (3) 0,4427 (7)
Espessura parénquima palicadico da RIN (nm) 0,5878 (6) -0,539%4 (4)
Espessura parénquimalacunoso daRIN (mm) 0,4491 (7) -0,2955 (8)
Espessura epiderme face abaxia daRIN (mm) -0,6910 (2) 0,5465 (3)
Areatota daNC (mm?) 0,3974 (9) -0,6078 (2)
Area de floemadaNC (mm?) 0,4087 (8) -0,4482 (6)
Area de xilemadaNC (mm?) 0,6170 (5) -0,7222 (1)
Area de parénquima fundamenta daNC (mm?) -0,6249 (4) -0,4539 (5)
Area de esclerénquima da NC (mm?) 0,9701 (1) 0,2292 (9)
Informacao Retida (%) 67,60 16,19
Informacdo Acumulada (%) 67,60 83,79

NuUmeros entre parénteses. ordenagdo dos caracteres quanto ao seu poder discriminatério, com base na

porcentagem dainformagao retida e acumuladaem Y, e Ys.



30

Y2

Y1

Figura 28. Dispersdo gréfica dos trés estégios foliares (B2, C, D) dos quatro clones de
seringueira (PB 314, PB 235, MDF 180, Fx 2784), utilizando os dois primeiros
componentes principais (Y1 e Y), paa 0 conjunto dos nove caracteres
anaémicos quantitativos dafolha. | = Fx 2784; - =PB 314, © =PB 235; ? =
MDF 180.
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0,48 0,40 0,32 0,24 0,16 0,08 0,00

B, —PB 235

B, -PB 314
B, —Fx 2784

B, — MDF 180

C-PB 235
C-PB 314
C-MDF 180

C-Fx2784
D-PB 235

D-PB 314
D-Fx2784

D - MDF 180

Figura 29. Dendrograma resultante da Andise de Agrupamento dos caracteres anatdmicos
quantitativos da folha, utilizando-se a Digténcia Euclidiana Média entre os trés
estégios faliares (B,, C e D) dos quatro clones de seringueira estudados (PB 235,
PB 314, Fx 2784 e MDF 180).
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Figura 31. A esquerda: lesdes de esporulacio conidid na face abaxid e adaxiad dos foliolos,
no estégio C. A dirdita: detalhe das |estes na face abaxia do foliolo.

Figura 32: Detd he dos estromas na face adaxid do foliolo, no estagio D.
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Tabda 4. Intervdos de limite inferior (Li) e superior (LS) dos caracteres anatbmicos
quantitativos com maior poder discriminatério para Y, e Yo, de cada estagio foliar
(B2, C e D), independentemente do clone.

Caracteres B> C D
Li—Ls Li—Ls Li—Ls
Area esclerénquima da NC (mm?) — Y, 000-000 000-000 007-015

Espessura epiderme face abaxial daRIN (mm)—-Y;  1080-1510 662-1123 6,36-10,78
Espessura epiderme face adaxia daRIN (mm)—Y,;  1285-2159 928-1328 823-1638
Areade xilemadaNC (mm?) — Y, 007-020 013-028 014-033

Areatota daNC (mm?) — Y, 041-099 062-110 066-110

NC: Nervura Central; RIN: Regi&o Internervural.

Paa uma maor digingdo entre os edégios sugere-se, ainda, a
caracterizacdo morfologica dos foliolos em cada estagio, o que viria complementar esse estudo
anatdmico e as descricbes de Hallé et . (1978).

A Andie eddidica multivariada também foi redizada separadamente
para cada estagio foliar nos quatro clones de seringueira testados, PB 235, PB 314, MDF 180 e
Fx 2784, visando a diferenciacdo dos caracteres anatdbmicos dentro de um mesmo estégio nos
diferentes clones, sdientando agueles com importancia ou implicagdo na resisténcia ao M.
ulei. As Tabelas 5, 7 e 9 gpresentam os valores médios dos caracteres anatdmicos quantitativos
dos estagios foliares By, C e D, respectivamente.

Nas Tabelas 6, 8 e 10 estdo representados os coeficientes de correlacdo
entre os caracteres quantitativos e os dois primeros componentes principas (Y1 e Y3) dos
estagios foliares B, C e D respectivamente, sendo indicada a intensdade da contribuicdo
desses caracteres para a discriminagdo dos clones, a qual esta relacionada com a ocorréncia de

maiores valores absolutos em Y, e Y. No estagio B, estes componentes, em conjunto, foram



responséveis por 93,83 % (Tabela 6) da informagdo acumulada pelos caracteres anatdmicos,
no estagio C, os componentes foram responsavels por 94,91 % (Tabela 8); e no D por 92,95 %
(Tabela 10).

Veificase na Tabela 6 que, paa o primeiro componente principa
(Y1), as vaiavels que mais contribuiram para a discriminacdo dos clones, dentro do estagio
B,, foram: aeas de floema, xilema e totd da nervura centrd. A informac&o retida no conjunto
dos oito caracteres, referente a este primeiro componente, foi de 85,18 %. Para 0 segundo
componente principa (Y32), as varidvels que mais contribuiram foram: espessuras da epiderme
da face abaxid e do parénquima paicadico da regido internervurd. A informacdo retida para
este segundo componente foi de 8,66 %.

A dispersio gréfica da Andise de Componentes Principais (Figura 33)
e 0 dendrograma da Analise de Agrupamento (Figura 34), dos quatro clones estudados para o
estégio foliar By, formam dois grupos principais.

O dendrograma da Andise de Agrupamento (Figura 34) revela que os
dois grupos formados apresentam vaor proximo de 0,14 da escda de digténcia entre os clones
de seringueira. O primeiro grupo € congituido pelo clone PB 235, juntamente com o subgrupo
dos clones PB 314 e Fx 2784 e 0 segundo grupo formado é formado pelo clone MDF 180.

Apesar da separacdo do clone MDF 180 dos demais pelo componente
Y1 (Figura 33), nesse estégio (B,) € comum ocorrer a infeccdo dos clones pelo patégeno, com
excecdo do Fx 2784, o qua parece gpresentar algum tipo de ressténcia nese estagio. Este
clone apresentou uma maior espessura da epiderme abaxid da regido internervural, o que o
separou dos demais pelo segundo componente principal Y, (Figura 33). Assm, pode-se
sugerir que esse caracter pode ser um fator relacionado a resisténcia ao ma das folhas, uma
vez que, 0 agente causd inicia sua penetracdo diretamente pela epiderme da face abaxidl.
Contrariamente, Sanier et a. (1992), afirma que a ressténcia parece ndo edtar associada a uma
barreira anatbmica, e sm a fatores bioquimicos. No entanto, 0s mesmos autores admitem que
compostos fendlicos ndo desempenham papel principa naressténcia de folhasjovens.

Veificaase na Tabedla 8 que, para 0 primero componente principa
(Y1), as vaiavels que mais contribuiram para a discriminacdo dos clones, dentro do estagio C,
foram: aess de xilema, totd e de parénquima fundamental da nervura centrd. A informacéo
retida no conjunto dos oito caracteres, referente a este primeiro componerte, foi de 80,91 %.
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Paa 0 segundo componente principd (Y2), as vaidves que mas contribuiram foram:
espessuras da epiderme da face adaxid e do parénquima lacunoso da regido internervura. A
informacao retida para este segundo componente foi de 14,00 %.

A dispersio gréfica da Andise de Componentes Principais (Figura 35)
e 0 dendrograma da Analise de Agrupamento (Figura 36), dos quatro clones estudados para o
estggio foliar C, também formaram dois grupos principas.

O dendrograma da Andise de Agrupamento (Figura 36) mostra que os
dois grupos formaramse proximo do valor 0,11 da escadla de distancia entre os clones de
seringueira. O primeiro grupo é formado pelo clone PB 235, juntamente com o subgrupo dos
clones MDF 180 e PB 314 e 0 segundo grupo formado pelo clone Fx 2784. Po primeiro
componente principa (Y1), o clone Fx 2784 se separou dos demais (Figura 35) por apresentar
menor espessura de parénquima pdicadico e de epiderme da face abaxia da regido
internervural. No estégio foliar C, esses fatores ndo tém grande importancia para a ressténcia
dos clones, pois nesta fase prevalece a esporulacdo conidia do fungo nos clones estudados,
com restricdo do Fx 2784 que ja blogueou o fungo durante o processo inicid de infeccdo.
Além diso, nesse edagio foliar (Tabela 7), todos os clones apresentaram espessura da
epiderme abaxid da regido internervurd menor em reacdo a0 edtagio B, (Tabela 5), sendo
gue o clone Fx 2784 se destacou por apresentar esse caracter, nesse estagio, ainda, menor que
0s demais clones, enquanto que no estégio B, ocorreu o inverso. Portanto, ndo foi possive

evidenciar dgum fator de res sténcia anatémico da folha nesse estagio.
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TABELA 5. Vdores médios dos caracteres anatObmicos quantitetivos da regido internervura
(RIN) e da nervura centrd (NC), do foliolo mediano, no estagio foliar B,, dos
clones (PB 235, PB 314, MDF 180 e Fx 2784) de seringueira.

CARACTERES PB235 PB314 MDF 180 Fx 2784
Espessura epiderme face adaxia daRIN (mm) 16,66 18,00 19,70 19,61
Espessura parénquima palicadico da RIN (mm) 30,70 36,33 46,38 30,43
Espessura parénquimalacunoso daRIN (nm) 52,11 50,58 72,05 64,76
Espessura epiderme face abaxial daRIN (mm) 12,08 13,12 13,42 13,77
Areatota daNC (mm?) 0,59 0,72 0,87 0,76
Area de floemadaNC (mm?) 0,13 0,14 0,17 0,15
Area de xilema daNC (mn) 0,10 0,11 0,18 0,13

Area de parénquima fundamental daNC (mm?) 0,36 0,47 0,53 0,49
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TABELA 6. Corrdacdo entre os oito caracteres anatOmicos quantitativos da regiéo
internervural (RIN) e da nervura certrd (NC), do estégio foliar B, dos quatro

clones de seringueira (Hevea spp.) e os dois primeiros componentes principals

(Y1eYy).
CARACTERES Y1 Y-
Espessura epiderme face adaxia daRIN (mm) 0,8735 (6) 0,4780 (3)
Espessura parénquima palicadico da RIN (mm) 0,8378 (7) -0,5322 (2)
Espessura parénquimalacunoso daRIN (mm) 0,9070 (4) 0,2289 (4)
Espessura epiderme face abaxia daRIN (mm) 0,7079 (8) 0,6168 (1)
Areatota daNC (mm?) 0,9741 (3) 0,1202 (6)
Area de floemadaNC (mm?) 0,9971 (1) -0,0209 (8)
Area de xilemadaNC (mm?) 0,9808 (2) -0,0515 (7)
Area de parénquima fundamenta daNC (mm?) 0,8883 (5) 0,2175 (5)
Informacdo Retida (%) 85,18 8,66
Informacdo Acumulada (%0) 85,18 93,83

NUmeros entre parénteses. ordenacdo dos caracteres quanto ao seu poder discriminatério, com base na

porcentagem dainformag&o retida e acumuladaem Y; e Ys.
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Y1

Figura 33. Disperséo grafica dos quatro clones de seringueira (PB 314, PB 235, MDF 180, Fx

0,25

2784) no esté&io foliar By, utilizando os dois primeiros componentes principais (Y1

e Y2), para o conjunto dos oito caracteres anatdmicos quantitetivos da folha. | =

Fx 2784; - =PB 314; " =PB 235;? = MDF 180.

0,22 0,20 0,17 0,15 0,12 0,10

PB 235

[ PB314

- L Fx 2784

MDF 180

Figura 34. Dendrograma resultante da Andise de Agrupamento dos caracteres anatdémicos

quantitativos da folha, utilizando-se a Digténcia Euclidiana Média entre os quatro

clones de seringueira estudados (PB 235, PB 314, Fx 2784 e MDF 180), no
estégio foliar B,.
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TABELA 7. Vdores médios dos caracteres anatObmicos quantitativos da regido internervura
(RIN) e da nervura centrd (NC), do foliolo mediano, no estégio foliar C, dos
clones (PB 235, PB 314, MDF 180 e Fx 2784) de seringueira.

CARACTERES PB235 PB314 MDF 180 Fx 2784
Espessura epiderme face adaxia daRIN (mm) 11,40 10,51 10,77 11,42
Espessura parénquima palicadico da RIN (mm) 52,38 48,59 47,78 46,60
Espessura parénquima lacunoso da RIN (mm) 62,11 52,39 63,32 65,38
Espessura epiderme face abaxial daRIN (mm) 10,44 7,95 8,43 7,18
Areatota daNC (mm?) 0,69 0,78 0,74 0,94
Area de floemadaNC (mm?) 0,15 0,14 0,14 0,17
Area de xilema daNC (mn) 0,15 0,18 0,19 0,25

Area de parénquima fundamenta daNC (mm?) 0,40 0,45 0,42 0,52
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TABELA 8. Corrdacdo entre os oito caracteres anatOmicos quantitativos da regiéo
internervurd (RIN) e da nervura centrd (NC), do estéagio foliar C, dos quatro

clones de seringueira (Hevea spp.) e os dois primeros componentes principas

(Y1eYy).
CARACTERES Y1 Y-
Espessura epiderme face adaxia daRIN (mm) -0,2044 (8) 0,9466 (1)
Espessura parénquima paicédico daRIN (mm) 0,8579 (5) 0,3439 (5)
Espessura parénquimalacunoso daRIN (mm) -0,3142 (7) 0,8456 (2)
Espessura epiderme face abaxia daRIN (mm) 0,889 (4) 0,4397 (4)
Areatota daNC (mm?) -0,9889 (2) 0,0603 (8)
Area de floemadaNC (mm?) -0,7835 (6) 0,4700 (3)
Area de xilemadaNC (mm?) -0,9921 (1) 0,0754 (6)
Area de parénquima fundamental daNC (mm?) -0,9664 (3) -0,0713 (7)
Informacso Retida (%) 80,91 14,00
Informacdo Acumulada (%) 80,91 94,91

NUmeros entre parénteses: ordenacdo dos caracteres quanto ao seu poder discriminatério, com base na

porcentagem dainformagdo retida e acumuladaem Y, e Ys.
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Figura 35. Disperséo grafica dos quatro clones de seringueira (PB 314, PB 235, MDF 180, Fx
2784) no est&gio foliar C, utilizando os dois primeiros componentes principais

(Y1 e Y3y), para 0 conjunto dos oito caracteres anatdbmicos quantitativos da

folha | =Fx2784; - =PB 314; " =PB 235;? = MDF 180.

0,20 0,17 0,15 0,12 0,10 0,07 0,95
PB 235

PB 314

MDF 180
Fx 2784
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Na Tabela 10, verificase que, para o primeiro componente principa
(Y1), as variaveis que mais contribuiram para adiscriminagdo dos clones, dentro do estagio D,
foram: espessuras dos parénquimas lacunoso e pdicadico da regido internervurd, &ees de
parénquima fundamental, floema e totd da nervura centra. A informacdo retida no conjunto
dos nove caracteres, referente a este primeiro componente, foi de 77,45 %. Para 0 segundo
componente principal (Y2), a vaiavd que mas contribuiu foi a &ea de esclerénquima da
nervuracentra. A informacao retida para este segundo componente foi de 15,50 %.

A dispersio gr&fica da Andise de Componentes Principais (Figura 37)
e 0 dendrograma da Andise de Agrupamento (Figura 38), dos clones estudados para 0 estagio
foliar D, formam trés grupos principas.

O dendrograma da Andise de Agrupamento (Figura 38) mostra que 0s
trés grupos foram congtituidos préximos do vaor 0,14 da escaa de disténcia entre os clones de
seringueira estudados. O primeiro grupo é formado pelo clone PB 235; 0 segundo grupo é
formado pelos clones Fx 2784 e PB 314; e o terceiro grupo formado pelo clone MDF 180.
Nesse estdgio (D) ocorre a fase sexuada do patdgeno nos clones considerados suscetivels e
apesar da separacéo de trés grupos pea andise (Figura 37 e 38), ndo foi possivel evidenciar o
envolvimento de nenhum dos caracteres anatOmicos estudados com ressténcia nessa fase. O
edagio foliar D gpresenta-se como resistente a penetracéo do fungo (Gasparotto et al., 1997)
em todos os clones, aé mesmo nos suscetiveis. Uma explicacdo para ta fato pode ser a
presenca de tecidos ainda meristematicos no estagio nfectivo, chamado B,, enquanto em D,

hé& a presenca de tecidos foliares adultos, com paredes celulares lignificadas por exemplo.
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TABELA 9. Vdores médios dos caracteres anatObmicos quantitetivos da regido internervura
(RIN) e da nervura centrd (NC), do foliolo mediano, no estégio foliar D, dos
clones (PB 235, PB 314, MDF 180 e Fx 2784) de seringueira.

CARACTERES PB235 PB314 MDF 180 Fx 2784
Espessura epiderme face adaxia daRIN (mm) 12,77 10,00 11,88 9,28
Espessura parénquima palicadico da RIN (mm) 67,92 42,61 50,89 45,90
Espessura parénquima lacunoso da RIN (mm) 87,36 54,54 74,39 63,17
Espessura epiderme face abaxial daRIN (mm) 8,99 8,06 8,46 7,22
Areatota daNC (mm?) 0,93 0,73 0,83 0,82
Area de floemadaNC (mm?) 0,20 0,14 0,16 0,15
Area de xilemadaNC (mm?) 0,22 0,17 0,20 0,22
Area de parénquima fundamental daNC (mm?) 0,41 0,31 0,39 0,33

Area esclerénquima da NC (mm?) 0,11 0,11 0,08 0,11




TABELA 10. Corrdacdo entre 0os nove caracteres anatOmicos quantitativos da regiéo
internervurd (RIN) e da nervura central (NC), do estégio foliar D, dos quatro

clones de singuera (Hevea spp.) e o0s dois primeros componentes

principais (Y1 e Yy).
CARACTERES Y1 Y-
Espessura epiderme face adaxia daRIN (mm) 0,9110 (6) -0,3687 (4)
Espessura parénquima paicadico da RIN (mm) 0,9761 (2) 0,1534 (8)
Espessura parénquimalacunoso daRIN (mm) 0,9954 (1) -0,0149 (9)
Espessura epiderme face abaxia daRIN (mm) 0,7864 (7) -0,4067 (3)
Areatota daNC (mm?) 0,9480 (5) 0,2605 (6)
Area de floema daNC (mm?) 0,9519 (4) 0,2937 (5)
Area de xilemadaNC (mm?) 0,5102 (8) 0,5947 (2)
Area de parénquima fundamenta daNC (mm?) 0,9638 (3) -0,2036 (7)
Area esclerénquima da NC (mm?) -0,1896 (9) 0,9020 (1)
Informagdo Retida (%) 77,45 15,50
Informacdo Acumulada (%) 77,45 92,95

NuUmeros entre parénteses. ordenagdo dos caracteres quanto ao seu poder discriminatério, com base na

porcentagem dainformacdo retida e acumuladaem Y, e Ys.
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Figura 37. Digpersdo gréfica dos quatro clones de seringueira (PB 314, PB 235, MDF 180, Fx
2784) no edtagio foliar D, utilizando os dois primeiros componentes principais

(Y1 e Yy), paa 0 conjunto dos nove caracteres anatdmicos quantitativos da

foha | =Fx2784; - =PB 314; " =PB 235;? =MDF 180.

0,22 0,20 0,18 0,16 0,14 0,12 0,10

PB 235

| — PB 314
L Fx 2734

MDF 180
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6.2 Anélise Anatdbmica dos foliolos infectados

As folhas infectadas pelo patdgeno e andisadas anatomicamente aos 5,
10, 45, e 90 dias apobs a infeccdo pelo fungo (Microcyclus ulel) estéo representadas nas Figuras
39a54.

As Figuras 39 a 42 representan uma lesdo foliar da regido
internervural causada aos cinco dias gpos a inoculacdo pelo patdgeno, em seccles transversais,
dos clones PB 314 e MDF 180. O clone Fx 2784 ndo esta representado em decorréncia da néo
infeccdo pelo patdgeno. O clone PB 314 esta representado nas Figuras 39 e 40 e o clone MDF
180, nas Figuras 41 e 42. Pode-se verificar nessa fase uma producdo de conidios na face
abaxia do foliolo, com maior intensddade no PB 314, mas em ambos os clones o tecido do
mesofilo continua integro. Verificase, nos dois clones, que o foliolo encontrase no estégio
denominado C, por apresentar a ocorréncia de tecidos adultos na regido internervurad, com o
feixe vascular ndo diferenciado e abainha do feixe néo lignificada

Nas Figuras 43 a 46 esta representada a lesdo foliar aos 10 dias apds
inoculacdo, em secgles transversais da regido internervural, nos dois clones que apresentaram
0 avanco da infeccdo. Nessa fase ainda observa-se a presenca de conidios na fce abaxid e
pouca esporulacdo na face adaxia da folha, conforme também observou Junqueira (1985). O
clone PB 314 (Figuras 43 e 44) apresentou necrose foliar em decorréncia da degeneracéo dos
tecidos do mesofilo, enquanto o MDF 180 (Figuras 45 e 46) permaneceu com seus tecidos
integros, com esporulacdo conidid bastante reduzida na face abaxid, mostrando uma maior
tolerdncia dos tecidos a colonizacdo pelo patdgeno. Neste periodo, os clones ainda encontram:
se no estagio foliar C.

Aos 45 dias gpds inoculacéo pelo fungo (Figuras 47 a 50) na regido
internervural do clone PB 314 (Figuras 47 e 48) verifica-se auséncia de esporulacéo conidia e
inicio da formacdo do tecido estromdico com dteracdo do parénquima paicadico nessa
regido, enquanto que no clone MDF 180 (Figura 49 e 50), ainda ocorre a presenca de conidios
na face abaxid e, aé mesmo na face adaxid, inicia-se a degeneracdo do mesofilo e ocorre
grande producéo de fendis, os quais sd0 observados nos tecidos do mesofilo pela coloracéo
esverdeada devido a reacdo do corante azul de toluidina pH 4,7. Neste periodo os clones
encontramse no estagio foliar D. Segundo Sanier e d. (1992), os fendis contribuem para
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resséncia de fungos fitopatogénicos em diversos caminhos como: inibidor na germinacéo
conidid; participando da reacdo de hipersenshilidade; e precursores de lignina. De acordo
com Garcia et d. (1995) os fendis indicam um papd ativo no mecanismo de defesa das plantas
devido aos seus €efeitos fungitdxicos e a0 grande quantidade presente em clones resistentes. No
caso do MDF 180 compostos podem auxiliar nainibicéo da formacéo dos estromas.

Nas Figuras 51 a 54 esta representada a lesdo foliar aos 90 dias apds
inoculacdo pelo patdgeno, em secgbes transversais da regido internervural. Nessa fase,
veificase a presenca dos estromas ainda imaturos conforme Brignani Neto et d. (1991) na
face adaxial do foliolo, no clone PB 314, sobre tecidos ndo degenerados (Figuras 51 e 52); de
acordo com Garcia et a. (1995b), estruturas estromaticas sao produzidas ao redor de tecidos
necréticos, sobre os tecidos cloréticos. As células do tecido estroméatico apresentam-se bem
definidas, com formato aredondado, semdhante aguelas do parénquima fundamenta da
nervura central. No clone MDF 180 (Figura 53 e 54), apesar de ndo ocorrer a presenca de
estromas, observa-se céulas estromdicas ma formadas digtribuidas pela supeficie da face
adaxia, dém disso ocorre presenca acentuada de fendis nos tecidos do mesofilo e, a0 mesmo
tempo, tecidos permanecem em degeneracdo. Neste periodo os clones encontramse no

estégio foliar D.
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dias apds a inoculagdo do patdégeno. 39. PB 314 (Barra =

Figuras 39 a 42. Secgdes transversais da lesdo foliar causada aos cinco
45 mm); 40. PB 314 (Barra = 22,5 nm); 41. MDF 180 (Barra = 45 mm); 42. MDF 180 (Barra = 22,5 mm). Ed:
Epiderme adaxid. PP. Parénquima Pdlicadio. PL: Parénquima Lacunoso. Eb: Epiderme abaxid. C: Conididforos

e conidios.



49

Figuras 43 a 46. Secgdes transversais da lesdo foliar causada aos 10 dias ap6s a hoculagdo do patdgeno. 43. PB 314 com
degeneracdo dos tecidos (Barra = 45 mm); 44. PB 314 (Barra = 22,5 nm); 45. MDF 180 (Barra = 45 nm); 46.
MDF 180 (Barra = 22,5 nm). Ed: Epiderme adaxid. PP. Parénquima Pdicédio. PL: Parénquima Lacunoso.
Eb: Epiderme abaxid. C: Conididforos e conidios.
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Figuras 47 a 50. Secgdes transversais da lesdo foliar causada aos 45 dias apls a inoculacdo do patdgeno. 47. PB 314 com ateracdo no
parénquima palicadico (? ) na regido da formacdo do estroma (Barra = 45 nm); 48. PB 314 (Barra = 22,5 mm); 49.
MDF 180 com degeneracdo dos tecidos e presenca de fen6is com coloracdo esverdeada (Barra = 45 mm); 50. MDF

180 (Barra= 22,5 mm). Et: Formacdo estroma. Ed: Epiderme adaxial. PP: Parénquima Palicadio. PL: Parénquima
Lacunoso. B: Bainhado feixe. Eb: Epiderme abaxid. C: Conididforos e conidios.



51

Figuras 51 a 54. Secgdes transversais da lesdo foliar causada aos 90 dias apds a inoculagdo do petégeno. 51. PB 314 com dteracdo no
parénquima palicadico (? ) na regido do estroma (Barra = 45 mm); 52. PB 314 (Barra = 22,5 nm); 53. MDF 180 com

formagdo de células estromaticas, degeneracdo dos tecidos e presenca de fendis com coloracdo esverdeada (Barra = 45
mm) 20x; 54. MDF 180 (Barra= 22,5 nm). Et: Estromaimaturo. Ed: Epiderme adaxial. PP: Parénquima Palicadio. PL:

Parénquima Lacunoso. Eb: Epiderme abaxia. CE: Células Estrométicas mal formadas.
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6.3 Consideragdes finais

A presenca de fendis e a degradacdo do tecido foliar podem ser
consderadas uma resposta de resisténcia do clone MDF 180 ao fungo, pois de acordo com
Griffey & Leach (1965), as necroses sdo consideradas mecanismos de defesa pela criacdo de
uma barreira ao fluxo de &gua e nutrientes para o patogeno.

As plantas goresentam mecanismos de ressténcia, sendo mais ou
menos eficientes quando comparadas, conferindo ressténcia ou suscetibilidade as mesmeas.
Exisem varios tipos de ressténcia, que podem ter natureza estrutural e/ou bioquimica, pré ou
pos-formada ainfeccdo (Agrios, 1997).

Os fatores de ressténcia pré-formados mas comuns sfo: a cuticula,
apesar de Blasguez & Owen (1963) e Hashim et a. (1978), ndo considerd-la uma barreira na
penetracdo de M. ule, tanto em folhas velhas como em folhas jovens de clones resgentes, as
paredes cdulares espessas, que impedem a colonizacdo; e a presenca de tricomas, para aguns
fungos também é importante para a ressténcia Os fatores de ressténcia edtruturais pos
formados mais encontrados na literatura so papilas, halos, agregacéo citoplasmética, camada
de absciso, tiloses e a lignificagdo, sendo esta Ultima mais importante. Segundo Garcia et dl.
(1995b), a lignificacdo intensiva pode ser responsavel pela presenca do fungo dentro da zona
necrética em clones pacidmente ressentes, concluindo que o ciclo do fungo, com o
estabelecimento da forma sexuad ao redor dessa zona de infeccdo nos clones mais suscetives,
€ retardado ou parado em clones que apresentam forte lignificagdo. Em clones totamente
resgentes, a lignina mostra um papel menos importante na reacéo de defesa, porque estes
gpresentam uma producdo dominante de fitoalexina na reagcdo de hipersensbilidade. 1sso pode
explicar os resultados obtidos nesse trabaho com os clones MDF 180 e Fx 2784,
respectivamente.

Pardelamente a edes fatores anatdmicos de ressténcia exisem o0s
fatores bioguimicos pré e posformados, sendo os mas evidenciados os fendis e as
fitodexines. Os fendis tém grande énfase na resséncia de clones de seringuera ao
Microcyclus ulei. Segundo Gasparotto et al. (1997), os fendis ou inibem a germinacdo dos
patégenos ou modificam a atividade do acido indol acéico oxidase (AIA oxidase), atuando,
assm, sobre a regulagdo das auxinas, agindo ainda sobre a germinagdo dos esporos e
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crescimento das hifas. Para Sanier e al. (1992), quando compostos fendlicos ndo gpresentam
papel ativo na ressténcia, eles possvemente sio usados como marcadores de ressténcia ou
de suscetibilidade.

Os clones edstudados responderam de maneira diferente  quando
inoculados com o fungo.

O clone PB 314 apresentou todas as fases do ciclo do patdgeno: houve
a infeccdo, ainda no estagio foliar B, e a subseqliente colonizacdo dos tecidos, a esporulacdo
conidia no estagio foliar C, representando a fase assexuada e, posteriormente, a formacdo de
estromas imaturos na face adaxiad da folha (estagio D), indicando que os ascos maduros
devem ocorrer a partir do quinto més. Segundo Brignani Neto et a. (1991), essa rdacdo
patdgeno-hospedeiro pode variar entre clones. Portanto, o fungo completa seu ciclo no PB
314, representando a suscetibilidade desse clone nas fases assexuada ou conidid e sexuada ou
ascogena. A fase de liberacdo de ascosporos néo foi representada nesse trabalho devido a essa
fase ocorrer ao redor de 135 dias apbs a inoculacdo. O PB 314, sendo assim, ndo parece
goresentar nenhum fator eficiente de ressténcia, pré ou pds-formado, passivo ou ativo. Por ser
um clone asidtico, de origem malaia, € consderado suscetivel, ndo sendo indicado para regides
onde ocorrem surtos epidémicos da doenca. Na Asia, 0 mehoramento genético da seringueira
visou somente producdo de borracha e ndo ressténcia a doenga, pois esta ainda ndo ocorre
nessa regifio. A Asia é considerada a maior produtora mundial de borracha, embora o Brasi|
sgja 0 berco das espécies do género (Gongalves et al., 2002).

O MDF 180, clone prim&io de origem peruana, apresentou um
comportamento Unico, até agora desconhecido na literatura, 0 qual impede uma das fases do
ciclo do fungo, a sexuada ou estromética. Esse estudo confirmou as observagfes de campo, a
respeito desse clone, na Plantagbes Michdin da Bahia A producdo acentuada de fendis a
patir de 45 dias apds inoculacdo do fungo parece edtar totamente relacionada com o
impedimento da fase sexuada, pois se observa a presenca de céulas estromdicas md
formadas que nd evoluem para estromas. Esse clone pode ser consderado de grande

importdncia para a hevecultura, pois impede a principd fonte de indculo priméaia,



responsavel pelo reinicio de epidemias do ma das folhas gpds o reenfolhamento das plantas e
0 aumento da variabilidade do fungo, ja que ndo ocorre a fase sexuada do mesmo. Esse Ultimo
aspecto tem muito valor para a conservacdo da resisténcia do hospedeiro.

O Fx 2784 gpresentou uma reagdo0 de ressténcia ainda maior,
impedindo a infeccdo peo fungo nas folhas jovens (estégio Bp). A maior espessura da
epiderme abaxid nesse edtagio pode ser considerada um componente de resisténcia Assm
como, pode estar associada a uma reacéo de hipersensibilidade.

O conhecimento dos fatores que impedem a formagéo da fase sexuada
do fungo tem grande vdia em futuros programas de mehoramento. Segundo Rivano et 4.,
citado por Berger (1992), é indispensaved identificar o méximo possivel de componentes
ligados a ressténcia, 0 que poderia conferir a planta um nivd de resséncia horizonta
satisfatorio. Esse tipo de ressténcia € interessante no caso de Microcyclus ulei, pois de acordo
com Gasparotto & Ferreira (1989), esse fungo gpresenta dta variabilidade e, segundo Furtado
& Menten (1995), apresentam 23 racas diferentes. Mattos® relatou que racas tém
capacidade distinta de esporulacdo entre os clones.

A Uutilizacdo de cortes higtolOgicos apresentou-se como  técnica
eficiente para a caracterizacdp dos edtagios foliares de seringueira Hdlé e a. (1978)
definiram os estégios foliares da seringueira em A, B (B1 e B), C e D, de acordo com a
ontogenia foliar, representando-os na forma de diagrama e descrevendo-os através de
caracteristicas subjetivas. As mensuracOes dos fatores anatdmicos, estudados nesse trabalho,
permitem digtinguir os estégios B, C e D, que podem ser denominados apenas de B, C e D, de
uma maneira quantitativa, 0 que complementa as descricoes de Halé e d. (1978), facilitando
a utilizacdo dos mesmos sem dexar dlvidas. Essa técnica permitiu também caracterizar as

diferentes fases do ciclo do fungo e suas possiveis dteragdes no hospedeiro.

* MATTOS, C.R.R. (Plantacbes Michelin da Bahia Ltda., Ituber&BA). Comunicacéo pessoal, 2002.
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7 CONCLUSOES

Os caracteres anatdmicos permitiram diferenciar trés estégios foliares da seringueira
denominados B, C eD.

A espessura da epiderme da face abaxid da folha pode ser consderada um fator de
ressténciaainfeccdo e colonizacdo do fungo no clone Fx 2784.

Quanto a ressténcia, o clone PB 314 apresentou uma reacdo de suscetibilidade, o MDF
180 reac@o moderadamente resistente e o Fx 2784 resisténcia completa

O clone MDF 180 nd&o formou tecidos estrométicos e, conseqientemente, néo
apresentou esporulagéo ascogena do fungo.



56

8 REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

AGRIOS, G. Plant pathology. 4.ed. San Diego: Academic Press, 1997. 635/p.

ARDUIN, M.; KRAUS, JE. Manual basico de méodos em morfologia vegetal. Seropédica:
EDUR, 1997. p. 23-26.

BERGAMIN FILHO, A. Altenativas para o controle do md das folhas da seringueira uma
revisdo. Summa Phytopathologica, Piracicaba, v.8, n.3/4, p.65-74, 1982.

BERGAMIN FILHO, A.; AMORIM, L. Doencas de plantas tropicais. epidemiologia e
controle econémico. Sao Paulo: Agronémica Ceres, 1996. 289/p.

BERGAMIN FLHO, A.; CARDOSO, C. O. N. Doengas da seringueira. In: GALLI, F.
Manual de fitopatologia: doencas das plantas cultivadas. Séo Paulo: Agrondmica Ceres,
1980. v. 2, cap. 32, p. 459-471.

BERGER, P. Lés composes phenoliques foliaires de I’hevea et leur implication dans la
resistance a Colletotrichum gloeosporioides Penz. Et Microcyclus ulei Henn.. 1992. 235 f.
These (Doct.) - Universite Montpdlier 1, Montpellier, 1992.

BLASQUEZ, C. H.; OWEN, J H. Histologica studies of Dothidella ulei on susceptible and
resstant Hevea clones. Phytopathology, St. Paul, v.53, n.1, p.58-65, 1963.



57

BRIGNANI NETO, F.; FURTADO, E. L., CARDOSO, R. M. G.; OLIVEIRA, D. A,
ROLIM, P. R. R. Efeito de fungicides sstémicos no ciclo bioldgico de Microcyclus ule,
agente causd da queima da folha da seringueira (Hevea spp.). Summa Phythopatologica,
Piracicaba, v.17, n.3/4, p.238-246, 1991.

CAMARGO, A.P.; CARDOSO, R.M.G.; SCHMIDT, N.C. Comportamento do mal-das-folhas
da seringueira nas condigdes do planato. Bragantia, Campinas, v.26, p.1-8, 1967.

CHEE, K. H. Asesang susceptibility of Hevea clones to Microcyclus ulei. Annals of
Applied Biology, v.84, p.135-145, 1976a.

CHEE, K. H. South American lesf blight of Hevea brasiliensis: spore dispersal of Microcyclus
ulell. Annals of Applied Biology, v.84, p.147-152, 1976b.

CHEE, K. H. South American lesf blight of Hevea brasliensis: spore digpersa of Microcyclus
ulei. Annals of Applied Biology, Wellesbourne, v.84, p.147-152, 1976.

CHEE, K. H. The auitability of environmenta conditions in Asa for the spread of South
American ledf blight of Hevea rubber. Planter, Kuala Lumpur, v.56, p.445-454, 1980.

DOP, P.; GAUTIE, A. 1928. Manual de technique botanique. 2. ed. J. Lamane, Paris. 594/p.

FURTADO, E.L. Comportamento de cultivares de seringueira (Hevea spp.) frente ao Mal
das folhas na regido do Vale do Ribeira — SP. 1996. Tese (Doutorado) - Escola Superior
“Luiz de Queiroz’, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba: 1996.

FURTADO, E.L.; MENTEN, JO.M. Cultivares da seringueira para a identificacéo de racas de
Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx. No Bradl. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v.20,
suplemento, p.345, 1995.

GARCIA, D. Contribution a I’éude de la résistance totale et partielle dans linteraction
héte x parasite Hevea spp. — Microcyclus ulei: aspects histologiques et biochimiques des
réactions impliquéss dans ces résgtances. 1995. 216 f. ThPse (Doct.) - Universty of De
Montpellier I1, Montpellier, 1995.



58

GARCIA, D.; CAZAUX, E.; RIVANO, F.; D'AUZAC, J. Chemicd and sructurd bariers to
Microcyclus ule, the agent of South American leaf blight, in Hevea spp. Eur. J. For. Path.,
Berlin, v.25, p.282-292, 1995b.

GARCIA, D.; SANIER, C.; MACHEIX, JJ; D'AUZAC, J Accumulaion of scopoletin in
Hevea bragliensis infected by Microcyclus ule (P.Henn) v. Arx and evduation of its
fungitoxicity for three lesf pathogens of rubber tree. Physiological and Molecular Plant
Pathology, v.47, p.213-223, 1995a.

GARCIA, D.; TROISPOUX, V.; GRANCE, N.; RIVANO, F.; D’AUZAC, J. Evduation of
the resstance of 36 Hevea clones to Microcyclus ulei and reation to their capacity to
accumulate scopoletin and lignins. Eur. J. For. Path., Berlin, v. 29, p.323-338, 1999.

GASPAROTTO, L.; FERREIRA, F. A. Md das folhas da seringueira. In: FERREIRA, F. A.
Patologia florestal — principas doengas florestas no Bradl. Vicosa Sociedade de
InvestigagOes Florestais, 1989. p.289-313.

GASPAROTTO, L.; FERREIRA, F. A.; LIMA, M. |. P. M.; PEREIRA, J. C. R,; SANTOS, A.
F. Enfermidades da Seringueira no Brasil. Manaus CPAA-EMBRAPA, 1990. 169/p.
(Circular Técnica, 3).

GASPAROTTO, L.; SANTOS, A. F.; PEREIRA, J C. R; FERREIRA, F. A. Doencas da
Seringueira no Brasil. Brasilia SPI-EMBRAPA, 1997. 168/p.

GASPAROTTO, L.; TRINDADE, D. R,; SILVIA, H. M. Doencgas da Seringueira. Manaus.
CNPSD-EMBRAPA, 1984. p.1-71. (Circular Técnica, 4).

GERRITS, P.O. The application of glycol metacrylate in histotechnology: some
fundamenta principles. Germany: Leica GmbH, 1991. 80/p.

GIESEMANN, A.; BIEHL, B.; LIEBEREI, R. Identification of scopoletin as a phytodexin of
the rubber tree Hevea brasiliensis. Journal of Phytopathology, v.117, p.373-376, 1986.

GONCALVES, P.S, SAES, L.A.; FURTADO, E.L.; SAMBUGARO, R.; SAKAI, M. Clones
promissores de seringuera para a regido do Vade do Ribeira, S&o Paulo. Pesguisa
Agropecuéria Brasileira, Brasilig, v.35, n.12, p.2343-2353, 2000.



59

GONCALVES, P.S; BORTOLETTO, N.; FURTADO, E.L., SAMBUGARO, R;
BATAGLIA, O.C. Desempenho de clones de seringueira da sé&rie IAC 300 sdecionados para a
regido noroeste do Estado de Séo Paulo. Pesguisa Agropecuéria Brasleira, Brasilia, v.36,
n.4, p.589-599, 2001.

GONCALVES, P.S; MARTINS, A.SM.; FURTADO, E.L., SAMBUGARO, R.; OTTATI,
E.L.; ORTOLANI, A.A.; GODOY JUNIOR, G. Desempenho de clones de seringueira da série
IAC 300 na regido do plandto de S&o Paulo. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, Bradilia,
v.37, n.2, p.131-138, 2002.

GRIFFEY, RT.; LEACH, JG. The influence of age tissue on the development of bean
anthracnose leson. Phytopathology, St. Paul, v.55, n.8, p.915-918, 1965.

HALLE, F.; OLDEMAN, RA.; TOMLINSON, P.B. Tropical trees and forest. Beling:
Springer-Verlag, 1978. 441/p.

HASHIM, I. Induced resgance of Hevea to South American Leaf Blight by incompatible
racesof Microcyclus ulel. Journal Narural of Rubber Research, v.1, n.3, 195p., 1986.

HASHIM, I.; WILSON, L. A.; CHEE, K. H. Regulation of indole acetic acid oxidase activities
in Hevea by naturdly ocorring phenolics. Journal Rubber Research Ingtitute of Malaysia,
v.26, n.3, p.105-111, 1978.

JOHANSEN, D.A. Plant microtechnique. New Y ork: McGraw-Hill, 1940. 523/p.

JUNQUEIRA, N.T.V. Variabilidade fisologica de Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx.
1985. 134 f. Tese (Doutorado) — Universdade Federd de Vigosa, Vigosa, 1985.

JUNQUEIRA, N.T.V.; CHAVES, G. M.; ZAMBOLIM, L., ALFENAS, A. C;
GASPAROTTO, L. Reacdo de clones de seringueira a varios isolados de Microcyclus ulel.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.23, p.887-893, 1988.

JUNQUEIRA, N.T.V., CHAVES, GM.; ZAMBOLIM, L., ROMEIRO, RS;
GASPAROTTO, L. Isolamento, cultivo e esporulacéo de Microcyclus ulei, agente etiologico
do ma-das-folhas da seringueira. Revista Ceres, v.31, n.177, p.322-331, 1984.



60

LIEBEREI, R. Cyanogeness of Hevea brasliensis during infection with Microcyclus ulei.
Journal of Phytopathology, v.115, p.134-146, 1986.

LIEBEREI, R. Studies on morphological and physiological factors of Hevea species,
responsble for resistance to infection with Microcyclus ulei, the causal agent d SALB.
Manaus. CNPSD-EMBRAPA, 1981.

LIEBEREI, R,; BIEHL, B.; GIESEMANN, A.; JUNQUEIRA, N.T.V. Cyanogeness inhibts
active defense reections in plants. Plant Physiology, v.90, p.33-36, 1989.

LIEBEREI, R.; SCHRADER, A.; BIEHL, B.; CHEE, K.H. Effect of cyanide on Microcyclus
ulel cultures. Journal of the Rubber Research Institute of Malaysia, v.31, n.3, p.227-235,
1983.

MACHADO, SR.; GREGORIO, EA. YANAGIZAWA, Y. CARMELLO, SM.
Ultrastructural  aspects of the pdtate glandular trichomes of the gynoecium in Zeyheria
digitalis (udl.) Hoehne (Bignoniacese). Revista Brasileira de Botéanica, v.18, p.197-205,
1995.

MATTOS, C.R.R. Meios de cultura com &gua de coco verde para esporulagdo de Microcyclus
ulei. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v.24, n.3, p.470, 1999.

MEDEIROS, A. G. Novos conceitos técnicos sobre controle quimico do mal das folhas da
seringuera. Itabunas CEPLAC-CEPEC, 1976. 20/p. (Boletim Técnico, 35).

METCALFE, C.R,; CHALK, L. Anatomy of the dicotyledons. Oxford: Clarendon Press,
1957. v. 2, p. 1207-1235.

OBRIEN, T.P; FEDER, N.; McCULLY, M.E. Polychromatic staining of plant cel walls by
Toluidine Blue O. Protoplasma, v.59, p.367-373, 1964.

ROCHA, H. M.; VASCONCELLOS FILHO, A. P. Epidemiology of the South American lesaf
blight of rubber in the region of Itubera, Bahia, Brazil. Turrialba, v. 28, n.4, p.325-329, 1978.

SANIER, C.; BERGER, P.; COUPE, M.; MACHEIX, J J; PETAT, J. M.; RIVANO, F.;
SAINT BLANQUAT, A.; D'AUZAC, J. Redationship between resstance to Microcyclus ule



61

and clond foliar phenolics of ruber trees. Journal Rubber Research Institute of Malaysia,
v.7,n.1, p.38-59, 1992.

SANTOS, C. D. Severidade do mal-das-folhas da seringueira e fases estrométicas de
Microcyclus ulel (P. Henn.) v. Arx. em Vicosa, MG. 1992. 25 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Federa de Vicosa, 1992.

SILVEIRA, A. P.; FURTADO, E. L. Doencas da seringueira no Estado de Sdo Paulo. Séo
Paulo: Ingtituto Biologico, 1995. 30/p. (Boletim Técnico, 7).

SNEATH, PH.A.; SOKAL, R.R. Numerical taxonomy. San Francisco: W.H. Freernan, 1973.
573/p.

TRINDADE, D.R.; FURTADO, E.L. Doencas da seringueira (Hevea brasiliensis (Willd. ex
Adr. de Juss) Mudl. & Arg.). In: KIMATI, H.; AMORIM, L.; BERGAMIN FILHO, A.;
CAMARGO, L.E.AA.; REZENDE, JA.M. Manual de Fitopatologia. So Paulo: Agrondmica
Ceres, 1997. v. 2, p.628-641.



	Capa
	Folha de rosto
	Dedicatória
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	1 RESUMO
	2 SUMMARY
	3 INTRODUÇÃO
	4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	5 MATERIAL E MÉTODOS
	6 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	7 CONCLUSÕES
	8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

