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RESUMO

OLIVEIRA, CARLOS ALBERTO DA CUNHA; M. Sc. Universidade do Estado de Mato
Grosso; fevereiro de 2020; Identificacdo de gendtipos de teca resistentes a
Murcha de ceratocystis. Orientadora: Profa. Dra. Leonarda Grillo Neves;
coorientador: Prof. Dr. Marco Antonio Aparecido Barelli; conselheiros: Profa. Dra.
Sandra da Costa Preinigke e Prof. Dr. Thiago Alexandre Santana Gillio.

As florestas com plantios comerciais de Tectona grandis L.f vem aumentando
no estado de Mato Grosso, devido as condi¢des edafoclimaticas que favorecem o seu
desenvolvimento vegetativo e ganho em produtividade. Essas condi¢cdes também
proporciona o surgimento da doenca Murcha de ceratocystis causada pelo fungo
Ceratocystis fimbriata, que coloniza os vasos condutores e impede a passagem de
seiva, posteriormente ocasiona a morte da arvore. O objetivo desse trabalho foi avaliar
a resisténcia genética de clones comerciais de Teca apds serem inoculados por um
isolado do C. fimbriata. O isolado foi obtido por meio de coleta de amostras das
arvores doentes em plantios comerciais de Teca. Para a inoculagéo, as mudas de 37
genodtipos de Teca foram transplantadas em vasos com capacidade de 3,5 litros de
substrato e mantidas em casa de vegetacdo num delineamento experimental de
blocos ao acaso, com 3 repeticdes e cada parcela composta por 3 plantas, totalizando
333 unidades. As avaliacbes ocorreram apés 126 dias da inoculacdo do disco de
micélio do fungo. As caracteristicas mensuradas foram: altura total da planta; volume
da planta; tamanho da lesao; largura da leséo; volume de ocupacdo do patégeno e
proporcao da lesdo. Para a analise estatistica foi feito ANOVA e posteriormente os
gendtipos foram selecionados por meios dos valores genotipicos preditos pelo BLUP.
Com excecdo da proporcdo de lesdo, as demais caracteristicas analisadas foram
significativas pelo teste F, indicando diferengas entre os clones avaliados (P< 0,05).
Encontrou-se diferentes formas de ocupacdo do fungo nos vasos condutores, tais
como, mancha larga se deslocando entre a medula e 0s vasos, outra com apenas um
risco distribuidos linear e aleatoério, e por fim uma elipse. Dos 37 genétipos foram
ranqueados os 15 com melhores desempenho para cada caracteristica. Dos
gendtipos ranqueados os gendtipos 10, 32, 30, e 27 foram classificados como

moderadamente resistente e apenas 0 gendétipo 29 como resistente.

Palavras-chave: Tectona Grandis. Doencga Fungica. Resisténcia Genética.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, CARLOS ALBERTO DA CUNHA; M. Sc. Universidade do Estado de Mato
Grosso; february 2020; Identification of teak genotypes resistant to ceratocystis
wilt. Advisor: Profa. Dra. Leonarda Grillo Neves; co-supervisor: Prof. Dr. Marco
Antonio Aparecido Barelli; counselors: Profa. Dra. Sandra da Costa Preinigke and
Prof. Dr. Thiago Alexandre Santana Gillio.

The Tectona grandis L.f's commercially planted forests have been increasing in
the state of Mato Grosso, due to the edaphoclimatic conditions that favor their
vegetative development and gain in productivity. These conditions also cause the
emergence of the wilted disease of ceratocystis caused by the fungus Ceratocystis
fimbriata, which colonizes the conductive vessels and prevents the passage of sap,
subsequently causing the death of the tree. The objective of this paper was to evaluate
the genetic resistance of commercial teak clones after being inoculated by a C.
fimbriata isolate. Samples were collected from diseased trees in commercial teak
plantations and the fungus was isolated. The 37 genotypes were transplanted in pots
with a capacity of 3.5 liters of substrate and kept in a greenhouse in a randomized
block design, with 3 replicates and each plot consisting of 3 plants, totaling 333 units.
The evaluations took place 126 days after inoculation of the fungus mycelium disk. The
characteristics measured were: total plant height; plant volume; lesion size; lesion
width; volume of occupation of the pathogen and proportion of the lesion. For statistical
analysis, ANOVA was performed and subsequently the genotypes were selected using
the genotype values predicted by BLUP. With the exception of the lesion proportion,
the other characteristics analyzed were significant by the F test, indicating differences
between the evaluated clones (P< 0.05). Different forms of occupation of the fungus
were found in the conducting vessels, such as a large patch moving between the
medulla and the vessels, another with only a linear and random distributed risk, and
finally an ellipse. Of the 37 genotypes, the 15 with the best performance for each trait
were ranked. Of the ranked genotypes, genotypes 10, 32, 30, and 27 were classified

as moderately resistant and only genotype 29 as resistant.

Keywords: Tectona Grandis. Fungal Disease. Genetic Resistance.
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1 INTRODUCAO

A é&rea plantada com arvores no Brasil, para fins industriais, atingiu 7,83
milh6es de hectares em 2018. Houve, também, o aumento para 3,5 milhdes de
hectares com &rea certificada, liderando, nesse sentido, o ranking global de
produtividade florestal, tendo uma arrecadacdo de R$ 12,8 bilhdes em tributos
federais, estaduais e municipais. Vale ressaltar, ainda, que nesse mesmo periodo, 0s
postos de trabalhos foram de 3,8 milhdes de empregos gerados, diretos e indiretos,
pela atividade florestal (Ib4, 2019).

Dentre as espécies florestais cultivadas no pais, destaca-se a Teca (Tectona
grandis L.f), por sua madeira ser considerada uma das mais valiosas do mundo
(Tanaka et al., 2017). Aproximadamente, 93.957 hectares estdo plantados com essa
espécie (Iba, 2019).

A teca é uma planta arborea com habito de caducifolia que ocorre
naturalmente apenas na Asia tropical, distribuida principalmente entre longitude 73°
Leste (E) na india, a 104°30’ E na Tailandia, e na faixa de Latitude (Lat.) de 25°30’
Norte (N™), no Estado de Kachin, em Mianmar, até sua fronteira sul, a partir de Lat. 9°
N na india, entre Lat. 15°C a 16°C N em Mianmar, a Lat. 16°30’ na Tailandia (Kaosa-
Ard, 1989; Tanaka et al., 1998).

Os plantios de florestas com teca vem aumentando cada vez mais no Brasil,
principalmente no estado de Mato Grosso (Delgado et al., 2008; Ib4a, 2019), onde
atualmente se concentra as maiores empresas de plantios comerciais de teca, tendo
em vista o alto valor comercial da madeira e a disponibilidade de condicbes
edafoclimaticas favoraveis ao seu ganho produtividade/hectare/ano (Arefloresta,
2017), cujo clima predominante € Aw (Clima tropical), com inverno seco, precipitacao
média de 1300mm (milimetros) e temperatura variando entre 25°C a 35°C (Alvares et
al., 2014). Estima-se que as areas com florestas plantadas, entre os anos de 2016 e
2018, era de aproximadamente 80.080 hectares, com diferentes ciclos de producéo
(Snif, 2018).

Como toda atividade de producdo em grande escala, na maioria das vezes,
se apresentam como monocultivos, e, ao momento que se expande,
consequentemente favorece o surgimento de pragas e doencas (Liu et al., 2018).

Sendo assim, da mesma forma vem ocorrendo em varios plantios comerciais de teca
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no estado de Mato Grosso, tendo como principal surgimento, a doenga da Murcha do
Ceratocystis que vem ocasionando danos econdmicos a cultura.

Os sintomas caracteristicos dessa doenca € a seca da ponteira e de galhos
laterais ocasionado pelo fungo fitopatogénico Ceratocystis Frimbiata. Até 0 momento,
nado ha registro de controle desse tipo de doenca, principalmente por ser ocasionado
por um fungo de solos, sendo assim, torna mais dificil seu controle.

Na regido de Céceres, no estado de Mato Grosso, no ano de 2009, ja se
encontraram arvores de teca com sintomas de doenca da Murcha do Ceratocystis
(Firmino et al., 2012). Essa doenca também foi relatada em outras culturas, tais como,
Eucalipto (Tumura et al., 2012; Ferreira et al., 2013), Seringueira (Gasparotto e
Pereira, 2012), Acacia (Nasution et al., 2019), Manga (Oliveira et al., 2016) e outras
frutiferas pelo Brasil (Magalhaes et al., 2015).

Os programas de melhoramento genético da teca, atualmente, convergem no
desenvolvimento de clones com alta taxa de incremento, forma do fuste, desrama
natural e propriedades da madeira (Murillo et al., 2003). Porém, sdo poucos 0s
trabalhos de melhoramento genético objetivando a selecdo de material com
resisténcia a doenca. Nesse sentido, este trabalho objetivou selecionar gendtipos de

teca resistentes ao fungo C. fimbriata.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tectona grandis (Linn.f.) — Teca

A Teca (Tectona grandis Linn.f.) é uma espécie arbérea de grande porte,
classificada como heliéfita, decidua, pertencente a familia Lamiaceae, com boa
tolerancia a seca (quando adulta), mas, intolerante a geada (Souza e Lorenzi, 2008;
Missouri Botanical Garden, 2018).

As folhas sdo opostas, elipticas, obovadas e ovais com a base atenuada,
coriaceas e asperas devido a ocorréncia de tricomas glandular e hispido na face
adaxial e na abaxial hispido e glandulares e tectores em ambas faces. Peciolo curto,
apice e base podem ser agudos ou atenuada e também aguda, nervuras existentes
nas faces adaxial e abaxial. A folha, quando medida linear, o comprimento e largura
poderao ter, respectivamente, os seguintes valores de 50 a 60cm e de 40 a 50cm.

A coloracéo tem variacdo conforme a posi¢cdo na copa da planta, sendo no
apice cores vermelhas, no meio verde escura e, na base, verde claro com manchas
amareladas (Alcantara et al., 2016; Chimello et al., 2017; Larekeng e Arsyad, 2019).
De acordo com Haruna e Ashir (2017), na epiderme da folha, é uniestratificada e
aclorofilada nas duas faces, o que controla na abertura e fechamento dos estématos
hipoestomaticos e as trocas gasosas, conforme as condi¢cdes ambientais.

A distribuicdo natural da teca ocorre nas regides do sudeste Asiatico (SE),
porém, ha ocorréncia de uma distribuicdo descontinua, cobrindo a Peninsula Indiana,
Mianmar, Norte N e Oeste (W) da Tailandia e Noroeste (NW) de Laos ao longo da
fronteira norte da Tailandia. A teca é distribuida na longitude de 73° E na india, a
104°C 30’ E na Tailandia, e de cerca de 25°C 30’ N" de Lat., no estado de Kachin, em
Mianmar, até o limite sul (S) a partir de 9°C Nt Lat., na india, entre 15°C a 16°C N®
Lat., em Mianmar, a 16°C 30’ Lat., na Tailandia (Kaosa-Ard, 1989; Tanaka et al., 1998;
Céceres Florestal, 2006).

Possui habito caducifélio, ou seja, caem suas folhas nas estacdes de seca e
retornam a brotar ap6s as primeiras chuvas. Sua copa tem diferentes formas que se
modificar conforme a sua idade, espacamento, manejo e pela qualidade do sitio
(Vendruscolo et al., 2016; Dionisio et al., 2018).
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A forma anatbmica do fuste € dependente do material genético e
espacamento de plantio, podendo se apresentar como conico, cilindrico e retilineo
(Vendruscolo et al., 2016). E protegido por uma camada de casca densa que confere
a resisténcia ao fogo. De acordo com Lourenco et al. (2015), a casca apresenta a
substancia de lignina semelhante ao encontrado no alburno e cerne da madeira, iSSO
contribui & durabilidade e também a resisténcia mecénica da madeira de teca.

Conforme o relato da empresa Céaceres Florestal (2006), quando inicia-se o
processo vegetativo de brotagéo, a planta comeca o seu periodo de incremento da
madeira, que reduz ao longo da estacdo chuvosa até parar na préxima estacdo de
seca. Esse ritmo de desenvolvimento estacional distinto, resulta na madeira de teca
com caracteristicas unicas (Dié et al., 2012). Desse modo, tem como umas dessas
caracteristicas a estrutura do alburno de cor clara e estreito e o cerne de cor
avermelhada, e, quando perde umidade, fica marrom brilhante, mas, a cor do cerne
também pode mudar sua tonalidade de acordo com as condi¢des nutricionais do solo
da floresta (Sreekanth et al., 2014).

Estudos realizados por Izekor et al. (2010), mostram que a madeira da teca,
conforme a sua idade, aumenta de 15 a 25 anos, ocorre, também, o aumento da
densidade da madeira entre 480 a 650kg m3, respectivamente, mesmo que
considerada moderadamente pesada, possui uma madeira de excelente qualidade.

Rizanti et al. (2018), relatam que a madeira apresenta 6tima durabilidade, boa
estabilidade dimensional e resistente a deterioracdo por agentes bioticos e abidticos.
Tendo em vista a contemporaneidade, a madeira ganhou destaque no mercado
nacional e internacional, principalmente nas construcdes navais. Atualmente, a teca é
umas das espécies mais indicadas para decoracao de interiores e exteriores de casas
(Kollert e Kleine, 2017).

O plantio da teca, em escala comercial no Brasil, teve inicio no ano de 1968,
na regido de Caceres-MT, por meio da empresa Caceres Florestal S.A. Em Caceres,
as condicdes edafoclimaticas sdo favoraveis para seu desenvolvimento, o que
proporciona um ciclo de corte entre 12 a 25 anos podendo alcancar alturas de 20 a
35m com o diametro na altura do peito entre 38 a 48cm, e incremento médio anual de
10 a 32 m¥ha/ano, encontrados nas plantacées de origem seminal e clonal.

Rico e Coutinho (2017), afirmam que temos grande vantagens se comparados

aos plantios no Sudeste Asiatico (SE), onde o ciclo de corte varia entre 50 a 100 anos,
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com produtividade ainda inferiores de 2 a 24m%ha/ano (Pandey e Brown, 2000;
Delgado et al., 2008).

O cultivo de teca iniciou-se com mudas obtidas por stamp e por sementes, tal
qual, apresenta grande heterogeneidade no desenvolvimento das plantas na
populacdo (Yasodha et al., 2004), mas, existem &reas de producdo de sementes
superiores a producdo em larga escala de mudas, sendo conhecido como pomares
de sementes clonais (Prabhu et al., 2013).

Atualmente, o plantio da teca € realizado a partir de clones obtidos pelos
métodos da micropropagacdo de estaquias e culturas de tecidos (Badilla et al., 2016;
Carvalho et al., 2019), e vem apresentando maior uniformizag&o dos plantios, porém,
com reduzida diversidade genética quando comparado as mudas de origem seminal.
O plantio de clones tem vantagem em produtividade e também na reducéao dos custos
com tratos silvicultural.

As praticas silviculturais da espécie exigem um planejamento intensivo, por
ser uma arvore que apresenta um crescimento rapido, logo nos primeiros 5 a 7 anos,
h& a necessidade de se fazer a ro¢cada, combate a insetos, pragas, adubacfes de
cobertura, e, principalmente, a desrama e o desbaste.

A desrama serve para garantir uma madeira de 6tima qualidade e sem a
presenca de nés. O desbaste serve para dar continuidade ao crescimento e minimizar
a competicdo por luz, agua e nutrientes das arvores remanescentes da populacéo
(Bekker et al., 2004; Céaceres Florestal, 2006; Quintero e Rico, 2016).

2.2 Etiologia e Epidemiologia do Fungo (Ceratocystis fimbriata)

Os fungos fitopatogénicos do género Ceratocystis, vem ocasionando severas
doencas em muitas plantas lenhosas, sendo considerada uma das doencas de maior
importancia econdmica no setor florestal (Valdetaro, 2016). Esse género € muito
conhecido por iniciar a colonizacdo na medula e depois obstruir o sistema vascular
entre a casca e lenho da planta, causando disturbios na translocagcédo de agua, seiva
bruta e elaborada.

As principais caracteristicas sintomaticas desse patdégeno sdo: murcha das
folhas, desfolhamento, seca dos ramos apicais, ocasionando a morte das plantas

(Firmino et al., 2015). Um de seus sintomas tipicos é visivel nas secg¢fes transversais
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de 6rgéos lenhosos, ocasionando o escurecimento radial de coloracdo cinza e marrom
(Bekker et al., 2004; Alfenas et al., 2009). De acordo com Junior (2018), o fungo
Ceratocystis fimbriata, pertence ao filo Ascomycota composto por mais de 60 mil
espécies. Esse género pertence a ordem dos Microascales.

A classe Pyrenomycetes possui dois tipos de estruturas reprodutivas bem
distintas, sendo uma a teleomarfica (sexuada), que apresenta peritécios globosos de
coloracdo marrom-escuro a preto com um pescoc¢o desenvolvido e finaliza com setas
ou hifas, por onde exsuda a massa mucilaginosa constituidas com ascOsporos
(Figuras 3C, 4A e B); e a outra anamorfica (assexuada), que apresenta estrutura
reprodutiva fialidicamente com conidios delgados que aparecem lateralmente nas
hifas e, aleurioconidios cilindricos de cor marrom-claros, (Menezes e Oliveira, 1993;
Gasparotto e Pereira, 2012). As caracteristicas reprodutivas da espécie sdo distintas,
logo, a reproducdo sexuada € Ceratocystis, e, quando assexuada, € na forma do
Thielaviopsis, (Menezes e Oliveira, 1993; Juanior, 2018).

No Brasil, séo reconhecidas somente a presenca de trés espécies do género:
Ceratocystis Paradoxa, infectando principalmente monocotiledoneas, C.
Cacaofunesta, acarretando grandes problemas em plantacbes de cacau (Bezerra,
1997), e C. fimbriata, uma vez que, este patdgeno possui ampla distribuicao
geografica e por ser uma doenca letal (Hosomi et al., 2012). O C. fimbriata ataca varios
hospedeiros, tais como os géneros Eucalyptus, Hevea, Ipomoea, Mangifera, Platanus,
Populus, Prunnus, Coffea.

Recentemente, foi observado em Carapa Guianensis, Tectona grandis e
Passiflora Edulis. (Alfenas e Mafia, 2016; Firmino et al., 2012; Firmino et al., 2013).
De acordo com Vale et al. (2014), a forma de infeccdo depende das seguintes
condi¢cBes: temperaturas altas e umidades elevadas, tratos silviculturais improprios,
manejos fitossanitarios inadequados e ferimentos nas plantas provocado por espécies

de insetos.

2.3 Melhoramento Genético de Plantas Florestais Visando Resisténcia as

Doencas

O melhoramento genético de plantas é a arte, ciéncia e negdcio que seleciona

e altera, geneticamente, aos espécimes de maneira que venha a suprir uma
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determinada necessidade que causa impacto positivo e/ou negativo economicamente
ao homem.

Como exemplo do resultado de melhoramento genético da agricultura e na
silvicultura temos: o aumento ou estabilizagdo de produtividade, a qualidade e
guantidade de proteinas, nutrientes, 6leos e fibras (Bueno et al., 2006), aumento do
incremento de madeiras, resisténcia as pragas (Jesus et al., 2015), a doenca,
patdgeno, tolerancia as condi¢cdes bioclimaticas diferentes, ou adversos tipos de solo
(Fonseca et al., 2010), alta densidade de madeira e 6leo essencial (Silva et al., 2009),
obtencéo de fibras mais longas como matéria prima a fabricacéo de celulose (Alfenas
et al., 2009), bem como carvao e painéis (Couto et al., 2013).

Na Silvicultura brasileira, o eucalipto é a espécie mais estudada e estruturada
em programas de melhoramento genético florestal, devido ao seu grande potencial
econdmico e por ja conter uma ampla diversidade genética de alto potencial produtivo
e consideravelmente tolerante a fatores bioticos e abidticos do pais (Fonseca et al.,
2010; Silva et al., 2017).

Levando em consideracéo o avanco do melhoramento florestal com eucalipto
no Brasil, a aquisicdo de genotipos resistentes a doenca Murcha de Ceratocystis
(Alfenas et al., 2009), serd um dos métodos mais eficientes e econémicos a cultura da
teca. Dessa forma, a busca por materiais que apresentem resisténcia ao patdogeno, é
fundamental para iniciar o programa de melhoramento genético da espécie.

A obtencéo e a selecdo desses genotipos com caracteristicas superiores séo
adquiridos, na maioria das vezes, em bancos de germoplasma, por conter um acervo
amplo de material genético e a ficha técnica completa da espécie, tais como, origem,
boa performance silvicultural, qualidade da madeira, tecnoldgica, resistente e/ou
suscetivel as pragas, doencas, ventos e estresse hidrico (Fonseca et al., 2010; Silva
et al., 2017). Tais caracteristicas genéticas sdo economicamente importantes, no
entanto, ainda com algumas limitacdes a cultura da teca (Monteuuis et al., 2011).

A cultura da teca apresenta certas peculiaridades que constituem obstaculos
ao melhoramento genético, as quais podemos destacar: a baixa producdo de
sementes por arvore, a baixa taxa de germinacgéo, o controle da polinizacdo e o longo
periodo vegetativo, em torno de 10 a 15 anos para florescer, fato que prolonga o ciclo
do melhoramento (Chaves e Fonseca, 1991; Gunaga e Vasudeva, 2003; Monteuuis

et al., 2011). Entretanto, o retorno de programas de melhoramento possibilita ganhos
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satisfatorios do produto, e, consequentemente, aumenta o valor de comercializagdo
da madeira (Coutinho, 2003).



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido entre os meses de janeiro a setembro do
ano de 2019, no Campus Universitario “Jane Vanini”, em Caceres, da Universidade
do Estado de Mato Grosso (Unemat), localizada 210km da capital mato-grossense,
Cuiaba. A localidade est& situada com altitude de 118m, entre as latitudes 16°04’ e
34’81 S e longitude 57°39'0,29” O. Segundo Alvares et al. (2014), o clima é tropical,
classificado como (Aw), com inverno seco e verdo chuvoso e temperatura média anual
de 26.3°C e expondo a temperaturas de até 41°C, com pluviosidade média anual de
1.335mm.

O isolado do fungo foi obtido a partir da coleta realizada em areas com plantio
comercial de teca, localizado no municipio de Caceres, no estado de Mato Grosso,

conforme demonstra a (Figura 1).

Figura 1 — Local da coleta com arvores que apresentou sintomas de C. fimbriata

Legenda:
\%\ Plantio Comercial
< Reboleira

*

25 0 25 50 75100 km
[ = . .

Caceres
Mato Grosso
3 Brasil

Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

3.1 Obtencéao do Isolado

Foram coletadas amostras de arvores com sintomas da doenca ocasionada

pelo fungo C. fimbriata, sendo elas: “pequena reboleira de arvores mortas” e “plantas
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com desfolhamento e ponteira dos ramos secos”, conforme demonstrado pela (Figura
2).

A coleta da amostra de &rvore com sintomas foi realizada seguindo os
seguintes passos: Retirou-se a amostra entre a casca e o cerne do fuste na altura de
um metro ao nivel do solo, em trés posicdes, que circundam a arvore com sintomas,
conforme (Figura 2); Recolheu-se a amostra em um saco de papel e georreferenciado
0 ponto, talhdo X, tipo de material vegetal (Clonal ou Seminal); e, Amostras, formas
acondicionadas em uma caixa com aberturas laterais e mantivemos em uma
temperatura ambiente.

Em seguida foi levada para o Laboratdrio de Melhoramento Genético Vegetal

(LMGV) da Unemat/Céaceres, onde iniciou-se o processo de Isolamento do patégeno.

e’ R e |
Legenda: A) Ocorréncia de reboleira de arvores mortas e margeadas por plantas com; B)

Ponteiras secas; C) Local entre a casca e o cerne da arvore; D) Amostra obtida.
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).
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3.2 Isolamento e Formacgéao de Colbdnias

Para fazer o isolamento do patégeno, foram retirados pequenos fragmentos
de aproximadamente 1cm?de cada amostra coletada, e colocando-o entre discos de
cenoura e acondicionados em uma prateleira sob condi¢gdes controladas a 25°C + 2°C
com um foto periodo alternativo de 12h, conforme (Figura 3), de acordo com a
metodologia proposta por Alfenas e Mafia (2016).

Decorridos entre seis a dez dias, houve a migracao e a formacgao da estrutura
reprodutiva do fungo, sendo constituida, em sua base, uma forma globosa e um
pescoc¢o denominado rostro, onde no seu término encontra um conjunto de hifas pela
gual sdo exsudado uma gota mucilaginosa que contém os ascosporos estabelecidos
na (Figura 3).

Utilizando o Microscopio Biologico Binocular (MBB), e com um auxilio de uma
alca de platina, foram coletados os ascosporos e transferidos para placas de Petri (65
x 15mm), contento meio Agar Batata Dextrose (BDA), 2%, em seguida colocadas
sobre uma prateleira em condi¢cdes controladas a 25 = 2°C, sob um foto periodo
alternativo de 12h por 15 dias de crescimento, permitindo assim, a formacdo da
colénia, com coloracao inicial bege e, mudando para coloragéo castanha-esverdeada,

verificadas na (Figura 4).

Figura 3 — Isolamento do patdégeno

/ _'- AV i ‘."M

Legenda: A) Fragmento da amostra no disco de cenoura; B) Fungo migrado na cenoura; C)
Uma estrutura reprodutiva do fungo.
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).
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Legenda: A) Gota mucilaginosa; B) AscOsporos que se encontra na gota mucilaginosa; C)
Colbnia do fungo no meio de cultura BDA.
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

3.3 Plantio e Tratos Silviculturais dos Geno6tipos de Teca

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdao, utilizando 37 genadtipos de
teca clonais. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com 3
repeticdes. Cada parcela composta por 3 plantas, totalizando 333 mudas.

As mudas foram transplantadas com aproximadamente 15cm de altura em
vasos com capacidade de 3L, onde foi homogeneizado: 1,8 litros (L) de areia lavada
com 1L de substrato que continha em sua formulacédo os seguintes itens: casca de
pinus, cinzas, vermiculita, serragem, bioestabilizadores, aditivos, corretivos de acidez
0,50%, fosfato natural 0,50% e N-P-K.

As mudas foram todas acondicionadas em Casa de Vegetacdo com
temperatura variando entre 38 a 42°C e umidade relativa do ar de 60 a 70%. O sistema
de irrigacao no primeiro més foi por micro aspersao, e, posteriormente, mudou-se para
gotejamento, a fim de se minimizar o escoamento de nutrientes, efeito guarda-chuva,
e, principalmente, o surgimento de doencas.

A adubacédo suplementar solida teve inicio oito dias apds o plantio, sendo
utilizados: Cloreto de Potassio (KCL), Super Fosfato Triplo (STE), Micronutrientes
(FTE), Gesso (CaSOs4e 2H20) e Nitrato de Amonia (NH4NO3), porém, separadas em
dois pontos, especificados na (Figura 5). Houve a adubacéo suplementar foliar apos
o intervalo de 20 dias de plantio, onde foi utilizado um fertilizante organomineral com
uma formulacdo balanceada de micro e macronutrientes e aminoacidos livres soluvel

em agua, vide (Tabela 1).
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Figura 5 — Posicionamento da adubacéo de cobertura nos vasos

CaS04.2H20
NHaNOs

Adubacéo: 2 dias antes do plantio
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

Adubacéo: 1 dias apos o plantio

Tabela 1 — Concentracéo do adubo utilizado na adubacéo de manutencéo foliar

Nitrogénio

Fésforo (P20s)
Potassio (K20)

5,0% p/p; (70,09/L)
6,0% p/p; (84,00/L)
6,0% p/p; (84,00/L)

Célcio 1,0% p/p; (14,09/L)

Magnésio 0,5% p/p; (7,0g/L)

Boro 0,5% p/p; (7,0g9/L)

Cobre 0,2% p/p; (2,89/L)

Ferro 0,1% p/p; (1,49/L)

Manganés 0,5% p/p; (7,0g/L)

Molibdénio 0,1% p/p; (1,49/L)

Zinco 1,0% p/p; (14,09/L)

Carbono Organico Total: 6,0% p/p; (84,09/L)

Densidade a 20°C 1,40 g/cm?3

Natureza Fisica (fluido) Suspensao homogénea

Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

3.4 Inoculacéao das Plantas
A inoculacdo do fungo foi realizada apds 40 dias do plantio, seguindo a

metodologia de Alfenas e Mafia (2016), porém, foram feitas algumas modificagfes

para a casa de vegetacéo, tal qual, utilizou-se um bastao ocado como ferramenta para
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fazer uma pequena abertura no fuste da muda de 3,5mm de diametro vazio (4) a uma
altura aproximada de 3cm do colo da muda.

Na sequéncia introduziu-se um disco contendo o micélio de 3mm de @ do
isolado com o lado que tinha a estrutura reprodutiva do fungo voltado para o lenho da
planta, e, de imediato, o local foi envolvido com um algodao (umedecido com agua
destilada e auto clavada) e protegido com filme PVC por 120h, conforme (Figura 6).

As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacao durante 126
dias.

Figura 6 — Inoculacdo da muda de teca

Legenda: A) Desinfestacdo do bastdo; B) Furo de 3,5mm de &; C) Disco do micélio de 3mm
de &; D) Envolvimento com algod&o umedecido e PVC; F) Planta inoculada.
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

3.5 Caracteristicas Avaliadas

3.5.1 Caracteristicas de Producéo

As avaliagfes foram realizadas ap6s 126 dias da inoculacdo. Primeiramente,

by

foram obtidas medidas das caracteristicas relacionadas a producdo de madeira,

sendo elas:
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v Altura total da planta: medida da base da planta até o apice, utilizando uma
régua graduada de 150cm de comprimento, conforme (Figura 7);

v Diametro do colo e do apice: com o auxilio de um paquimetro digital foram
obtidos os valores dos diametros, especificados na (Figura 7). Essa medida foi
utilizada para calcular o volume da planta.

v Célculo de volume (m3): para estimar o volume da planta e leséo foi utilizado a
formula de Smalian, em razdo da grande variagdo de tamanho das plantas na

populacéo e pela diferenca no comprimento e severidade da doenca (Campos e Leite,

2

V = Volume do fuste em cm?;
T =3.1416;

D, =Diametro da base;

D2 =Diametro da ponta; e

L = Comprimento do fuste.

Figura 7 — Partes onde sdo medidas as variaveis

.........

Didmetro do Apice gasssms====*""

S Altura Total

Diametrodocolo (-lll--lll-llll

----

Legenda: Altura Total (AT); Diametro do Apice e do Colo (DAC).
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).
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3.5.2 Caracteristicas de Resisténcia da Teca a C. fimbriata

As avaliacOes de resisténcia dos genétipos de teca ao C. fimbriata foram feitas
apos 126 dias da inoculacdo. Para realizar a medicao da lesdo foi feito um corte
longitudinal no fuste e fotografado.

Posteriormente, utilizou-se o software ImageJ (2019) para fazer andlise das
imagens digitalizadas e obter os valores milimétricos das seguintes caracteristicas:
diametros (&) da ponta e da base e comprimento da lesdo conforme (Figura 8).

Com essas medidas, foi estimado o volume da lesdo conforme a formula de

Smalian (Campos e Leite, 2017).

Figura 8 — Demonstracdao da mensuracao da lesao
@ ponta

mComprimento

.........

Legenda: 1° retira-se as folhas e as raizes da planta e faga um corte longitudinal radial; 2°
medir comprimento das lesdes no sentido vertical e @ didametro da base e ponta da leséo.
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

Para calcular os valores de proporc¢éo da leséao foi utilizada a férmula proposta
por Alfenas et al. (2009): PL = CL / HP x 100, onde:
PL = Proporc¢ao da Lesao;
CL = Comprimento da leséo;

HP = Altura total da planta.
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3.6 Postulado de Koch

Apo6s efetuadas as avaliagbes destrutivas das plantas, foram recolhidas
amostras de todos 0s genoétipos e efetuado o postulado de Koch.

3.7 Anédlise Estatistica

Todas as variaveis foram submetidas a andlise de variancia pelo programa
Genes (Cruz, 2006).

Para selecionar os melhores genoétipos as caracteristicas: Altura Total da
Planta (ATP); Volume da Planta em Centimetros Cubicos (VPcms3); Tamanho da
Lesdo em Comprimento (TLC); Volume da Lesdo em Centimetros Cubicos (VLcm3);
Largura da Lesdo (LL) e Proporcdo de Ocupacédo da Lesao (PL), foi utilizada a
metodologia BLUP (melhor predicéo linear ndo viciada) (Henderson, 1984; Searle et
al., 1992).

De acordo com o modelo estatistico: y = Xr + Zg + e; em que y é o vetor de
dados, r é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos), somados a meédia
geral, g é o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatorios), e € o vetor de
erros ou residuos (aleatorios). As letras mailsculas representam as matrizes de
incidéncia para os referidos efeitos.

Tais analises foram efetuadas pelo software Selegen (Resende, 2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os 126 dias do experimento em casa de vegetacdo, em condi¢des
controladas, ndo houveram plantas murchas e/ou secas das ponteiras. A auséncia
desses sintomas pode estar relacionada ao periodo de avaliacdo do experimento que
também foi verificado em outro estudo com teca (Delmadi, 2017).

Um levantamento sintomatolégico da doenca causado pelo patégeno C.
fimbriata, feito por Ferreira et al. (2006), em plantios comerciais de eucalipto,
demonstrou que o surgimento das plantas doentes com essas caracteristicas variou
de quatro meses a cinco anos. Assim, para avaliar em curto periodo de tempo a
resisténcia/suscetibilidade que envolve o patdgenos C. fimbriata, a melhor forma é
mensurar a descoloragao do xilema, ao invés da mortalidade (Zauza et al., 2004).

Levando em consideracao a descoloragao dos vasos condutores como melhor
preceito para se avaliar culturas perenes, o resultado da avaliagcdo destrutiva dos
gendtipos de teca e mensuracdo volumétrica da colonizacdo do patégeno,
apresentou-se desenvolvimento nos sentidos ascendentes e descendentes do ponto
inoculado e com diferentes formas que se encontraram com maiores frequéncias.

As manchas largas de coloracdo marrom esverdeado se deslocando entre a
medula e os vasos condutores para ambos os sentidos da regido inoculada (A) e
outras apresentaram apenas pequenos riscos distribuidos lineares e aleatérios pelo
fuste (B), e por fim, umas demostraram apenas uma elipse envolta da regido inoculada
“I” (C), elucidadas na (Figura 9).

A elipse pode estar relacionada a reacao bioquimica da planta em reposta de
defesa ao hospedeiro, onde Firmino et al. (2013), relataram que a planta quando
invadida por fitopatdgenos, ela reage e provoca a morte e/ou isolamento das células,
formando uma camada protetora envolta da regido afetada. Dessa forma, evitando a
proliferacédo e colonizacédo do fungo para os vasos condutores (Park e Juzwik, 2014),
vista na (Figura 10), A e B.

A colonizagcdo do fungo nos vasos condutores entre a medula e o alburno
pode estar relacionada com a maior translocacdo de substancia e algumas reacdes
guimicas na planta.

Essas reacOes foram explicadas por Niamke et al. (2018), sendo elas:

oxidacao, hidrélise, metilagdo e glicosilacdo. Dentre essas reacdes, a glicosilacdo
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ajuda a promover a colonizacdo do fungo nos vasos xilematicos das plantas, por ser
a transportadora das diferentes substancias de sacarose, glicose, frutose (Yadeta e
Thomma, 2013).

Figura 9 — Sintomas primarios encontrados com mais frequéncia nos clones, apés
efetuadas as destrutivas

A
T

L

Legenda: A - larga mancha; B - Riscos; e C — elipse.
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).
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Figura 10 — Diferentes formas de proliferacdo do patégeno

Evolugédo do Patégeno

r

Wpar | |
3 a Medula e vasos condutores
B)- maior ocupagao do patégeno na medula e vasos condutores.

Legenda: 10A o expande entre a medula e vasos condutores; 10B ocupou 0S vasos e a
medula.
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

4.1 Analise de Variancia

Conforme a analise de variancia disposta na (Tabela 2), com excec¢édo da
proporcao de lesédo, as demais variaveis analisadas foram significativas pelo teste F,
indicando diferencas entre os clones avaliados (P < 0,05).

Os valores do coeficiente de variacdo experimental relacionadas as variaveis
avaliadas variam entre 22 a 31%, e, quando comparados aos CVs relacionadas as
variaveis de resisténcia, variaram entre 45 a 78%.

Esses valores de CVs estdo dentro do esperado, pois se trata de um estudo
gue evolve dois fatores biolégicos. Trabalhos como o de Vaz et al. (2015) e Santos
(2015), que estudaram os patossistemas Phytophthora Palmivora X pupunheira e C.
Cacaofunesta X Cacau, respectivamente, corroboram com o resultado obtido neste

estudo.
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Tabela 2 — Anélise de variancia das variaveis

FV GL ATP VPcms3 TLC  VLcm?3 LL PL
BLOCOS 2 13477,39 940,63 6166,89 0,23 0,62 184,84
TRATAMENTOS 36 73752,49**  2766,95** 1555,5* 0,36** 0,74** 56,04
RESIDUO 72  15492,60 1027,72 953,14 0,08 0,23 35,85
MEDIA 572,10 104,03 68,33 0,38 2,21 12,51
CV% 21,76 30,82 45,18 77,84 21,95 47,85
Legenda: Altura Total da Planta (ATP); Volume da Planta em Centimetros Cubicos (VPcm3);
Tamanho da Lesdo em Comprimento (TLC); Volume da Lesdo em Centimetros Cubicos
(VLcm3); Largura da Leséo (LL); e, Proporcéo da Pesao (PL), em gendtipos de teca inoculados
com C. Frimbiata. ** e * significativos a 1 e 5% de probabilidade; respectivamente; pelo teste
F"s ndo-significativo; pelo teste F.
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

4.2 Selecdo dos Genétipos por meio do BLUP

Foram ranqueados 15 gendtipos para cada variavel, sendo todos
selecionados pelo seu valor genotipicos (u + g) predito pelo BLUP, conforme (Tabela
3). A principal vantagem do uso deste método se encontra em estimar os valores
genotipicos livres de efeitos ambientais, e, dessa forma, representar o potencial
genético dos individuos (Resende, 2016).

Observou-se gque dentre os materiais avaliados pela ATP, se destacaram o0s
genotipos 2, 28, 26, 19 e 29. Essa variavel representa o potencial de crescimento das
plantas e também é essencial para fazer o calculo de volume.

A variavel VPcm?3, demonstrou o potencial de crescimento, tanto em diametro,
guanto pela altura dos genotipos, possibilitando selecionar os mais produtivos. Para
essa variavel, os melhores gendtipos foram: 2, 28, 25, 29 e 17. Um trabalho realizado
por Ziech et al. (2016), foi relatado que a altura da planta estabelece uma das variaveis
favoraveis a calcular o crescimento (Oliveira et al., 2018), e predizer a producao da
floresta (Silva et al., 2017), em metros cubicos.

Na variavel TLC, se destaca os clones 22, 33, 27, 29 e 15. Esses gendtipos
sdo 0s que apresentaram menores desenvolvimentos do patdégeno no sentido
tangencial vertical do fuste, entre os vasos condutores estabelecidos conforme (Figura
11).
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Figura 11 — Demonstracéo da variavel Tamanho da Lesdo em Comprimento pelo
desenvolvimento tangencial aos vasos condutores

— p-Alburno

— ¢ Medula

- — pVasos condutores

Atuacdo do patdgeno entre os vasos condutores 4

Posicées geométricas:
Vertical

L. .'---.. I:\Tangente
Fuste Harizontal

Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

Ja a variavel LL, temos os materiais 32; 30; 29; 6 e 14 que se destacaram
entre 0s outros com menores valores genotipicos. Isso demostrara 0 mecanismo
genético de defesa da planta em resposta ao desenvolvimento do patdégeno no sentido
radial, entre a medula, vasos condutores e alburno, sendo essas regidées muito
importantes, pois transportam todos as substancias quimicas e organicas (agua, seiva

bruta e elabora), que venha nutrir e ajudar no desenvolvimento da planta.

Figura 12 — Demonstracao da variavel Largura da Lesdo ao desenvolvimento radial
Albumo - 'Medula

~ -

+ Posicio geométrica:

1
¥ Raia
Vasos condutores

Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

Para a variavel VLcm?, que tem relacéo direta entre as duas variaveis TLC e
LL, foram selecionados os clones: 29, 10, 32, 30 e 27.

Através dos valores pode-se concluir, que 0s genoétipos apresentaram uma
inibicdo na colonizacédo pelo patdégeno nos sentidos ascendente, descendente e radial.
Sendo assim, possibilitou a caracterizacdo dos materiais resistentes e 0s
moderadamente resistentes.

Das cinco variaveis apresentadas, pode-se destacar como as principais a
cultura da teca, ATP e VPcm3, por indicarem boa a produtividade e VLcm3, indicando

a resisténcia a doenga da Murcha do Ceratocystis. Nesse sentido, de todos os
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genotipos estudados, o clone 29 se destacou entre os cinco melhores para todas as
variaveis e por ser 0 mais resistente.

A selecdo dos individuos ocorreu conforme a (u + g): valores genéticos
preditos pelo BLUP, posteriormente ranqueados os 15 melhores clones de T. grandis
em todas caracteristicas.

Tabela 3 — A selecdo dos individuos e os valores genéticos preditos pelo BLUP

1 2 672,863 2 124.256 22 59.463
2 28 656.071 28 119.455 33 60.252
3 26 650.254 25 118.113 27 62.066
4 19 619.738 29 114.732 29 62.411
5 29 615.821 17 113.827 15 62.523
6 17 611.532 26 112.927 11 63.346
7 6 609.043 24 109.779 25 63.355
8 25 600.543 6 109.462 36 63.496
9 31 599.516 5 109.042 10 63.510
10 32 598.710 19 108.261 21 64.435
11 7 589.321 23 107.297 5 64.577
12 20 582.343 13 106.866 6 65.001
13 5 581.71 20 106.512 30 65.199
14 16 578.460 30 106.009 35 65.944
15 10 577.904 16 105.072 32 66.831
1 29 0.303 32 1.989 29 10.793
2 10 0.311 30 2.021 25 11.124
3 32 0.314 29 2.038 33 11.324
4 30 0.314 6 2.095 6 11.414
5 27 0.317 14 2.111 10 11.464
6 22 0.321 8 2.111 15 11.473
7 18 0.325 37 2.118 26 11.479
8 33 0.327 18 2.119 27 11.485
9 6 0.330 10 2.139 32 11.669
10 25 0.330 20 2.148 17 11.731
11 36 0.335 22 2.166 11 11.743
12 8 0.337 25 2.166 5 11.904
13 37 0.338 15 2.169 31 11.907
14 21 0.338 35 2.181 22 11.933
15 35 0.340 36 2.184 30 12.172

Legenda: Altura Total da Planta (ATP); Volume da Planta em Centimetros Cuabicos (VPcm3);
Tamanho da Lesdo em Comprimento (TLC); Volume da Lesdo em Centimetros Cuabicos
(VLcm3); Largura da Lesé&o (LL) e Proporcéo da Lesé&o (PL).

Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).
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4.3 Classificacdo dos Genétipos quanto a Resisténcia ao C. fimbriata

Através dos valores obtidos pela ocupacéo do patégeno em volume (cm?3), em
relacdo a volumetria de cada gendétipo, foram separados em trés classes, conforme
(Figura 13). Posteriormente, foi gerado as trés categorias de resisténcia conforme os
valores de frequéncias: 0,0% gendtipos resistentes; 0,100 a 0,146% genotipos
moderadamente resistente; e > que 0,147% gendtipos suscetiveis, dispostos na
(Tabela 5).

Os resultados obtidos no teste de resisténcia utilizando apenas um isolado do
fungo, teve como resposta a presenca de 32 gendtipos suscetiveis, quatro
moderadamente resistentes, sendo eles: 10, 32, 30, e 27, e, apenas um resistente,
genotipo 29 conforme (Tabela 5).

Como os estudos a resisténcia da teca ao patdogeno C. fimbriata se encontram
em fase inicial. E recomendavel fazer um teste com diferentes isolados de C. fimbriata
em diferentes locais, pois, de acordo com Oliveira et al. (2016), a variabilidade
genética do fungo pode-se expressar de diferentes graus de agressividade e
patogenicidade, e, conforme as diferentes condi¢cbes edafoclimaticas das regides
(Tumura et al., 2012; Oliveira et al., 2015; Galdino et al., 2016; Stone, 2017; Nasution
et al., 2019), principalmente quando avaliadas nos vasos condutores e pelos raios
medulares (Firmino et al., 2015), pois € nessa regido que o patdégeno se desenvolve
em plantas lenhosas de producao florestal madeireira e frutiferas. Onde:

Classes (cm®) = VL* 100 / VPL
Classe-1 = Volume de ocupacéo 0,0cm3;
Classe-2 = Volume de ocupacéo entre 0,10 a 0,14cm3; e
Classe-3 = Acima de > 0,14cm?,
A classe de ocupacdo do patégeno estd representada em volume de

centimetro cubicos “vermelho” em relagédo a volumetria de cada gendtipo “verde”.

Figura 13 — Classe de ocupacao do patdégeno

C1 C2 C3
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).

24



Tabela 4 — Valores de ocupacéo do fungo Ceratocystis fimbriata em porcentagem

média para resisténcia nos 37 genotipos de T. grandis

1 84,2537 0,4304 0,5109 S
2 184,9259 2,0695 11,1191 S
3 75,7854 0,4933 0,6509 S
4 72,0744 0,4188 0,5810 S
5 124,0707 0,2773 0,2235 S
6 125,7485 10,1869 0,1487 S
7 107,7601 0,9736 0,9035 S
8 90,0323 0,2138 0,2375 S
9 68,1840 0,3927 0,5760 S
10 87,0632 0,1129 0,1297 RM
11 95,4622 0,2547 0,2668 S
12 78,4849 0,4068 0,5183 S
13 115,3677 0,6913 0,5992 S
14 64,2564 0,2351 0,3658 S
15 104,7135 10,2987 0,2852 S
16 108,1909 10,3769 0,3484 S
17 143,2091 10,4418 0,3085 S
18 88,9055 0,1669 0,1877 S
19 120,9468 0,6230 0,5151 S
20 113,9497 0,2901 0,2546 S
21 71,4119 0,2191 0,3069 S
22 62,1788 0,1531 0,2462 S
23 117,0915 0,4853 0,4145 S
24 127,0161 0,3037 0,2391 S
25 160,3556 0,1888 0,1177 S
26 139,6073 0,4468 0,3200 S
27 92,6204 0,1356 0,1464 RM
28 165,7202 0,8319 0,5020 S
29 146,8302 0,0815 0,0555 R
30 111,9394 0,1233 0,1101 RM
31 102,2091 0,3102 0,3035 S
32 96,2699 0,1214 0,1261 RM
33 75,7492 0,1767 0,2332 S
34 63,9811 0,4080 0,6377 S
35 88,8769 0,2274 0,2558 S
36 95,0749 0,2062 0,2169 S
37 78,9153 0,2178 0,2760 S

Legenda: Valores Atribuidos: R = Resisténcia (0,0%); RM = Moderadamente Resistente (0,10
a 0,19); e S = Suscetivel (> 0,2%).
Fonte: Carlos Alberto da Cunha Oliveira (2019).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse sentido, este estudo encontrou a diferenca nas formas de colonizagao
do patégeno nos 37 genotipos de teca, onde se desenvolveu, tanto no sentido
ascendente e descendente, quanto no sentido radial ao ponto de inoculacdo. Sendo
assim, a melhor forma de avaliar a resisténcia e a suscetibilidade a cultura da teca é
observar a ocupacédo do patdégeno na medula e vasos condutores.

Os gendtipos 27, 30, 32 e 10 apresentaram melhor desempenho a maioria
das variaveis, sendo classificado como moderadamente resistente. J4 o clone 29,
além de ser classificado como o Unico gendtipo resistente, este esta entre os cinco

ranqueados para todas as variaveis.
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