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RESUMO

Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae), conhecida como aroeira verdadeira, possui ocorréncia
natural do Ceara ao chaco argentino e é classificada como espécie ameacada nos ambitos nacional e
global. Um teste de progénies puro da espécie foi recentemente diagnosticado com severos danos no
tronco, apresentando sintoma de apodrecimento do fuste e alta mortalidade devido ao ataque por patogeno.
O presente trabalho teve por objetivos (i) realizar a identificacdo do patdgeno, (ii) quantificar o nivel de
infestacdo no plantio ao longo dos anos, com uso de mapas e dados de mortalidade quantificados em
campo, (iii) determinar se h& associacdo entre a ocorréncia da doenga e a infestacdo de cupins e brocas
observados no plantio, (iv) estimar a correlacdo entre trés idades quanto a estabilidade do teste em meio
a perturbacdo com a crescente mortalidade ocasionada pelo patogeno e (v) determinar a eficicia do uso
de indices de vegetacdo (NDVI) na deteccdo de mortalidade em plantios. As avaliacfes das variaveis
diametro e sobrevivéncia foram feitas nas idades de 11, 16 e 22 anos. O patégeno foi identificado como
Aspergillus niger causador de podriddo vermelha em sisal (Agave sisalana Perrine ex. Engelm). Para o
carater diametro, o teste de razdo de probabilidades revelou que ndo ha diferentes significativas entre as
progénies nas trés idades, porém o coeficiente de herdabilidade entre médias de progénies variou de
mediano (0,32) a relativamente alto (0,44), indicando a possibilidade de ganho genético. O coeficiente de
repetibilidade foi médio (0,34 + 0,03) para didmetro, tendo-se uma forte correlagdo entre anos, o que
indica o potencial de ganhos com uma selecéo precoce. Os percentuais de sobrevivéncia nas idades de 11,
16 e 22 anos de avaliagdo do teste foram de 95,7%, 92,1% e 86,1% respectivamente. Foi verificada
dependéncia espacial de sobrevivéncia entre as progénies impossibilitando a selecdo de gendtipos
resistentes. A porcentagem de mortalidade obtida a partir do NDVI foi altamente correlacionada a
mortalidade medida em campo, sendo, portanto, um método valido e eficiente para o uso proposto, além

de ser de baixo custo e de facil execugdo.

Palavras-chave: NDVI, Aspergillus niger, Coeficiente de repetibilidade, herdabilidade.



ABSTRACT

Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae), known as “aroeira”, occurs naturally from Ceara to
the Argentine Chaco and is classified as an endangered species in Brazilian and global levels. A M.
urundeuva progeny test was recently diagnosed with severe damage to the trunk, showing symptoms
of stem rot and high mortality due to a pathogen attack. The present work had as objectives (i) to
carry out the identification of the pathogen, (ii) to quantify the level of infestation in the plantation
over the years, raising a history of the area using vegetation indexes (NDVI) estimated from satellite
maps and mortality data measured in the field, (iii) to determine if there is an association between the
occurrence of the disease and the infestation of termites and borers observed in the planting, (iv)
estimate the correlation between three ages regarding the stability of the test amidst disturbance with
the increasing mortality caused by the pathogen and (v) determine the effectiveness of NDV I analysis
in detecting mortality in plantations. Measurements of tree diameter and survival were made at the
ages of 11, 16 and 22 years. The pathogen has been identified as Aspergillus niger causing red rot in
sisal (Agave sisalana Perrine ex. Engelm). For tree diameter, the likelihood ratio test revealed that
there are no significant differences among progenies at the three ages, but the heritability coefficient
among progenies means for diameter ranged from median (0.32) to relatively high (0.44), indicating
the possibility of genetic gain. The repeatability coefficient was medium (0.34 £ 0.03) for diameter,
with a strong correlation among years, which indicates the potential for gains with an early selection.
The percentages of survival at ages 11, 16 and 22 years were 95.7%, 92.1% and 86.1%, respectively.
We found spatial dependence of survival among progenies, hindering the selection of resistant
genotypes. The percentage of mortality obtained from NDVI was highly correlated with the mortality
measured in the field, being, therefore, it is a valid and efficient method for the proposed use, besides

being of low cost and easy to carry out.

Keywords: NDVI, Aspergillus niger, Repeatability coefficient, heritability.
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1. Introducéo

De ocorréncia natural desde o Cearé até Sao Paulo, Myracrodruon urundeuva Fr. All (Anacardiaceae)
é conhecida como aroeira-verdadeira ou aroeira preta. Caracterizada por possuir madeira de crescimento
lento a moderado, com cerne durével, altamente resistente, elastica, resistente a cupins, recebe excelente
polimento e, quando seca, é de dificil trabalhabilidade (Queiroz et al. 2002; Canuto et al. 2016). Em
consequéncia da elevada qualidade da madeira, a espécie foi extremamente explorada e atualmente se
encontra na lista oficial das espécies ameacadas de extin¢do da IUCN na categoria vulneravel (Rodrigues
etal. 2017).

Segundo Canuto et al. (2016), devido as elevadas acdes antropicas de exploracao da espécie, tém-se
feito uso da conservagéo ex situ, por meio de testes de progénies e procedéncias, que promovem assim
maior garantia da conservacdo da diversidade genética das populagdes. Como exemplo, cita-se 0 Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) de M. urundeuva na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE), da
Faculdade de Engenharia de llha Solteira (FEIS/UNESP), localizada no municipio de Selviria, Mato
Grosso do Sul, composto por 19 plantios da espécie, oriundas de 12 procedéncias, em plantios puros e
sistemas mistos com diferentes combinacdes de espécies.

Além de conservar amostras representativas das populagdes naturais, retendo alelos e combinages
génicas, os testes de progénies e procedéncias configuram materiais de base valiosos para o
desenvolvimento de programas de melhoramento genético. A caracterizacdo e avaliacdo desses plantios
possibilita que pardmetros genéticos sejam estimados, o0 que é essencial para a escolha das melhores
estratégias de conservacdo e melhoramento de M. urundeuva (Guerra et al. 2009; Riva et al. 2020).
Segundo Guerra et al. (2009), parametros genéticos como a variabilidade genética, sua distribuicdo entre
e dentro de progénies e a proporcao da variacdo fenotipica devido aos efeitos genéticos e ambientais de
uma populagdo constituem ferramenta bésica para se definir as estratégias de melhoramento a serem
aplicadas de modo a preservar o maximo da variabilidade das populac@es base e obter ganhos genéticos
com a selecéo.

Um teste de progénies puro da espécie plantado em 1997 na FEIS/UNESP foi recentemente
diagnosticado com severos danos no tronco, apresentando sintomas de trincamento, apodrecimento do
tronco e mortalidade sob suspeita do ataque de patdgeno. Assim, devido a urgente necessidade de se evitar
a perda deste material, faz-se necessérias a identificacdo do patdgeno e 0 mapeamento da mortalidade no
plantio, para que assim possa-se propor estratégias de intervencédo no plantio para tentar conter o avanco
do ataque.

A fim de se levantar o historico de evolucdo da doenca, utilizamos dados de mensuracfes em trés
diferentes idades do teste. Considerando que nem sempre 0s pesquisadores tém acesso a dados de

avaliacOes fenotipicas em diferentes idades para quantificar o avanco direcionado da mortalidade em
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plantios, ha necessidade de que outras estratégias de quantificacdo do avanco da mortalidade sejam
utilizadas e validadas. Como recurso para analise fitossanidade de plantios, propomos o uso de indices de
vegetacdo (VIs) estimados a partir da anélise de mapas, os quais possibilitam avaliar o estado de satde de
plantios e detectar casos de estresse hidrico e doengas, sendo que um dos indices de vegetagdo mais
comumente usados e estudados € o indice de vegetacdo de diferenga normalizada (NDVI) (Rouse et al.,
1973; Costa et al. 2020). Assim, de posse das analises de mortalidade, tanto com base nos dados
fenotipicos coletados em campo quanto as analises de NDVI, realizaremos a comparacdao entre as
metodologias e a eficacia do NDVI na deteccdo de mortalidade em plantios, sem a necessidade de
deslocamentos a campo.

Assim o presente trabalho teve por objetivo principal ampliar os conhecimentos referentes a relacdo
aroeira e patdégeno, por meio de uma avaliacdo multidisciplinar do teste de progénie com sintomas de
ataque por patdgeno. Os objetivos especificos sao (i) realizar a identificacdo do patdgeno, (ii) quantificar
o nivel de infestacéo no plantio ao longo dos anos levantando um historico com uso de imagens de satélite
e dados de mortalidade quantificados em campo, (iii) determinar se ha associacdo entre a ocorréncia da
doenca e a infestagéo de cupins e brocas observados no plantio, (iv) estimar a correlagdo entre trés idades
qguanto a estabilidade do teste em meio a perturbacdo com a crescente mortalidade ocasionada pelo

patdgeno e (v) determinar a eficacia da analise de NDVI na detecgdo de mortalidade em plantios.

2. Metodologia

2.1. Informac0es sobre a espécie

O termo aroeira tem sido usado para designar plantas classificadas em quatro géneros, Lithraea,
Schinus, Myracrodruon e Astronium, onde o termo aroeira é originario da abreviatura de “araroeira”, ou
seja, da juncao de “arara” com o sufixo “eira”, e significa arvore da arara (Queiroz et al., 2002; Silva et
al., 2018). Pertencente a familia Anacardiaceae, Myracrodruon urundeuva, é uma espécie secundaria de
porte arboreo, copa grande, caducifélia com tronco retilineo, podendo chegar a altura de 20 a 30 m. Nativa
da Ameérica do Sul, distribui-se no Brasil desde o Ceara até o Parand e Mato Grosso do Sul, sendo mais
frequente na Regido Nordeste. E encontrada em diferentes formagdes vegetacionais: Floresta Estacional
Semidecidual; Floresta Estacional Decidual; Cerrado e Cerraddo; Caatinga; Chaco e Pantanal (Carvalho,
1994). Como consequéncia da expansao de areas agropecuarias e demais agdes antropicas, M. urundeuva
encontra-se na lista oficial de espécies da flora brasileira ameacadas de extin¢do, na categoria vulneravel
(Rodrigues et al. 2017).

Mesmo tendo sido classificada com uma espécie secundaria (Kageyama et al., 1990), M. urundeuva
é também considerada como secundaria/pioneira antropica, termo este que se refere a espécies secundarias

gue sdo normalmente raras na floresta primaria, mas em areas antropicas comportam-se como pioneiras
14



(Queiroz et al. 2002). Como a espécie € heliofita, ndo € comum o aparecimento de plantulas em mata
fechada, mas ao entorno das florestas (Nogueira, 2010). Por essa caracteristica, a espécie apresenta
potencial para recuperacdo de areas degradadas ou perturbadas, mesmo sendo altamente exigente no ponto
de vista nutricional (Kratka e Correia, 2015).

Myracrodruon urundeuva é considerada madeira de lei, pois possui madeira muito densa e resistente
acupins, recebe excelente polimento, de coloracdo avermelhada e quando seca € de dificil trabalhabilidade
(Queiroz et al. 2002; Silva et al. 2018). Testes realizados pelo Instituto de Pesquisas Tecnologicas (IPT)
classificaram-na como muito duravel, sendo incluida no grupo de madeiras imputresciveis, contendo,
além disso, a formacédo de extrativos como o tanino, o qual é produzido pela propria arvore no processo
de transformacao de cerne e alburno. Os taninos possuem efeitos fungicida e inseticida, atuando como
barreiras de protecdo quimica e mecénica (Queiroz et al. 2002).

Atualmente, ha relatos da eficicia de extratos da casca, cerne e folhas de M. urundeuva contra
infecgBes fungicas e bacterianas, bem como a sua atividade repelente de cupins e de inseticida contra o
Aedes aegypti (Sarria et al. 2018). Alem disto, foi relatado em lectinas isoladas do cerne de M. urundeuva,
um efeito antifingico sobre Fusarium spp., a qual pode ser encontrada danificando madeira. Atividade
termicida sobre Nasutitermes corniger de lectinas isoladas da casca, cerne e folhas também ja foi relatada
(Souza et al. 2011).

Segundo Oliveira (2015), estas informacGes quanto a eficacia de extrativos de casca, cerne e folhas
contra infecgdes fungicas e bacterianas d&o indicios de uma possivel resisténcia de M. urundeuva a
organismos patogénicos, entretanto, estudos realizados nesta linha com a espécie basearam-se somente na
andlise bioquimica de seus extrativos, sendo necessarios mais estudos e avalia¢cbes em campo de plantios
de forma que sejam conclusivos quanto a resisténcia ou nao de M. urundeuva a organismos patogénicos,

o0 grau e a velocidade de progressdo das possiveis doencas, caso presentes.

2.2. Caracterizacao da area e do plantio

O teste de progénie foi instalado na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE), da Faculdade
de Engenharia de Ilha Solteira (FEIS/UNESP), no municipio de Selviria, MS (Figura 1). O solo na FEPE
é classificado como Latossolo Vermelho Distréfico argiloso, A moderado hipidistrofico, alico, caulinitico,
férrico, compactado, muito profundo e moderadamente acido (SANTQOS, 2018a). O clima da regido é
classificado como Aw, segundo o sistema Koeppen, a temperatura e a precipitacdo média anual estdo em

torno de 24,5°C e 1.300 mm, respectivamente (Santos e Hernandez, 2012).
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Figura 1. Localizacdo do experimento na Fazenda Experimental da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira, em Selviria,

Mato Grosso do Sul, Brasil.

O teste de progénies foi estabelecido em 1997, a partir de sementes de polinizagao livre procedentes
de 30 arvores maternas em Paulo de Faria — SP. Encontra-se plantado em um espacamento de 3 x 1,5 m,
é constituido de 30 progénies, trés repeti¢oes, 10 plantas por parcela linear, em delineamento de Blocos
Completos Casualizados (DBC). Ha uma bordadura de uma linha da mesma espécie ao redor de todo o

experimento (Oliveira et al., 2000).

2.3. Medicdes de diametro e avaliacdo da mortalidade

Aos 22 anos de implantacdo do experimento, foram realizadas medicdes de CAP (circunferéncia a
altura do peito) com uso de fita métrica, posteriormente convertido em didmetro (DAP).

A mortalidade foi quantificada por meio do registro do nimero de falhas e arvores mortas presentes
no plantio. E considerada falha a situagio em que n&o ha arvore, devido & morte da planta, seja por morte
ocasionada por doenca em reboleira ou demais condi¢fes ambientais. Foram também classificadas como
mortas as arvores que ainda estdo presentes no plantio, mas com 100% de desfolha, degradagdo do fuste
e demais sintomas de ataque por patogeno, tais como a murcha das folhas, envassouramento e o

manchamento do fuste. Para fins de comparacdo da taxa de mortalidade, foram ainda obtidos dados de
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medicdes anteriores do mesmo teste, realizadas aos 11 (Moraes et al. 2012) e aos 16 anos (Bertonha et al.,

2016), disponibilizados pelos autores.

2.4. Coleta de amostra para identificacdo da espécie de patdgeno

A coleta das amostras de discos foi realizada de forma destrutiva, com uso de motosserra. As amostras
foram retiradas de duas arvores que apresentavam sintomas de ataque do patégeno como murcha das
folhas, manchamento do cerne e apodrecimento das raizes (Figura 2). Todas as amostras foram

acondicionadas em freezer a -20°C para realizacdo de analises para identificacdo do patdgeno.

Figura 2. Sintomas das arvores do plantio. (a) Manchamento do fuste e broqueamento por insetos xiléfagos. (b)

Amostra de casca manchada pelo patdégeno. (c) Murcha das folhas. (d) Fuste com broqueamento por insetos xil6fagos.
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2.5. Avaliacéo da associacao da doenca a infestacédo de cupins

Para avaliar se hd uma associacdo da ocorréncia da doenga com a presenca de cupins, avaliou-se a
presenca ou auséncia de cupinzeiros em toda a area do plantio, e a presenca e auséncia destes insetos nas
arvores. A anélise desses resultados foi qualitativa, usando com base o conhecimento de habito de vida

das diferentes especies de cupins.

2.6. Analise de dados de didametro e sobrevivéncia

Os dados fenotipicos de DAP e sobrevivéncia foram analisados com uso do software Selegen-
REML/BLUP (Resende, 2016). Para realizar a avaliagdo de individuos em progénies de meios-irmé&os (ou
polinizacdo aberta em espécies alégamas), foi utilizado o modelo 93, o qual trata-se de um modelo para
andlise de dados de experimentos em delineamento de blocos completos. Baseia no seguinte modelo

matematico (Eq. 1):

y=Xr+Za+Wp+e (1)
em que y € o vetor de dados, r € 0 vetor dos efeitos de repeticao (assumidos como fixos) somados a média
geral, a é o vetor dos efeitos genéticos aditivos individuais (assumidos como aleatérios), p é o vetor dos
efeitos de parcela, e é o vetor de erros ou residuos (aleatdrios). As letras mailsculas representam as
matrizes de incidéncia para os referidos efeitos (Resende, 2016). Assim, a partir deste modelo, foram

estimados o0s seguintes parametros genéticos (Vencovsky e Barriga, 1992; Resende, 2002):

a) \Variancia genética aditiva (62)
62 = [aata+ &2 tr (A7C?)] /g )

a

b) Variancia ambiental entre parcelas (52)
62 = [c’c + 62tr C33] /$1 (3)

¢) Variancia residual (ambiental + néo aditiva) (G2)

A ! ! ! Al ! A ! 4
62 =yy—r'X'y—aZ'y—cWy/IN-rx)], D
onde C?%e €33 vem da inversa de C.

C: matriz de coeficientes das equacdes do modelo misto.
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d)

9)

h)

)

Ci1 Cip Ciz3 Cy - ctt ct2 ¢c13 cv

-1 = Cy1 Cyp (3 Cyy _|c*t c* c¢* c*
C31 (33 (33 C3y c3t (32 (¢33 (¢34
C41 C42 C43 C44 C41 C42 C43 C44

tr: operador matricial.
r(x): posto da X.

N, q, s;: numero de individuos, individuos por progénie e parcelas, respectivamente.

Variancia fenotipica individual (c”szf )
6% = 6% + &2 + & ®)
Herdabilidade individual dos efeitos aditivos (ﬁg)
~2
h2 = 2a 6)
a 22
Ot
Coeficiente de determinacdo dos efeitos de parcelas ((f S)
~2
gz _ OS¢ (7)
P2
SKi
Herdabilidade da média de progénies (ﬁrf])
~2
ﬁz _ 1/4x 0y, (8)
m ~2 ~2 A2
) GC (0,75><Ga+6e)
2X0at r t nxr
Acurécia (rs,)
Herdabilidade aditiva dentro de parcela ( ﬁsd
. 0,75% G2
hZ — ! a (9)
ad A2 A2
0,75x 0, + O
Coeficiente de variagéo genética aditiva individual (CV;%)
&7
CVgi% = W x 100 (10)

19



k) Coeficiente de variagdo genotipica entre progénies (CV %)

/0,25 x 65

) Coeficiente de variacdo experimental (CV,)

CV,% = x 100 (12)

onde r é 0 numero de repeti¢des, n € 0 nimero de plantas por parcelae m € a media geral.

m) Coeficiente de variagdo relativa (CV, )

Cv,,%
CV.%

(13)

cv,

n) Meédia geral (m)

Obteve-se os valores de deviance e qui-quadrado para anélise da significancia da diferenca entre
progénies e entre parcelas, por meio do teste de razdo e verossimilhanca (LRT). O LRT é obtido pela
diferenca entre as deviances para modelos sem e com o efeito a ser testado (progénie e parcela), utilizando
os valores do teste de qui-quadrado para avaliar a significancia dos modelos.

Posteriormente, o modelo 8 foi utilizado para obtengéo dos valores de repetibilidade individual, o
qual trata-se do modelo para anélise de dados de experimentos em Delineamento em Blocos Completos
com Resultado por Individuo para avaliagdo em um local e em varias colheitas ou safras. Esse baseia-se
no seguinte modelo matematico (Eq. 14):

y=Xm+Za+Wp+Ts+e (14)
em que y € o vetor de dados, m € o vetor dos efeitos das combinacGes medicao-repeticdo (assumidos
como fixos) somados a média geral, a é o vetor dos efeitos genéticos aditivos individuais (assumidos
como aleatorios), p € vetor dos efeitos de parcela (aleatdrios), s é vetor dos efeitos permanentes
(aleatorios) e e é o vetor de erros ou residuos (aleatdrios). As letras mailsculas representam as matrizes
de incidéncia para os referidos efeitos. O vetor m contempla todas as medi¢Ges em todas as repeticdes e
ajusta simultaneamente para os efeitos de repeti¢Ges, de medicgdo e da interacdo entre repeticdo e medicéo

(Resende, 2016). Avaliou-se também se a selecdo precoce para diametro seria efetiva.
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2.7. Mapeamento da taxa de sobrevivéncia

Em comparativo com os dados de sobrevivéncia medidas em campo e descritas no item anterior,
utilizou-se imagens de satélite para contabilizar a taxa percentual de sobrevivéncia do teste ao longo dos
anos. Foram analisadas imagens orbitais do satélite Landsat (30 metros) nos anos de 2008 (11 anos), 2013
(16 anos) e 2019 (22 anos), os quais coincidem com os anos de avaliagdo fenotipica. A escolha do satélite
se deu pela disponibilidade de imagens orbitais para 0s anos em questdo, sendo utilizadas imagens do
ultimo més de cada ano, sendo elas pré-processadas com as devidas correcoes.

Para isso utilizou-se as bandas de infravermelho préximo (IVP) e vermelho (V) para compor o indice
de vegetacdo da diferenca normalizada (NDVI), desenvolvido por Rouse et al. (1973). Embora existam
muitos indices de vegetacdo, o mais frequentemente utilizado para a caracterizacdo da vegetacao € o
NDVI, por oferecer bons contrastes em relacdo a outros elementos da paisagem.

De acordo com Qiu et al. (2021), os produtos NDVI tradicionais tém sido usados com sucesso em
muitas aplicagdes, como estimativa de produtividade da vegetacdo (Ruimy et al., 1994; Prince e Goward,
1995; Myneni et al., 2002), monitoramento de fenologia (Zhang et al., 2004; Delbart et al., 2006; Cao et
al., 2018), e mapeamento da cobertura da terra e deteccdo de mudancas (Lunetta et al., 2006; Gao et al.,
2017).

O indice NDVI estima a atividade fotossintética por uma combinacdo de bandas de vermelho (V) e
infravermelho proximo (IVP) que s@o geralmente condicionadas pela presenca de clorofila (Eq.3). O
indice NDVI varia em uma escala entre -1 e +1 e valores maiores representam maior atividade
fotossintética, o que indiretamente indica uma vegetacdo mais densa (Spadoni et al. 2020).

IVP -V
IVP +V

NDVI =

(15)

O preé-processamento das imagens e o calculo do NDVI foram realizados em Sistema de Informacao
Geografica (S1G), sendo os dados padronizados para o datum SIRGAS 2000, 23S.

Utilizou-se de uma reclassificacdo, para extrair informacdes das imagens de NDVI e reconhecer
padrdes e objetos homogéneos e para mapear as areas da superficie terrestre, as quais correspondessem

aos plantios de M. urundeuva.

2.8. ldentificacdo do patdgeno

Primeiramente ao levar as amostras de disco para o laboratorio foi realizada a limpeza dos discos
afim de evitar contaminantes. Seguindo a metodologia descrita pelo Manual para Laboratério de

Fitopatologia (Fernandez, 1993) e a metodologia para isolamento e caracterizacdo de patdgenos
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endofiticos associados a plantas do cerrado, utilizado por Torres (2018), os discos foram lavados repetidas
vezes na seguinte ordem:

e Lavagem em agua;

e Lavagem em etanol 70% por 1 minuto;

e Lavagem em hipoclorito de sodio a 2 % por 4 minutos;

e Lavagem em etanol 70% por 1 minuto;

e Trés lavagens com agua destilada estéril;

e Banho ultra-som 40 kHz por 10 minutos;

e Trés lavagens com agua destilada estéril;

e Lavagem em etanol 70% por 30 segundos;

e Duas lavagens com agua destilada estéril.

Conforme a mesma metodologia, prosseguiu-se para o isolamento do patégeno das amostras com uso
de uma alca descartavel estéril, transferindo-se fragmentos de discos para placas de Petri contendo o meio
de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) sintético deixando crescer por 7 dias em estufa bacterioldgica a
30°C. Em seguida, o isolamento foi repetido até que se obtivesse culturas puras do patdgeno de coloragdo
preta. Das culturas puras ja isoladas para analise microscopica, foram preparadas laminas para analise

microscépica do patogeno.

e

Figura 3. Isolado do patégeno em meio de cultura BDA, inoculado a partir de amostras de disco de arvores
contaminadas.

Feito o isolamento do patégeno, as amostras de isolados em placas de petri foram enviadas para o
Laboratério de Genética do Departamento de Fitopatologia e Nematologia da USP/ESALQ -
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Piracicaba/SP, onde foi feita a analise molecular. A metodologia de extracdo de DNA, amplificacdo dos

locos e sequenciamento esta descrita em Santos et al. (2018b).

3. Resultados e Discussao
3.1. Avaliagdo da associacao da doenca a infestacdo de cupins

N&o foram observados cupinzeiros no plantio e em suas proximidades, podendo-se concluir que
0S cupins presentes em algumas arvores tratam-se de uma espécie degradadora que se alimenta de madeira
morta. Supde-se, para este caso, que essa interacdo é benéfica para o solo, pois os cupins devolvem os
nutrientes da madeira morta. Presumimos, entdo, que a degradacdo da madeira por cupins sO esta
ocorrendo ap6s a morte das arvores.

Segundo Chagas (2016), o habito alimentar dos cupins os classifica em quatro grupos funcionais:
1) xil6fagos: se alimentam de madeira so6lida ou moderadamente deteriorada, fazendo galerias nos troncos;
2) humivoros: se alimentam de humus e matéria organica do solo; 3) ceifadores ou comedores de
serrapilheira: folhas, grama, fragmentos de madeira morta e serrapilheira; e 4) intermediarios: se
alimentam de matéria organica em elevado estado de decomposi¢do ou ndo se encaixam em nenhum dos

grupos anteriores. Sendo a espécie encontrada na area pertencente ao grupo de ceifadores.

3.2. Andlise da variavel DAP

Para a variavel DAP, os valores de deviance mostraram que ndo ha diferenca significativa entre
as parcelas e entre progénies nas idades avaliadas, considerando o nivel de significancia de 5% de
probabilidade (Tabela 1). Segundo Bertonha (2016), este resultado pode ser devido a qualidade do
delineamento experimental, com nimero alto de individuos aparentados por parcelas. Os valores ndo
significativos desse parametro ndo comprometem a selecdo das melhores progénies, haja vista 0s
consideraveis valores de herdabilidade média entre progénies encontrados no presente estudo para o
carater DAP (Tabela 2).

Ja para efeito de bloco os valores de F obtidos de 7,1579 (11 anos), 6,7951 (16 anos) e 11,0392
(22 anos) foram significativos ao nivel de 1% (F;,, = 5,420), mostrando a diferenca entre blocos no

desenvolvimento das progénies, devido a fatores ambientais.

Tabela 1 — Valores de deviance do teste de razdo de verossimilhan¢a (LRT) para varidvel didmetro. Onde: ns indica

diferenca ndo significativa para o teste de qui-quadrado a 5% com um grau de liberdade.

Valores de qui-quadrado
Idade 11 16 22

(anos)
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Progénie 1,42 3,19™ 2,65™

Parcela 1,92m 0,75"™ 0,48

A partir dos componentes de variancia e dos parametros genéticos (REML Individual) estimados para
a variavel DAP (cm) foi feita a caracterizacdo da populagéo estudada (Tabela 2). A variancia ambiental
entre parcelas manteve-se baixa ao longo dos anos, variando de 0,21 a 0,19, o que demonstra que o
delineamento experimental foi eficiente no controle local. Os ataques de patdgeno e outros fatores
edafoclimaticos de perturbacdo também podem afetar altamente a variancia residual e fenotipica. Assim,
a variancia residual (ambiental + ndo aditiva) aumentou de 6,2850 aos 11 anos para 10,9070 aos 22 anos,

demonstrando o efeito de fatores ndo genéticos no desenvolvimento das progénies (Tabela 2).

Tabela 2 — Componentes de variancia e estimativas de parametros genéticos para a varidvel DAP (cm) em um teste de

progénies de Myracrodruon urundeuva em trés idades, em Selviria-MS.

Pardmetros 11 anos 16 anos 22 anos
Variancia genética aditiva (62) 0,5522 1,2190 1,3572
Variancia ambiental entre parcelas (6§ ) 0,2108 0,1955 0,1884
Variancia residual (ambiental + ndo aditiva) (65) 6,2850 8,9128 10,9070
Variancia fenotipica individual (62f ) 7,0480 10,3273 12,4526
Herdabilidade individual dos efeitos aditivos ( ﬁg) 008+005 0,12+007 011+0,07
Herdabili. indiv. ajustada para os efeitos de parcela (ﬁjJ ) 0,08 0,12 0,11
Coeficiente de determinagéo dos efeitos de parcelas (é s) 0,0299 0,0189 0,0151
Herdabilidade da média de progénies (F\rf1 ) 032 0,44 0,42
Acuracia (I,) 0,5495 0,6354 0,6087
Herdabilidade aditiva dentro de parcela ( ﬁgd ) 0,06 0,09 0,09
Coeficiente de variagéo genética aditiva indiv. (CV ;%) 8,75 11,84 11,88
Coefic. de variagéo genotipica entre progénies (CV,, %) 4,37 5,92 5,94
Coeficiente de variagdo experimental (CV,) 11,05 11,64 11,99
Coeficiente de variacdo relativa (CV, ) 0,39 0,51 0,50
Média geral (M) 8,49 9,33 9,80

Os valores para herdabilidade individual no sentido restrito (aditiva) (h2) para DAP foram baixos

(de 0,08 a 0,11) e ndo variaram significativamente ao longo dos anos, considerando os valores de desvio
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padréo, o que significa que os efeitos aditivos ndo foram afetados pelas perturbagdes sofridas no teste.
Esses valores indicam um baixo controle genético do carater analisado e a pequena possibilidade de obter
progressos genéticos por meio de selecdo individual. Geralmente, para Myracrodruon urundeuva
aproximadamente aos 20 anos de idade, os valores de herdabilidade variam entre baixa e moderada
magnitudes (variando entre 0,02 e 0,15) (Freitas et al. 2007).

Por outro lado, o coeficiente de herdabilidade entre médias de progénies variou de mediano (0,32)
a relativamente alto (0,44) entre as idades avaliadas, sugerindo a possibilidade de se obter ganhos
genéticos com a selecdo das melhores progénies. A acuracia da selecdo de progénies variou de 0,54 a 0,64
entre idades, sendo considerada moderada (considera-se alta > 0,70) (Tabela 2). J& os valores do
coeficiente de variacdo genética em nivel de individuo aumentaram com a idade (de 8,75% a 11,88%),
bem como os valores de coeficiente de variacdo genética entre progénies de 4,37% a 5,94% (Tabela 2).

A variancia aditiva ndo teve mudanca significativa ao longo das trés idades, o que indica uma forte
correlagdo entre anos. Esses resultados sugerem que uma selecdo precoce, aos 16 anos, teria resultado em
ganho genético similar que uma selecdo aos 22 anos.

Outro indicador da possibilidade de se obter ganhos com uma selecdo precoce € o valor do
coeficiente de repetibilidade obtido para o DAP (0,3425 + 0,0334), classificado como repetibilidade média
(0,30 < r <0,60) (Resende, 2002). A repetibilidade individual permite avaliar o dispéndio de tempo e de
méao-de-obra necessarios para que a selecdo de individuos geneticamente superiores seja feita com
acuracia desejada pelo pesquisador. Valores altos da estimativa do coeficiente de repetibilidade indicam
que é possivel predizer o valor real dos individuos com um ndmero relativamente pequeno de medicdes
(Bruna et al. 2012). O valor médio obtido para DAP nesse trabalho pode indicar a possibilidade de, em

um menor tempo, se fazer a selecéo de individuos geneticamente superiores, ou seja, uma sele¢éo precoce.

3.3. Analise da variavel sobrevivéncia

Os percentuais de sobrevivéncia obtidos foram de 95,7% (11 anos), 92,1% (16 anos) e 86,1% (22
anos), sendo considerados altos mostrando a boa adaptacdo da populacdo as condi¢des ambientais da
regido de Selviria. Além da mortalidade por fatores ambientais, que ocorrem aleatoriamente com a idade,
0 aumento da mortalidade nos anos mais recentes decorre do avanco do ataque pelo patégeno. A evolucéo
da mortalidade com o avanco na idade dentro das progénies no croqui experimental (Figura 4) indica que,
aos 11 anos, a mortalidade apresenta-se distribuida aleatoriamente na area, com uma ou duas arvores
mortas por parcela no experimento. Ja aos 22 anos, pode-se notar uma maior mortalidade na extremidade
do plantio mostrando o avanco do patdgeno no experimento, com uma dependéncia espacial, que ja

comegou a aparecer aos 16 anos.
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Figura 4. Croqui do experimento demonstrando a quantidade de arvores mortas nas trés medicoes. Os nimeros

indicados nas células representam o codigo da progénie.

O teste de razdo de verossimilhanca (LRT) mostrou diferencas significativas ao nivel de significancia
de 1% entre as parcelas nas avaliagdes aos 16 e aos 22 anos (Tabela 3). Os resultados indicam que tem
ocorrido com dependéncia espacial (Figura 4).

Ja para efeito de bloco, os valores de F,,;. obtidos de 1,1783 (11 anos), 0,7339 (16 anos) e 0,4791 (22
anos) ndo foram significativos a nivel de 1% (F.,, = 5,420), mostrando que os trés blocos vém sendo

atacados em reboleira pelo patdgeno igualmente pela bordadura.

Tabela 3 — Valores de deviance do teste de razdo de verossimilhanga (LRT) para varidvel sobrevivéncia. Onde: (**) P<0,01

e ns (ndo significativo) a 5% para o teste de qui-quadrado com um grau de liberdade.

Idade (anos)

11 16 22
Progénie 0,01 ns 0ns 1,09 ns
Parcela 0,39 ns 98,91** 181,88**

3.4. ldentificacdo do patdgeno

As sequéncias de ITS e GAPDH obtidas, quando comparadas as sequéncias do banco de dados
NCBI/Genbank usando a ferramenta BLAST, exibiram mais de 98% de identidade a sequéncias de
Aspergillus niger. As sequéncias de beta-tubulina ndo apresentaram qualidade suficiente para as analises
comparativas. Embora tenha-se visualizado uma banda Gnica no gel de agarose, podem ter sido
amplificadas multiplas regides de tamanho proximo, indistinguiveis no gel. As sequéncias diferentes
apareceram sobrepostas no sequenciamento, impossibilitando uma leitura clara dos resultados.

Nas imagens da lamina em microscopio, foram visualizados conidios pequenos, esféricos, com

morfologia compativel com A. niger (Figura 5).
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Figura 5. Imagem dos conidios de Aspergillus niger em lamina.

Atualmente ndo se tem relatos de Aspergillus niger ocasionando mortalidade de plantas da familia
Anacardiaceae, como M. urundeuva. Ha& apenas um relato de infestacdo por A. niger em sisal (Agave
sisalana Perrine ex. Engelm), causadora da podriddo vermelha (Souza e Soares, 2013). S& (2013) destaca
a eficiéncia de biocontrole de A. niger em sisal por meio de inoculacao de fungos do género Trichoderma
spp., 0s quais tém sido destacados em trabalhos como agentes de controle de diversos fitopatdgenos.

Para confirmacdo definitiva da acdo de Aspergillus niger como patdégeno causador dos sintomas
observados no plantio, é necessario realizar o teste do postulado de Koch. Segundo Valerio et al. (2015),
0 teste se baseia no estudo realizado por Koch, que organizou quatro critérios necessarios para provar que
um microrganismo especifico ocasiona uma doenca em particular: a) um microrganismo especifico pode
sempre estar associado a uma doencga; b) o microrganismo pode ser isolado e cultivado em cultura pura,
em condicdes laboratoriais; ¢) a cultura pura do microrganismo produzira a doenca quando inoculada em
um hospedeiro susceptivel; d) é possivel recuperar o microrganismo inoculado da planta infectada

experimentalmente. Futuramente, procederemos ao cultivo do Aspergillus niger obtido a partir das
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amostras para posterior inoculacdo em arvores de Myracrodruon urundeuva e observacdo dos sintomas

decorrentes da contaminagao.

3.5. Mapeamento da taxa de sobrevivéncia

As classificacdes de alto vigor, médio vigor e solo nu sem presenca de biomassa (Figura 6) a partir do
calculo do NDVI, demonstraram taxas de sobrevivéncia para os anos 2008 (11 anos), 2013 (16 anos) e
2019 (22 anos) de 90,75%, 89,86% e 84,30%, respectivamente. Em comparacéo, a taxa de sobrevivéncia
medida em campo nas mesmas idades foi de 95,7%, 92,1% e 86,1%, com uma correlacdo de 0,979
considerada forte positiva entre os valores de NDVI e as taxa de sobrevivéncia medidas a campo.
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Figura 6. NDVI calculado para o experimento de Myracrodruon urundeuva aos 11 (A), 16 (B), e 22 anos (C), Fazenda

Experimental da UNESP, em Selviria, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Os indices de vegetacdo ressaltam a resposta espectral da vegetacdo em relacdo ao solo e a outros
alvos da superficie terrestre devido ao comportamento antagdnico da reflectancia da vegetacao nas regides
espectrais do infravermelho préximo e do visivel (Ponzoni e Shimabukuro, 2007) e corroboram com 0s
dados obtidos em campo para a espécie.

Diante dos resultados, verificou-se que as classes geradas em fungéo do vigor vegetativo (NDVI)
foram capazes de diferenciar as taxas de sobrevivéncia da espécie, e, mostrou-se um método promissor
devido a acurécia e a facil obtencdo. Ressalta-se que, para melhores resultados, seria ideal a utilizacdo de
imagens com maior resolucéo espacial.
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3.6. Estratégias de manejo

Além da possibilidade se realizar o biocontrole de A. niger por meio de inocula¢do de fungos do
género Trichoderma spp., como feito para culturas de sisal, outras estratégias que podem vir a retardar a
progressdo do fungo no experimento, ou até conté-lo sdo a execucdo de desbaste ou replantio nas
entrelinhas do experimento.

O desbaste de 50% aumentaria o espagamento de forma a retardar a progresséo do fungo de arvore a
arvore. Ja o desbaste seguido do plantio de outra espécie nas entrelinhas do experimento nao s6 aumentaria
0 espacamento entre os individuos de M. urundeuva, como também formaria barreiras com arvores
resistentes nas entrelinhas, evitando que o fungo progrida para o resto do experimento. A espécie mamica-
de-porca (Zanthoxylum rhoifolium) pode ser uma opcéo adequada, uma vez que ocorre em ambientes com

a ocorréncia desse fungo.

4. Conclusoes

Os cupins presentes na area nao possuem correlagdo com a crescente mortalidade do plantio, pois
trata-se de uma espécie ceifadora, sendo benéficos de forma a devolver ao solo os nutrientes da madeira
morta.

A selecdo precoce para DAP, a partir dos 11 anos, é possivel tendo em vista os valores de herdabilidade
média entre progénies obtidos variando de moderado a alto.

Ja para variavel sobrevivéncia, como a mortalidade no experimento teve uma dependéncia espacial,
conclui-se que seria vantajosa a realizacdo de um desbaste nesse experimento, além de outras intervencdes
para controlar a expanséo do fungo.

Quanto a espécie de fungo identificada como Aspergillus niger, conclui-se que este € o primeiro relato
do fungo como organismo patogénico causando apodrecimento do fuste em Myracrodruon urundeuva.

As avaliacdes do NDVI demonstraram alta correlagcdo em comparacgéo a taxa de sobrevivéncia medida

em campo, sendo um método considerado de baixo custo e de facil execucao.
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