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RESUMO

Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted é um patégeno que causa murcha vascular em
Eucalyptus, considerado de dificil controle devido ao seu carater sisttmico e variabilidade
genética dos isolados. O plantio de material resistente é a principal forma de controle. Sendo
assim, no presente trabalho objetivou-se: 1) desenvolver um método de detec¢cdo fenotipica
precoce e ndo destrutiva com discos foliares de clones (E. grandis x E. urophylla), quanto a
resisténcia em eucalipto a infeccdo de C. fimbriata. 2) avaliar respostas morfofisiologicas e
anatomicas a infeccdo de C. fimbriata em clones de eucalipto. Foram utilizados os clones
AEC 1528, BA 7346, CO 1407 e BA 6021 (seis meses de idade). Primeiramente, foram
inoculados 0,1 mL de esporos do fungo (2,5 X 10° mL™Y), com seringa, no tecido foliar
proximo a nervura, na face adaxial dos discos foliares (@2 cm) de cada clone e mantidos em
camara Umida e climatizada. A severidade foi avaliada apds seis dias de inoculacdo. Para a
comparacao dessa metodologia, discos de meio de cultura MAEY (@5mm) com micélio do
fungo, foram colocados em ferimentos (dois cm de comprimento) entre o lenho e a casca, no
caule de 10 plantas por clone e mudas como controle (sem fungo). Para ambos o0s ensaios foi
utilizado escala de frequéncia, sendo possivel distinguir clones resistentes de suscetiveis. Ao
término do segundo experimento foram feitas analises morfoldgicas, matéria seca das folhas e
do caule, altura e didmetro do caule dos clones infectados e ndo infectados e andlises
anatdmicas no local da lesdo e trés cm antes e depois da leséo, para avaliacdo do crescimento
do micelio de C. fimbriata nos vasos do xilema, antes e apos 50 dias, da inoculacdo. Pode-se
observar mecanismo de resisténcia: gomas ou géis, tecidos novos proximos a regido de

infeccdo.

Palavras-chave: murcha, Ceratocystis fimbriata, Eucaliptus, xilema, resisténcia
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ABSTRACT

Pathogen’s Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted causes wilt in Eucalyptus, it’s difficult to
control systemic character and genetic variability of the isolates. The resistant material is the
main control form. Thus, in the present work aimed to: 1) to study early and non-destructive
phenotypic evaluation methodology in leaf discs of clones (E. grandis x E. urophylla), to
eucalyptus resistance of the C. fimbriata infection. 2) to evaluate morphophysiological and
anatomical responses to C. fimbriata infection in eucalyptus clones. Clones of AEC 1528, BA
7346, CO 1407, BA 6021 (six- months-old years) were used. First, 0.1 mL of fungus spores
(2.5 X 10° mL™) were inoculated in genotypes’s leaf disc (@2 cm), in the adaxial leaf surface,
near midrib and kept in chamber humidity in an air-conditioned room. After, 6 days of
inoculation the severity was evaluated. In order to compare this methodology, disks (@5mm)
of MAEY with fungus’s mycelium. A cut lengthwise 2 cm length was made on the stem in 10
plants and seedlings control (without fungus). For both tests, frequency scale was used and
different resistance levels were found, since high resistance until high susceptibility. In the
second experiment, morphological analyzes, leaf and stem dry matter, height and stem
diameter of the infected and uninfected clones were performed, and anatomical analyzes were
performed at the lesion site and 3 cm before and after the lesion, of the mycelium of C.
fimbriata growth avaliation in the xylem vessels, before and after 50 days, of the inoculation.

It observed mechanism of resistance: gels, new tissues near the infection region.

Keywords: wilt, Ceratocystis fimbriata, Eucaliptus, xylem, resistance.
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INTRODUCAO GERAL

O Eucalyptus foi introduzido no Brasil em 1903, ficando concentrado no Estado de
Sdo Paulo. Atualmente, o plantio de eucalipto atinge 5,63 milhdes de hectares (IBA, 2016).
No estado do Espirito Santo 278. 444 ha sdo cultivados com eucalipto (SNIF, 2016). O
elevado numero de espécies e clones confere a cultura variabilidade genética possibilitando
adaptacdo a diversas condi¢des edafoclimaticas, atendendo a inimeros tipos de exploracdes
econémicas. O género Ceratocystis € reconhecido como um complexo de espécies capaz de
causar sintoma de murcha em plantas lenhosas, principalmente Eucalyptus spp. (ROSADO et
al., 2016; FERNANDES et al., 2014; TUMURA et al., 2012; HARRINGTON et al., 2011).

O fungo fitopatogénico Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted tem ampla distribuicdo
geografica e uma gama de hospedeiros (HARRINGTON et al., 2011). E uma doenca
sistémica, que ocorre nos tecidos vasculares, principalmente o xilema, ocasionando
descoloragdo do lenho (OLIVEIRA et al.,, 2015; FERREIRA et al., 2006). As plantas
infectadas murcham, as folhas tendem a permanecerem presas aos ramos, ocorrem brotagdes
ao longo do fuste, morte de ponteiros e da planta (ROSADO et al., 2016). Cortes
perpendiculares ao eixo principal de arvores infectadas possibilitam visualizar descoloracéo
radial, um dos sintomas tipico da doenca (ALFENAS et al., 2009).

O plantio de clones resistentes € a forma mais eficiente de controle de C. fimbriata em
eucalipto (ROSADO et al., 2016; FERNANDES et al., 2014; ZAUZA et al., 2004). A heranca
genética da resisténcia é pouco conhecida, entretanto, a identificacdo de clones de Eucalyptus
spp. resistentes tem sido o objetivo de varios estudos de avaliacdo de parentais e progénies de
eucalipto (ROSADO et al., 2016 e 2010), visando fontes de resisténcia ao patdgeno para uso
no melhoramento genético. Nesse contexto, Zauza et al. (2004) avaliaram 10 hibridos de E.
grandis x E. urophylla, quanto a infeccdo a dois isolados do fungo e identificaram quatro
clones resistentes. Firmino et al. (2013) avaliaram clones de diferentes espécies (E. grandis,
E. urophylla, E. saligina, E. grandis x E. urophyla, E. grandis x E. dunni e E. grandis x E.
smithii) quanto a resisténcia a 20 isolados do fungo, das quais cinco foram resistentes. Tumura
et al. (2012) estudaram 37 clones de duas procedéncia distintas, visando encontrar material
resistente e encontraram materiais desde altamente resistente até a altamente suscetivel.

A metodologia tradicionalmente utilizada nos estudos visando avaliar e selecionar
clones de eucalipto quanto a resisténcia ao C. fimbriata, é a inoculagdo do fungo no tecido
condutor da planta no caule, avaliando-se o comprimento da infecgdo no xilema entre 30 e
120 dias apds a infecgdo (MAGALHAES et al., 2015; FIRMINO et al., 2013; TUMURA et
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al., 2012; MAFIA et al., 2011; ROSADO, 2009; ZAUZA et al., 2004; BAKER et al, 2003).
Com tudo, essa metodologia requer a destruicdo das plantas avaliadas, longo tempo apds a
infeccdo para avaliar a reacdo dos clones, infraestrutura, condi¢des controladas e médo de obra
especializada. Além disto, podem ocorrer variacbes nos resultados do comprimento da
infeccdo no xilema nas repeticdes de um mesmo clone, pois a extensédo da penetragdo do
fungo pode ocorrer de forma irregular (MAFIA et al., 2011).

As plantas se defendem do ataque de patdgenos através de mecanismos de resisténcia,
0s quais podem ser de natureza estrutural e/ou bioquimica e podem ser formados antes (pré-
formada/ constitutiva) ou apds a infecgdo (pds-formada/induzida). Os fatores estruturais agem
como uma barreira fisica, impedindo a penetracdo do patégeno e a colonizacéo dos tecidos da
planta, enquanto os fatores bioquimicos sdo substancias produzidas pelo hospedeiro, que se
mostram toxicas ou criam condi¢fes adversas para o crescimento do patégeno no interior da
planta (PASCHOLATI e LEITE, 1995). Através de estudos com cortes histologicos podem ser
observados o desenvolvimento do micélio, gomas ou géis e deformacdo dos vasos do xilema
causada por C. fimbriata.

Alguns estudos mostraram que a infec¢do por fungo interfere no processo fisiologico
(TATAGIBA et al., 2015; FALAVESSA, 2014). Pshibytko et al., 2006 trabalharam com
doenga vascular em tomateiro (Lycopersicon esculentum) infectado com Fusarium
oxysporum, e observaram que a infec¢do do patdgeno era rapida e ocorria obstrucdo no xilema
e no floema. A circulacdo da seiva foi interrompida e as folhas da planta murcharam, e,
consequentemente a atividade fotossintética ficou comprometida. Estudos em doencas foliares
com processos fisiolégicos demonstram que redugdes dos parametros de trocas gasosas, cOmo
fotossintese liquida (A), conduténcia estomatica (gs) e transpiracdo (E), confirmam o efeito
prejudicial da infeccdo fungica na fotossintese foliar (DALLAGNOL et al., 2011).

O método rotineiramente utilizado pelas empresas eucaliptocultoras envolvendo corte
no caule da planta para avaliacdo da infeccdo do xilema é destrutivo (MAGALHAES et al.,
2016, FIRMINO et al., 2015; MAFIA et al., 2011). Sendo assim, ha necessidade de novos
métodos sem os riscos de destruicdo de germoplasma importante. Portanto, a deteccéo
fenotipica ndo destrutiva e precoce com discos foliares em conjunto com estudos
morfofisioldgicos e anatdmicos em plantas, vem contribuir com o estudo da identificacdo de

clones de eucalipto resistente ao C. fimbriata em programas de melhoramento genetico.
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OBJETIVOS

1. Geral
Deteccdo de Ceratocystis precoce e ndo destrutiva em discos foliares em clones
comerciais, AEC 1528, BA 7346, BA 6021 e CO 1407 de hibridos interespecificos de
Eucaliptus grandis x Eucaliptus urophilla da resisténcia ao Ceratocystis fimbriata e
avaliacdo de alteracbes morfofisioldgicas nestes clones decorrentes da infecgdo por

este patdgeno.

2. Especifico

a. Verificar a resisténcia dos clones comerciais: AEC 1528, BA 7346, BA 6021 e CO
1407 quanto ao C. fimbriata, por meio de metodologia de severidade da infec¢do no
xilema comparada a metodologia de discos foliares e avaliar alteracdes

morfofisioldgicas nestes clones decorrente destes patdgenos.

b. Awvaliar respostas fisiologicas, morfoldgicas e anatémicas a infeccdo de C. fimbriata

em clones de eucalipto.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Importéncia do eucalipto

O género Eucaliptus, pertencente a familia Myrtaceae, tem sua origem na Austrélia,
Indonésia exceto pelas espécies E. urophylla e E. deglupta nativas das ilhas na Oceania.
Composto de oito subgéneros Blakella, Eudesmia, Gaubacea, ldiogenes, Telocalyptus,
Monicalyptus, Symphyomyrtus e Corymbia. Com mais de 600 a 700 espécies ja identificadas,
com diferentes exigéncias quanto a fertilidade do solo, tolerdncia a geadas e a seca,
possibilitando seu plantio em mais de 100 paises, todos com importancia econdmica
(FONSECA, 2010).

No Brasil, as principais espécies plantadas séo E. grandis, E. urophylla, hibridos de E.
grandis x E. urophylla, E. citriodora, E. saligna, E. viminalis, E. camadulensis, e outros.
Destacam-se pela grande importancia em plantas que visam a producdo de papel, celulose,
madeira e carvdo, por apresentarem crescimento rapido e ser muito adaptadas as condigdes
edafoclimaticas do pais (FERREIRA et al, 2006). Além das funcGes produtoras, as plantas
contribuem para a reducdo de gases causadores do efeito estufa, como fonte de energia

renovavel e atuam na conservacao de recursos naturais, tais como solo e agua (IBA, 2016).

De acordo com a InduUstria Brasileira de Arvores (IBA), as plantas de eucalipto no
Brasil ocupa uma area de aproximadamente 5,63 milhdes de hectares, o que representa 71,9%
do total de areas de arvores plantadas no pais, sendo os plantios localizados principalmente
em Minas Gerais (24%), Séo Paulo (17%), Mato grosso do Sul (15%), Bahia (11%), Rio
Grande do Sul (6%), Espirito Santo (4,1%) e Parana (5,0%). Nos ultimos cinco anos, o

crescimento da rea plantada de eucalipto foi de 2,8% a.a. (IBA, 2016).

Essa cultura era praticamente isenta de doencas até a década de 70. Porém, devido o
avanco das areas reflorestadas para regides mais quentes e Umidas, o plantio de espécies mais
suscetiveis e a utilizacdo repetitiva de uma mesma area para plantio criaram condicdes
favoraveis a ocorréncia de doencas, sendo na sua maioria causada por fungos. Dentre essas,
destaca-se o fungo, Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted, causador de murchas e cancros.
Este fungo foi detectado infectando viveiros, casa de vegetacdo, jardins clonais, (TUMURA
et. al, 2012; FERREIRA et al., 2006).
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Importéncia da doencga

O género Ceratocystis é um grande e diversificado complexo de espécies que causam
doengas do tipo murcha em muitas plantas economicamente importantes. Encontra-se
presente em varios lugares do mundo e uma grande variedade de plantas anuais e perenes sao
infectadas por este fungo (HARRINGTON, 2009).

No Brasil, trés espécies j& foram identificadas: C. paradoxa infectando
monocotiledonea, C. cacaofunesta causando grandes problemas em plantacfes de cacaueiro
(Theobroma cacao) (MAGALHAES et al., 2016 e 2015) e C. fimbriata em mangueira
(Mangifera indica) (BARKER et al. 2003) e eucalipto (Eucalyptus spp) (FERREIRA et al.,
1999; FIRMINO e FURTADO, 2014). Também foi constatado a ocorréncia desse fungo em
acacia negra (Acacia mearnsii) (SANTOS e FERREIRA, 2003), batata doce (Ipomoea
batatas) (BARNES et al., 2001), cafeeiro (Coffea arabica) (MARIN et al, 2003), citros
(Citrus spp) (BORJA et al., 1995), figueira (Ficus carica) (VALARINI e TOKESHI, 1980),
gmelina (RIBEIRO, 1982), seringueira (Hevea brasiliensis), (SILVEIRA et al., 1994),
Annonas squamosa (SILVEIRA et al., 2006), teca (Tectona grandis) (FIRMINO et al., 2012),
kiwi (Actinidia deliciosa) (PIVETA et al., 2013), andiroba (Carapa guianensis) (HALFELD-
VIEIRA et al., 2012), atemoia (hibrido Annona cherimola X A. squamosa) (FIRMINO et al.,
2010 e 2012) e maracujazeiro (Passiflora edulis ) (FIRMINO et al., 2016).

Até meados de 1990, C. fimbriata causou grandes prejuizos em plantacbes de
mangueira (Manguifera indica) (FIRMINO, 2011). Em 1997, sua ocorréncia foi constatada
pela primeira vez em plantacGes comerciais de eucalipto no sudeste da Bahia, causando
mortalidade de plantas superior a 40%. No primeiro ano de observacdo, a enfermidade
limitava-se a plantagdes monoclonais de dois gendtipos, posteriormente trés outros genotipos
foram infectados. A doenca também manifestou nas hastes de brotacdes em banco clonal
destinados ao enraizamento em casa de vegetacdo e em mudas na fase de aclimatacdo em
viveiros. Com passar do tempo, 10 clones em quatro estados brasileiro apresentavam a
infeccdo. (FERREIRA et al., 2006).

Ceratocystis fimbriata ja se encontra estabelecido em eucalipto no Espirito Santo,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Maranhdo e Para (ALFENAS et al., 2009;
FERREIRA, 2009). Ceratocystis € um tipico patdgeno de xilema, cujo sintoma marcante €
constatavel nas secdes transversais de 6rgdos lenhosos, na forma de estrias radiais escuras.
Este fungo penetra na planta por ferimento no tronco e nas raizes, atingindo o lenho via
parénquima medular. Infecta desde o viveiro até plantas adultas (FIRMINO, 2011;
ROSADO, 2009; FERREIRA et al., 2006; FERREIRA e MILANI, 2002).
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Normalmente, uma planta infectada por C. fimbriata, apresenta como sintomas a perda
de coloracdo verde-escura da folhagem, seguida de murcha e, consequentemente, seca das
folhas e morte da planta (FIRMINO, 2011). Os sintomas surgem devido ao impedimento da
expansdo dos vasos pelo crescimento micelial do fungo e producdo de esporos,
impossibilitando que a &gua absorvida pelo sistema radicular chegue até a parte aérea da
planta. Em condi¢fes favoraveis a planta morre e o fungo passa a se desenvolver nos tecidos
em decomposicdo sobre o qual realiza sua reproducdo através da formacéo de esporos e
estruturas de resisténcia (clamiddsporo) (FALAVESSA, 2014). Esses sintomas podem ser
observados de formas e intensidades diferentes conforme o clone de eucalipto utilizado, a
forma de inoculacdo artificial empregada, e o grau de resisténcia a doenca do eucalipto em
estudo (ZAUZA et al., 2004).

Em plantas hospedeiras o sintoma de murcha e seca ocorre devido a mecanismos de
defesa que blogueiam os vasos condutores (xilema e floema), formando tiloses, que sdo uma
extensdo do protoplasma das células do parénquima para o interior dos vasos do xilema, além
de acumulo de gomas ou géis. Tumura (2011), ao realizar cortes semifinos dos vasos de
plantas de eucaliptos sadios e infectados com Ceratocystis, notou a presenca de tiloses
somente nas plantas infectadas. Vieira (2015) constatou a presenca de tilose em corte
histopatol6gico obstruindo o vaso do xilema no clone CO 1407.

O fungo é incapaz de penetrar diretamente através da epiderme do ramo sadio, o qual
oferece forte barreira mecanica, necessitando, portanto, de um vetor ou de ferimentos. Uma
vez no interior da planta, seu desenvolvimento inicial da-se na regido do cambio, entre a casca
e 0 lenho e com o passar do tempo avanca para o interior do cerne nos tecidos em
decomposicdo sobre o qual realiza sua reproducdo por meio da formacdo de esporos e
estruturas de resisténcia (clamiddsporos) (BEDENDO, 2011).

Disseminacgéo de Ceratocystis fimbriata.

Ceratocystis fimbriata pode ser disseminado por ferimentos causados por ferramentas
utilizadas nos tratos culturais, mudas contaminadas e por insetos. Essa relagéo inseto/fungo é
facilitada pelo fato da maioria das espécies de Ceratocystis produzirem aromas gque atraem 0s
insetos. Ferreira (2004) sugeriu a dispersdo do patdégeno pelo homem para varias regides
eucaliptocultoras. Este autor examinou arvores no campo e observou a infec¢do do fungo via
indculo no solo. Coleobrocas (Scolytidae) ao se alimentarem adquirem o indculo do fungo e

dispersam para plantas suscetiveis, principalmente por serragem contaminada. Também,
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verificou-se que besouros Ambrosia carregam esporos sobre 0 corpo, 0s quais podem
sobreviver ao trato digestivo desse inseto (FERREIRA, 2009).

Ferreira et al. (2006) inspecionaram 10 clones pertencentes a oito empresas
eucaliptocultoras afetadas por C. fimbriata. Verificaram que duas plantas apresentaram
perfuracOes de inseto da familia Platybodidae nas lesbes longitudinais. Nas plantas vizinhas
ndo foram observadas perfuracOes de insetos nas lesGes novas, sendo interpretado que a
associacdo de insetos somente em lesdes mais velhas sdo uma forma secundaria ou nédo
precursora da doenca. Entretanto ao sairem das galerias do lenho infectado, os insetos podem
transmitir endoconidios e clamiddsporo do fungo para ouras plantas com xilema alterado por
estresse abidtico ou bidtico.

A dispersdo natural de Ceratocystis para novos continentes € um evento raro. Essa
movimentacdo de propagulos do fungo para novas regiGes pode ocorrer atraves de material
propagativo infectado ou madeira maci¢a usada para embalagens. Estudos com isolados de
Ceratocystis de batata-doce da China, Japdo, Papua Nova Guiné, Nova Zelandia e Estados
Unidos ndo mostraram variacdo genética em sua sequéncia de DNA da regido ITS, e baixa
variacdo quando se usa marcadores microssatélites, provavelmente um Unico isolado do fungo
foi transferido para todo o mundo em raizes utilizadas para propagacdo (HARRINGTON et
al., 2011; BAKER et al., 2003). Além de registros sobre a disseminacdo de Ceratocystis ssp.
pelo contato entre as raizes de mangueira, platano e eucalipto (BAKER e HARRINGTON,
2004).

Resisténcia a Ceratocystis.

Para eucalipto, ainda ndo h& relatos de fontes de resisténcia ao C. fimbriata
(FIRMINO, 2011). Segundo Alfenas et al. (2009), ha indicios de que Eucaliptus grandis
tenha nivel de resisténcia diferente do E. urophylla. O primeiro estudo visando resisténcia ao
C. fimbriata foi realizado por Zauza et al. (2004). Esses autores trabalharam com 18 clones
brasileiros, hibridos do cruzamento entre E. grandis x E. urophylla. Os clones C15, C16, C17
e C18 se comportaram como resistentes, C13 e C14 apresentaram resisténcia moderada , C1,
C7, C9, C4, C3 e C6 foram altamente suscetiveis, e, os demais clones apresentaram
suscetibilidade intermediaria. Os clones que apresentaram alta susceptibilidade tém muitas
caracteristicas superiores em relacdo aos clones resistentes testados, como alta produtividade
de celulose, répido crescimento, queda precoce de ramos e resisténcia ao cancro causado por
Cryphonectria cubensis. Este fato € preocupante, pois essas caracteristicas 0s tornam clones

elite, sendo estes 0s mais procurados pela industria madeireira (FIRMINO, 2011).
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Magalhdes et al. (2016) estudaram um método de discos foliares visando a
identificacdo da resisténcia em cacaueiro (Theobroma cacao). Foi feito um corte na nervura
central, na parte adaxial dos discos e colocaram uma gota (20 uL, 3 x10* CFU/ mL) de
suspensdo de esporos de Ceratocystis cacaofunesta) e apds quatro dias de incubacdo o
namero de peritécio formado foi avaliado. Os resultados encontrados nesse método foram
similares em suscetibilidade e resisténcia a metodologia em campo, conseguindo esses autores
diferirem pelo método de disco foliar clones suscetiveis e resistentes. O clone de eucalipto
testado neste método foi suscetivel ao C. cacaofunesta. Portanto, os autores sugerem 0 uso
desse método para outros hospedeiros de Ceratocystis sp.

Em estudos realizados com o objetivo de encontrar fontes de resisténcia de
eucalipto ao Ceratocystis, verificou-se que em plantas inoculadas, as quais tinham seu tecido
invadido pelo fungo, porém assintomaticas, ou seja, com auséncia de sintomas de murcha e de
mortalidade, tinham seus tecidos invadidos pelo fungo quando realizados cortes longitudinais
nos caules analisados (TUMURA et al., 2012, ZAUZA et al., 2004). Plantas infectadas séo
fontes de inoculo priméario para uma epidemia em campo. Isto mostra a necessidade de se
encontrar um método ideal para se avaliar a resisténcia ao C. fimbriata, em eucalipto de forma

rapida e ndo destrutiva.

Estratégia de resisténcia da planta ao Ceratocystis fimbriata

A resisténcia do hospedeiro a um microrganismo patogénico pode ser definida, sob o
aspecto fisiolégico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a
subsequente atividade do patogeno em seus tecidos (PASCHOLATI et al., 2008). Essa
complexidade funcional, espacial e temporal inicia-se com 0 reconhecimento de sinais
exdgenos provenientes do patégeno, continua com os mecanismos de transducdo desses sinais
e resulta em extensa reprogramacdo do metabolismo celular vegetal, envolvendo mudancas na
atividade génica (WALTERS et al., 2007).

Os mecanismos de defesa de uma planta podem ser estruturais e bioquimicos, ambos
pré e/ou pds-formados em relacdo a tentativa de penetracdo do patdogeno no hospedeiro. Os
mecanismos estruturais constituem-se em barreiras fisicas a penetragdo e/ou a colonizacgdo do
patdgeno, enquanto 0s mecanismos bioguimicos englobam substancias capazes de inibir o
desenvolvimento do patdgeno ou gerar condi¢des adversas para a sobrevivéncia nos tecidos
do hospedeiro. Devem estar presentes em concentracdo adequada nas partes invadidas e em

forma acessivel ao patdgeno, de tal maneira que mudangcas na concentragcdo da(s)
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substancia(s) implicam em mudangas na expressdo da doengca (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2008).

Os mecanismos de resisténcia pré-formados (passivos ou constitutivos) estruturais sao
formados pela cuticula, tricomas, estobmatos e fibras/vasos condutores, enquanto oS
bioquimicos sdo constituidos pelos fendis, alcaldides glicosidicos, lactonas insaturadas,
glicosideos: fendlicos e cianogénicos, inibidores proteicos, quitinases e $-1,3 glucanases. Os
de resisténcia pos-formados (ativos ou induziveis) estruturais por papilas, halos, lignificacéo,
glicoproteinas ricas nos aminoacidos hidroxiprolina (HRGP) e glicina (GRP), camadas de
cortica, camadas de abscisdo, tiloses, gomas ou géis (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

Vaérios tipos de gomas ou geis sdo produzidos por diversas plantas proximo das lesbes
causadas por patdgenos ou injarias (AGRIOS, 2005). Como mecanismo de resisténcia algumas
plantas depositam gomas ou géis, composto de pectinas produzidas nas células do parénquima
adjacentes aos vasos do xilema. Estas gomas ou geis ocupam o limen do xilema impedindo o
fluxo de seiva, incluindo deposicdo nas pontuagdes, evitando a passagem de agua proximo area
afetada pelo patdgeno (SUN et al., 2008).

Quantificacao de doencas

A quantificacdo de doengas de plantas, também denominada fitopatometria, visa
avaliar os sintomas das doencas nas plantas e estrutura dos patdgenos associados aos tecidos
doentes. Podem ser quantificadas por métodos diretos de avaliacdo de incidéncia ou
severidade.

A severidade ¢ um método que procura determinar a porcentagem da area de tecido
doente (sintomas/ e ou sinais visiveis), por meio da medi¢do direta da area afetada com
medidores de area em computador, ou por meio de chaves descritivas, medi¢cdo automatica e
sensores remotos. Apresenta como vantagens ser mais precisa, expressando o dano real
causado pelos patdgenos; caracteriza melhor o nivel de resisténcia a um patdgeno e expressa
com maior fidelidade a intensidade da doenga no campo e os danos causados (LIBRELON,
2015).

O método empregado para estudo de resisténcia em eucalipto para murcha-de-
Ceratocystis € a inoculacdo de mudas de eucalipto em estufa. Este método tem como
desvantagem a destruicdo das plantas, exige que as mudas atinjam certo didmetro (1,5 cm),
levando de 60 a 120 dias para a inoculacio (MAGALHAES et al, 2015; FIRMINO et al.,
2013; TUMURA et al., 2012; MAFIA et al., 2011; ROSADO, 2009; ZAUZA et al., 2004;

BAKER et al, 2003). Contudo, esta metodologia requer a destruicdo das plantas avaliadas,
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longo tempo apo6s a infeccdo para avaliar a reacdo dos clones, infraestrutura, condigdes
controladas e mao de obra especializada. Contudo, novas metodologias de avaliagéo da
resisténcia ao Ceratocystis em diferentes patossistemas tém sido propostas, visando a
avaliacdo precoce e nao destrutiva de plantas infectadas pelo fungo. Sendo vantajosa por ser
rapida, ndo destrutiva, pouco laboriosa, ndo demandar casa de vegetacdo nem a producao de
mudas exclusivas para as avaliacdes fenotipicas, e ainda podendo testar a resisténcia de um
maior nimero de clones por vez (MAGALHAES et al., 2016; MARQUES, 2013)

Quando as plantas sdo atacadas por patogenos, varios processos fisioldgicos, como a
fotossintese (condutancia estomatica, transpiracdo e concentracdo interna celular e do
ambiente) e a translocacdo de &gua e nutrientes, sdo negativamente comprometidos. Alguns
estudos mostraram que os ataques de patdgenos reduzem a fotossintese devido a danos a
maquinaria fotossintética, consequentemente afetam a altura, o dossel e o comprimento das
raizes na planta (TATAGIBA et al., 2015, FALLAVESSA, 2014; DALLAGNOL et al., 2011.
PSHIBYTKO et al., 2006).

Estudos anatdbmicos da madeira com o fungo Ceratocystis fimbrita em eucalipto
evidenciaram a acdo dos mecanismos de resisténcia (tilose, gomas ou espessamento da parede
de fibras, lignificacdo micelial e formacdo de compostos fendlicos na contencédo da infestacéo
da planta pelo patdégeno) conforme Tumura (2011); Vieira (2015).

O setor de arvores plantadas contribuiu com 3,0% do PIB (IBA, 2016). Dentre os
setores que utilizam os produtos originarios das florestas de eucalipto, destaca-se o setor de
papel celulose e o setor siderdrgico, que utiliza o carvao vegetal para gerar energia. A
indUstria de celulose a mais afetada pela infeccdo do C. fimbriata em eucalipto, e as plantas
que sobrevivem a infeccdo do fungo apresentam uma reducdo de 20% da produtividade,
afetando o setor de producéo de carvdo. O escurecimento provocado pelo desenvolvimento do
fungo no caule da planta eleva o custo do branqueamento da celulose (FERNANDES et al.,
2014; MAFIA et al., 2013). Portanto, a identificagdo de diferentes fontes de resisténcia ao
Ceratocystis é de grande importancia e podera ser utilizada em programas de melhoramento

genético.
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RESUMO

A murcha causada por Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted € uma das principais doencas em
plantios comerciais de eucalipto. Os principais sintomas sdo murcha, cancro, escurecimento
do cerne e morte da planta. O uso de clones de eucalipto resistentes é a melhor alternativa de
controle. Sendo assim, objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de um método de
deteccdo fenotipica precoce e ndo destrutiva em plantas de eucalipto infectadas com
Ceratocystis fimbriata. Foram utilizadas mudas de quatro clones comerciais, com seis meses
de idade: AEC 1528, BA 7346, CO 1407, BA 6021. Sendo inoculados 0,1 ml da suspenséo
2,5 X 10° esporos mL™ do fungo, com seringa, na nervura mediana dos discos foliares (&2
cm) de cada clone, acondicionados em placas de Petri com cinco repeti¢cbes contendo 10
discos foliares. Para a comparacao dessa metodologia de discos foliares foi feita a inoculacao
do fungo no caule dos clones (10 plantas por clone), com disco (d5mm) de meio MEAY de
cultura, colonizado pelo fungo. Para estes métodos, ap6s inoculacdo a severidade da doenca
das plantas em funcdo do tempo foi avaliada. Apos seis dias nos discos foliares e ap6s 50 dias
no xilema, utilizando escala de frequéncia em moderadamente suscetivel, suscetivel,
altamente suscetivel, moderadamente resistente, resistente e altamente resistente. Os valores
médios de severidade da doenca por dia para cada gendtipo nos discos foliares foram plotados
em relacdo ao tempo e posteriormente calculada a area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD). Foi adotado o delineamentos inteiramente casualizado (DIC). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) foi avaliada pelo teste F, em nivel
de 5% de probabilidade. A comparacéo entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey (5%
de significancia), com auxilio do programa R e plotado em Boxplot, para ambos os métodos.
Com base na metodologia de avaliacdo precoce foi possivel distinguir clones suscetiveis de
resistentes e os clones AEC 1528 mostrou-se resistente. Os clones CO 1407, BA 6021 e BA
7346 foram suscetiveis ao fungo C. fimbriata.

Palavras chave: murcha-de-Ceratocystis, resisténcia, xilema, fungo, patégeno, eucalipto
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ABSTRACT

The ceratocystis wilt (Ceratocystis fimbriata) is currently, one of the most important
dieseases in commercial eucalypt plantation. The main symptoms are wiltings, canker and
wood darkening and death of the plant. The use of reistent Eucaliptus genotyps is the best
control method. The aim of this study was the development early phenotypic evaluation and
non-destructive in plants infected in Ceratocystis fimbriata in Eucalyptus spp., on leaf disc
method. Commercial clones were used: AEC 1528, BA 7346, CO 1407, BA 6021, 6- months-
old years. The genotypes inoculated with 0,1 mL of the inoculum suspension (2.5 x 10° spores
mL™) it using the syringe the midrib of the discs leaf per genotypes (@5 cm). After 6 days of
inoculation, frequency scale was used and different resistance levels were found, since high
resistance until high susceptibility. To compare this study was made in the genotype stems
with disc (@5mm) MEAY medium colonized by the fungus in 10 plants per genotype, daily
irrigated. For both methods, leaf disks and plants as control ( fungal uninoculation) were used.
It frequency scale was used and different resistance levels were found, since high resistance
until high susceptibility, both methods after 6 and 50 days. Severity in leaf discs was
calculated by area under the disease progress curve (AACPD). Clone BA 6021 presented the
largest area of the curve. It was used a completely randomized designs (DIC) Data were
analyzed by analysis of variance and means were compared by Tukey’ test. Based on early
method was possible to distinguish susceptible and resistant clones and AEC1528 clone
showed resistant clones and CO 1407, BA 6021 and BA 7346 were susceptible to the fungus

Ceratocystis.

Keywords: Ceratocystis wilt, xylem, resistance, fungal, pathogen, eucalyptus.
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INTRODUCAO

O plantio de eucalipto é cultivado em mais de 100 paises, representando grande
importancia econémica (FONSECA, 2010) e as técnicas relacionadas a cultura tém
conseguido avancos tecnoldgicos expressivos. A diversidade de espécies e clones confere a
cultura variabilidade genética, possibilitando adaptacéo a diversas condi¢des edafoclimaticas
e atendendo a inimeros tipos de exploragdes econdmicas. Contudo, a cultura do eucalipto
sofre prejuizos com ataque de pragas e doencas, entre as quais a murcha-de-Ceratocystis
(FERREIRA et al., 2011).

O Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted é considerado um fungo importante na
cultura de eucalipto em condicGes de campo. O patégeno provoca escurecimento no cerne da
planta causando prejuizos na producdo papel e celulose. O uso da madeira com o fungo eleva
o0 custo do branqueamento da celulose, demandando maiores quantidade de soda no processo,
menor producdo de celulose e maior consumo especifico de madeira (MAFIA et al., 2013;
ARAUJO et al., 2007). No setor produtivo de carvdo, o fungo causa reducdo do rendimento
da producdo (FERNANDES et al., 2014).

O C. fimbriata tem ampla distribuicdo geografica e grande gama de hospedeiro, que
inclui vérias familias de plantas distribuidas em 41 paises (HARRINGTON et al., 2011, VAN
WYK et al., 2011). O género Ceratocystis é reconhecido como um complexo de espécies
capaz de causar sintoma de murcha em plantas lenhosas, principalmente Eucalyptus spp.
(ROSADO et al., 2016; FERNANDES et al., 2014; TUMURA et al., 2012; HARRINGTON
et al., 2011). A murcha-de-Ceratocystis em eucalipto € uma doenca sistémica, que infecta os
tecidos vasculares, principalmente o xilema, ocasionando escurecimento do lenho. Cortes
perpendiculares no caule evidenciam o sintoma tipico da doenga (ALFENAS et al., 2009).
Com a progressdo sistémica do patdgeno surgem lesdes externas ao tronco, marrom-
avermelhadas, coriaceas, continuas ou interrompidas (OLIVEIRA et al., 2015; FERREIRA et
al., 2006). As plantas infectadas murcham e suas folhas tendem a permanecer presas aos
ramos (ROSADO et al., 2016). Alem do baixo desenvolvimento da planta infectada, podem
surgir brotacdes ao longo do fuste, bem como a morte de ponteiros e da planta (FIRMINO et
al., 2015).

O plantio de clones resistentes é a forma mais eficiente de controle de C. fimbriata em
eucalipto (ROSADO et al., 2016; FERNANDES et al., 2014; ZAUZA et al., 2004), entretanto
a heranga genética da resisténcia é pouco conhecida e diferentes estudos visam a identificagcdo

de fontes de resisténcia em Eucalyptus (ROSADO et al., 2016; 2010), visando uma forma
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efetiva de manejo e melhoramento genético. Nesse contexto, Zauza et al. (2004) avaliaram
dez hibridos de E. grandis x E. urophylla, quanto a infeccdo a dois isolados do fungo e
identificaram quatro gendtipos resistentes. Firmino et al. (2013) avaliaram gendtipos de
diferentes espécies (E. grandis, E. urophylla, E. saligina, E. grandis x E. urophyla, E. grandis
X E. dunni e E. grandis x E. smithii) quanto a resisténciaa 20 isolados e identificaram
cinco genotipos resistentes. Tumura et al. (2012) estudaram 37 clones de duas procedéncias e
encontraram material desde altamente resistente até altamente suscetivel.

Nos estudos visando avaliar e selecionar clones de eucalipto quanto a resisténcia ao C.
fimbriata, € a inoculagdo do fungo no tecido condutor da planta no caule, para posterior
avaliacdo do comprimento da infeccdo no xilema entre 30 e 120 dias apo6s a infecgdo
(MAGALHAES et al., 2015; FIRMINO et al., 2013; TUMURA et al., 2012; MAFIA et al.,
2011; ROSADO, 2009; ZAUZA et al., 2004; BAKER et al, 2003). Com tudo, essa
metodologia requer a destruicdo das plantas avaliadas, longo tempo ap6s a infeccdo para
avaliacdo, estrutura fisica como: casa de vegetacdo e condi¢bes controladas. Além disto,
podem ocorrer variagdes nos resultados do comprimento da infec¢do no xilema nas repeticdes
de um mesmo clone, pois a extensdo da penetracdo do fungo pode ocorrer de forma irregular
(MAFIA et al., 2011).

Novos protocolos de avaliagcdo da resisténcia a Ceratocystis spp. tém sido propostos
em diferentes patossistemas, visando a avaliagdo precoce e ndo destrutiva de plantas
infectadas pelo fungo. Magalhaes et al. (2015) desenvolveram uma metodologia de avaliacéo
fenotipica em folhas, realizada entre quatro e sete dias apds a infeccdo, utilizando diferentes
hospedeiros (cacau, eucalipto, seringueira, graviola, pinha, coqueiro e café), dos quais isolou
o fungo. Posteriormente, Magalhées et al. (2016) relataram sucesso na identificacdo de clones
resistentes de cacau usando discos foliares para screening de murcha de Ceratocystis,
baseados na metodologia proposta por Nyassé et al. (1995) que, por sua vez, avaliararam a
resisténcia do cacau ao Phytophthora palmivora e P. megakarya.

A avaliacdo da infeccdo em discos foliares € vantajosa por ser rapida, ndo destrutiva,
pouco laboriosa, e por ndo demandar casa de vegetacdo nem a producdo de mudas exclusivas
para as avaliacOes fenotipicas. Este tipo de metodologia, entretanto, ainda ndo foi avaliada
para selecdo de gendtipos resistentes ao Ceratocystis fimbriata em Eucalyptus. Metodologias
precoces e ndo destrutivas tém especial importancia para estudos de melhoramento visando
obter gendtipos resistentes, uma vez que a manutencdo das plantas vivas é imprescindivel
para a avaliacdo de populagBes experimentais, especialmente em plantas perenes como é o

caso do eucalipto.
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Nesse contexto, objetivou-se avaliar um método de deteccdo fenotipica precoce, rapida
e ndo destrutiva, da infecgdo por C. fimbriata em hibridos interespecificos de E. grandis x E.

urophylla, por meio da utilizacdo de discos foliares.
MATERIAL E METODOS

Material vegetal e inoculo

Os experimentos foram realizados no Setor de Fitopatologia-NUDEMAFI/ DAG/
CCAE e Laboratorio de Ciéncia da Madeira/DCFM- Universidade Federal do Espirito Santo,
em agosto de 2016. Foram utilizados clones de quatro hibridos de E. grandis x E. urophylla:
BA 6021, CO 1407, AEC 1528, BA 7346. As mudas com trés meses de idade foram
adquiridas dos viveiros comerciais das empresas Ducampo, Linhares - ES e Pro Mudas Sul
Minas Ltda, Lavras - MG. As mudas foram transplantadas para vasos de 10L, com mistura de
terra, areia e substrato comercial organico Bioplant (3:1:1), irrigadas diariamente, adubadas
aos 30 e 60 dias ap0s transplantio e mantidas em casa de vegetacdo até seis meses de idade,
quando foram inoculadas com o fungo.

O isolado de Ceratocystis fimbriata utilizado (PF5) foi obtido de um hibrido (E.
grandis x E. urophylla) da regido de Curvelo, MG, em junho de 2011. Foi proveniente da
Micoteca do Departamento de Fitopatologia, UFLA-MG e cedido pela Profa Dra Maria Alves
Ferreira. Para o isolamento e multiplicagc&o de esporos, o fungo foi isolado em meio de cultura
MYEA (2% de extrato de malte, 0,2 % de extrato de levedura e 2% de agar) distribuido em
placas de Petri. As placas foram acondicionadas em sala climatizada a 25 + 1°C, com 24

horas de luz até total preenchimento da placa.
Avaliacgdo fenotipica em discos foliares

Para a avaliagdo fenotipica utilizada a metodologia em discos foliares, foi obtida uma
suspensdo de esporos, adicionando-se agua esterilizada em placas com C. fimbriata e
realizada uma raspagem sobre as col6nias do fungo com auxilio de uma alca de Drigalsky. A
suspensdo de esporo foi filtrada em camada dupla de gaze e sua concentracdo foi ajustada em
camara de Newbauer para 2,5 X 10° esporos mL™ (LAIA et al., 2000). Foi inoculado 0,1 mL
da suspensdo, com auxilio de uma seringa esterilizada, proximo a nervura principal, na face
adaxial, no centro de cada disco foliar (@2 cm) e colocados em placas de Petri com papel de
filtro umedecido com agua destilada e esterilizada. Nos discos foliares usados como controle
de cada clone foi realizada inoculagdo com agua destilada e esterilizada. As placas com discos
foram acondicionadas em cémara climatizada por cinco dias a 25 + 1°C, e 12 horas de
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fotoperiodo (Figura 1). O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeticoes e
cada repeticdo foi constituida de uma placa de Petri (14 cm x 2 cm), com 10 discos foliares,

totalizando 50 discos por genotipo (Figura 1la-b).

Figura 1. Montagem do experimento de avaliagdo da infeccdo por Ceratocystis fimbriata em
discos foliares de hibridos de eucalipto (a — c). a) inoculagdo do disco foliar; b) disposi¢do dos
discos na placa e organizacdo do experimento em BOD; c) detalhe do disco foliar do clone
BA7346 mostrando invasdo do fungo cinco dias apds inoculacdo do fungo. d — f) inoculagédo
de Ceratocystis fimbriata no caule.

As avaliagdes fenotipicas nos discos foliares infectados foram realizadas diariamente
até o quinto dia apds a inoculacdo, observando-se em estereoscopio o crescimento do micélio
em cada disco. Foram observados os parametros: crescimento do micélio do fungo na area
inoculada; crescimento do fungo fora da area inoculada; desenvolvimento de micélio hialino e

presenca de reacdo de hipersensibilidade (RH) no local da &rea inoculada. O ndmero de
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peritécio e de micélio hialino por disco foram quantificados diariamente e as médias
calculadas por placa.

Os clones foram classificados quanto a resisténcia com base na distribuicdo de
frequéncia obtidas pelas avaliacbes em: 1) Altamente Resistente (AR — 0), os clones que
apresentaram micélio hialino com reacdo de hipersensibilidade, sem peritécio, ou nao
apresentaram desenvolvimento do fungo; 2) Resistente (R entre 0,1 — 2 ); 3) Moderadamente
Resistente (MR entre 2,1 — 5) ; 4) Moderadamente Suscetivel (MS entre 5,1 — 10); 5)
Suscetivel (S entre 10,1 —15) e 6) Altamente Suscetivel (AS maior que 15 cm). A frequéncia
de cada uma das classes foi obtida por tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) pelo teste F, em
nivel de 5% de probabilidade. Posteriormente, a comparacdo entre as médias foi realizada
pelo teste de Tukey (p<0,05) e plotado em Boxplot, com auxilio do programa R.

Uma das placas foi fotografada com uma camera Canyon, durante os cinco dias de
avaliacdo. Com auxilio do software Quant® (VALE et al., 2003) foram realizadas anélises
das imagens e estimados os valores de severidade em porcentagem de area lesionada.

Os valores médios de severidade da doenca por dia para cada genotipo foram plotados
em relacdo ao tempo e posteriormente calculada a area abaixo da curva de progresso da
doenga (AACPD), a saber: AACPD = X [((y1tY2)/2)*(t>-11))], em que, y1 e Yy, sdo duas
avaliacBes consecutivas realizadas nos tempos (dias) t; e t, entre as avaliacGes da severidade,
(SHANER e FINNEY, 1977).

Avaliacgdo fenotipica no xilema

Para validar os resultados do experimento de inoculacdo em discos foliares, foi
realizada a metodologia padrdo de avaliacdo da resisténcia de clones de eucalipto por infeccéo
no xilema. Plantas com seis meses foram inoculadas com um disco de meio de cultura MEAY
(@5mm), colonizado com Ceratocystis fimbriata. O disco foi introduzido em um ferimento
realizado com o auxilio de um bisturi, onde foi feito um corte superficial longitudinal de
aproximadamente 2 cm no caule da planta a 10 cm acima do solo. No corte foi colocado
algoddo umedecido com agua e protegido com plastico PVC. O controle foi inoculado com
disco de meio de cultura MEAY esterilizado (FIRMINO et al., 2013, FIRMINO et al., 2012).
As plantas inoculadas foram mantidas em casa-de-vegetagéo. Foi adotado o delineamento
inteiramente casualizado, com 10 repeti¢cBes (plantas) por clone inoculado. Trés plantas

controle de cada clone foram mantidas durante todo o experimento.
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A avaliagdo da resisténcia foi realizada apds 50 dias da inoculagdo. As plantas foram
seccionadas no sentido longitudinal do caule para medir o comprimento da lesdo (em cm)
causada pelo crescimento do fungo no xilema. O caule foi seccionado do colo ao apice da
planta (MAGALHAES et al., 2015; OLIVEIRA et al, 2015, FIRMINO et al., 2013; MAFIA
et al., 2011; ROSADO, 2009; ZAUZA et al., 2004; TUMURA et al., 2004; BAKER et al.,
2003). Os clones foram classificados quanto a resisténcia, de acordo com o descrito por Mafia
et al. (2011), baseado na frequéncia de distribuicdo do comprimento da leséo, pelo seguinte
critério: Altamente Resistente (AR entre 0,1 - 3 cm); Resistente (R entre 3,1 - 6 cm);
Moderadamente Resistente (MR entre 6,1 - 9 cm); Moderadamente suscetivel (MS entre 9,1 -
12 cm); Suscetivel (S entre 12 a 15 cm) e Altamente suscetivel (AS acima de 15 cm).

Adicionalmente foram realizados cortes histoldgicos transversais do caule de cada
clone, a 10 cm acima do solo, 50 dias ap06s a inoculacdo, para obtencdo de laminas com
solucdo de alcool 15 %. Essas laminas foram analisados no Softwere Axio-visco 4.9.1,
modelo da cdmera AxioCamMR5 e contabilizados os nimeros de vasos com o crescimento de
micélio do fungo para posterior calculo da porcentagem de vasos infectados.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, em
nivel de 5% de probabilidade. Posteriormente, a comparacdo entre as médias foi realizada
pelo teste de Tukey (p<0,05)e plotado em Boxplot, com auxilio do programa R.

RESULTADOS

Avaliacao fenotipica em discos foliares

Com base na metodologia de avaliacdo com discos foliares foi possivel classificar os
clones de Eucalyptus quanto a resisténcia a murcha-de-Ceratocystis. Nos clones suscetiveis
foram observados peritécio, micélio e crescimento do fungo além da area da inoculacdo
(Figura 2a). Como reacdo de resisténcia observou-se a presenca de micélio hialino e reacdo de

hipersensibilidade (Figura 2b).
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Figura 2. Sintomas observados no tecido de disco foliar de clones de eucalipto cinco dias apds
a inoculacao de Ceratocystis fimbriata. a) Clone BA6021 suscetivel, seta amarela crescimento
do fungo além da area da inoculacdo e seta vermelha indicando presenca de peritécio; b)
Clone AEC 1528 resistente, seta amarela micélio hialino com reagdo de hipersensibilidade.

O clone BA 6021 apresentou maior nimero peritécios no quinto dia apos a inoculacao
(Figura 3a). Os clones foram classificados quanto a resisténcia com base na frequéncia das
plantas em seis classes previamente determinadas (Figura 3b). As plantas do clone AEC 1528
foram classificadas como altamente resistentes e resistentes; diferindo do BA 7346
categorizado como moderadamente resistente. O clone mais suscetivel foi o BA 6021 (

altamente suscetivel, suscetivel e moderadamente suscetivel).
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Figura 3. (a) Numero médio de peritécios em discos foliares de clones de eucalipto, cinco
dias apds a inoculagdo com Ceratocystis fimbriata. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), CV=98.02%. (b) Distribuicdo da frequéncia de
classes de resisténcia (com base no nimero de peritécios) apresentada pelos clones de
eucalipto cinco dias ap0s inoculacdo, onde: AS — altamente suscetivel, S - Suscetivel; MS —
Moderadamente Suscetivel, MR — Moderadamente Resistente; R — Resistente; AR —
Altamente Resistente.

A severidade do crescimento do micélio do fungo nos discos foliares foi estimada
diariamente até o quinto dia apds a inoculacao (Figura 4). A severidade média da infec¢cdo nos
discos variou de 5,68% (AEC 1528 — primeiro dia apds a inoculacdo) a 90,81% (BA6021 —
quinto dia apos a inoculacao). A partir do segundo dia verificou-se crescimento do micélio no
local da inoculacgdo para todos os clones. O clone AEC 1528 foi considerado resistente, pois
apresentou miceélio hialino com reacdo de hipersensibilidade (Figura 5). Os clones BA 6021,
CO 1407 e BA 7346 apresentaram aumento significativo na quantidade de micélio na area da
inoculacdo, com invasdo da nervura central, penetracdo no tecido foliar e coloragdo marrom
escura do tecido (Figura 5). O clone BA 6021 também apresentou crescimento de peritécio a
partir do terceiro dia e, no quinto dia, o fungo alcangou a periferia do discos foliares deste

clone e observou-se a formacdo de peritécio em toda a é&rea avaliada (Figura 5).



25

n

uf

Severidade da infeccdo no disco (%)
15

60 70

50

Severidade dainfeccio no disco (%)
i 40

10

1 DA a 2 DA b
(-] &
(=2
o
a
@ =1
i _a
=
_a
. a
o o | ' —
o™~
- R — e - !
BA 6021 0 1407 AEC 1528 BA 7346 BA 8021 0 1407 AEC 1528 BA 7346
3 DAI c 4 DAI
. g —2
8 -
o - b
_a_ a 2 : :
E —a b
= -
; —
b e < <
1 Al -
= —
o — —_
BA G021 CO 1407 AEC 1528 BA 7348 Ba& 8021 0 1407 AEC 1528 BA 7346
5 DAI e
-2 E
EE'_ —
a b
R} 4
- g A i
(=]
=
&
LR =a L
§ &
£
B
@ T -
-
= _d
=
@
=
w

BA 8021

CO 1407 AEC 1528

Clones

BA T348

37

Figura 4: Severidade da infeccdo em discos foliares de clones de eucalipto infectados com
Ceratocystis fimbriata durante cinco dias apés inoculacdo (DAI) (CV = 24,38% no 5° DAI).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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BA 7346 ’

Figura 5. Discos foliares inoculados com Ceratocystis fimbriata cinco dias apds a inoculacao
(DAI). a) Clone suscetivel BA 6021; b) Discos foliares inoculados do clone suscetivel; B)
clone CO 1407; c) clone resistente AEC 1528; d) clone BA 7346.

O clone BA6021, apresentou maior severidade da infeccdo. No quarto dia, apos a
inoculacdo este clone apresentou-se com diferenca significativa dos demais, sendo
considerado o mais suscetivel (Figura 4). Estes resultados foram coerentes com o resultado da
area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) calculada para os diferentes clones
(Figura 6). Embora resistente, o clone AEC 1528 apresentou AACPD porque alguns discos

apresentaram micélio hialino, que foram considerados pelo programa QUANT.
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Figura 6. Area abaixo da curva de progresso da doenca total (AACPD) calculada para
diferentes clones de eucaliptos inoculados com Ceratocystis fimbriata (Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, p<0,05).

Avaliacgdo fenotipica no xilema

Na metodologia tradicional de avaliacdo pela inocula¢do no caule, os clones BA
6021, CO 1407, BA 7346 apresentaram escurecimento dos vasos do xilema (Figura 7).
O clone BA 6021 também apresentou maior comprimento da lesdo e maior severidade,
sendo classificado como suscetivel (Tabela 1). A severidade média da infeccdo variou
de 4,86 a 13,83% entre os clones. Os clones CO 1407, AEC 1528 e BA 7346 tiveram
suas meédias estatisticamente iguais de severidade e comprimento da infeccdo.
Entretanto, as plantas do clone AEC 1528 apresentaram o desenvolvimento do fungo
restrito ao local da inoculacdo, confirmando a resisténcia também verificada na
avaliagéo de discos foliares. Os clones CO 1407 e BA 7346 apresentaram crescimento

do fungo fora da area lesionada.
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Figura 7. Escurecimento do vaso do xilema de clones de eucalipto, 50 dias apds
inoculacdo com Ceratocystis fimbriata. Caule dos clones: a) BA 6021; b) CO 1407; c)
AEC 1528 e d) BA 7346. Setas amarelas indicam local da inoculagéo e a seta vermelha
evidencia a extensdo do xilema infectado.

Como a estimativa da severidade da doenga (comprimento das lesbes) na
metodologia tradicional é calculada considerando a altura da planta (Rosado et al.,
2010) um clone que por caracteristicas genéticas, cresce mais que outro, mesmo com a
mesma extensdo de lesdo no Xxilema causada pelo fungo, ird apresentar menor
severidade, o que pode comprometer a avaliagdo. Assim, a altura dos clones inoculados
foi avaliada e constatou-se que o clone BA 7346 apresentou 0 menor crescimento
(Tabela 1). Além disso, o comprimento da infeccdo no xilema apresenta uma grande

variacdo amostral? Experimental (CV = 54,08%) (Tabela 1).



41

Tabela 1. Médias da severidade (%), comprimento da infecgdo no xilema (cm) e altura
da planta (cm).

Clone Severidade Cl Altura
BA 6021 13,83 a 12,96 a 93,69 a
CO 1407 6,65 b 6,26 b 94,09 a
AEC 1528 4.86b 457b 94,01a
BA 7346 6,07 b 5,09b 83,91b
CV (%) 54,35 54,08 9,71

Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

A planta do clone BA 6021, apresentou murcha, mesmo sob condi¢bes de
irrigacéo (Figura 7b). No corte longitudinal realizado no caule da planta, observou-se o
escurecimento no vaso do xilema causado pela infecgdo do C. fimbriata (Figura 7a).
Portanto, estresse hidrico em plantas doentes pode ocorrer como resultado do
crescimento de hifas do patdégeno e/ ou producdo de esporo, sendo que a presenca
dessas estruturas no interior dos vasos impede o fluxo normal de agua, provocando a

murcha.

Figura 8. Sintoma de infeccdo por Ceratocystis fimbriata no clone BA 6021. a) Planta
infectada com sintoma de murcha (a esquerda) e planta testemunha (a direita). B) seccao
longitudinal do caule de planta infectada a esquerda evidenciando o escurecimento do
xilema causado pelo fungo, e planta ndo infectada a direita.
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Quanto a severidade da infeccdo no caule clone BA 6021 teve maior infeccdo
(Figura 8a). Entretanto, como este método apresenta grande variacao entre as repeticoes
de um mesmo tratamento, a andlise e classificagdo das plantas quanto a resisténcia foi
realizada com base na frequéncia, de acordo com Mafia et al. (2011).
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Figura 9. (a) Comprimento médio do escurescimento do xilema, causado pela infecgao
de Ceratocystis fimbriata nos clones de eucalipto. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), CV= 54,08%. (b) Distribuicdo das
frequéncias de classes de resisténcia (com base no comprimento da lesdo, de acordo
com Mafia et al. (2011)) apresentada pelos clones de eucalipto 50 dias apds a
inoculagdo onde: AS — altamente suscetivel, S - suscetivel; MS — moderadamente
suscetivel; MR — moderadamente resistente; R — resistente; AR — altamente resistente.

Na andlise comparativa entre os métodos de inoculagcdo no caule e em discos

foliares verificou-se correspondéncia dos resultados para o clone mais suscetivel (BA
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6021) e para 0 mais resistente (AEC 1528) (Figura 9 a, b). Entretanto a avaliacdo em
discos foliares foi mais sensivel na detecgdo de reacdo de suscetibilidade dos clones
CO1407 e BA 7346, aléem da obtencdo destes resultados com apenas cinco dias apds
inoculacdo e sem a necessidade de destruicdo da planta. Corroborando com estes
resultados, a analise histoldgica do caule das plantas aos 50 dias apds a inoculacgéo,
também indicou que o clone AEC 1528 (resistente) apresentou menor porcentagem de
vasos infectados, enquanto os clones BA 6021 e CO 1407 apresentaram as maiores

porcentagens (Figura 9 c).
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DISCUSSAO

Avaliacgdo fenotipica em discos foliares

Na metodologia avaliada nesse estudo, utilizando inoculagdo de esporos nos
tecidos de discos foliares, em trés dias apos inoculacdo foi possivel distinguir genotipos
resistentes de suscetiveis. O fungo inoculado diretamente no tecido foliar fica exposto
aos nutrientes da planta e a reagdo do hospedeiro, o que pode levar a resposta mais
répida quanto a capacidade do genotipo em responder a infec¢éo.

Além da metodologia em inoculagdo em disco ndo ser destrutiva para a
avaliacdo da infeccdo por Ceratocystis fimbriata em eucalipto, também apresenta
vantagem de utilizar uma planta por clone, bem como ser precoce, ou seja, poder ser
realizada em mudas jovens. As metodologias de avaliagcdo da infec¢do no caule, exige
mudas com diametro de 1,5 cm, 0 que necessita de 60 a 120 dias, para a inoculacdo (
MAGALHAES et al., 2015, FIRMINO et al., 2013; TUMURA et al., 2012; MAFIA et
al., 2011; ROSADO, 2009; ZAUZA et al., 2004; BAKER et al., 2003). Na metodologia
dos discos foliares o tempo de resposta € mais rapido (a partir de 3 dias), comparado aos
métodos de inoculagdo descritos na literatura (em média 50 dias), como na avalia¢do do
comprimento da descoloracdo do xilema para determinacdo da resisténcia /
suscetibilidade (FIRMINO et al., 2015; MAFIA et al., 2011; OLIVEIRA, et al., 2010;
ZAUZA et al., 2004) e inoculacdo de aliquota de suspensdo de fungo em folhas de
hospedeiros (MAGALHAES et al., 2015).

A classificacdo do clone BA 6021 como suscetivel e do clone AEC 1528 como
resistente obtidas com a metodologia dos discos foliares foram corroboradas também
pelas andlises de inoculacdo no xilema e anatdmica. Entretanto os resultados para os
clones CO 1407 e BA7346 divergiram nos diferentes métodos. Na metodologia de
infeccdo no xilema o clone CO 1407 apresentou resisténcia moderada na maioria das
plantas e o clone BA7346 um nivel de resisténcia similar ao clone AEC 1528. Porém ao
observar a analise anatdmica o clone CO 1407 apresentou elevado nimero de vasos
infectados, presenca de peritécios e AACPD aumentada, evidenciando suscetibilidade
moderada ao fungo. Da mesma forma o clone BA 7346 apresentou presenca de
peritécios e aumento da AACPD, contudo, estes apresentaram baixa porcentagem de
vasos infectados, revelando resisténcia moderada. Nesse contexto a analise por meio da
inoculacdo em discos apresentou-se mais sensivel a deteccao, em relagdo a metodologia

de infecgéo no xilema.
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Para o estudo de resisténcia em clones de eucalipto, o método utilizado
tradicionalmente é a avaliacdo no xilema, o qual apresenta descoloracdo e
escurecimento dos vasos nos quais hd o desenvolvimento do micélio de C. fimbriata.
Entretanto, sdo relatadas alteracdes na coloracdo do lenho em locais distantes das
regibes infectadas pelo patégeno, o que pode, em alguns casos, resultar em
superestimacao da severidade da doenca (MAFIA et al., 2011), o que também ocorreu
para o clone CO 1407 neste estudo.

Os clones BA 6021, CO1407 e BA7346 embora tenham apresentado
desenvolvimento do fungo no xilema, mantiveram-se morfologicamente assintomaticos
durante 50 dias de avaliacdo, a excecdo de uma planta do clone BA 6021, que
apresentou murcha. Plantas assintomaticas foram relatadas em diferentes estudos de
resisténcia conduzidos com Ceratocystis sp. em clones de eucalipto (TUMURA et al.,
2012; ZAUZA et al., 2004; FIRMINO et al., 2013). A influéncia de fatores climaticos
na expressdo dessa doenca, podem camuflar os sintomas de infeccdo no campo em
épocas que exigem menor transpiracdo da planta, ou seja, épocas com temperaturas
amenas e periodos de chuvas bem distribuidos.

A vantagem da metodologia proposta neste trabalho em relacdo a metodologia
de Magalhdes et al. (2015), que propuseram um método de deteccdo precoce de
Ceratocystis spp em diversos hospedeiros, entre eles eucalipto, consiste em que,
inoculando uma gota de suspensdo do fungo sobre folhas do hospedeiro, é necessario a
formacdo de peritécio para estimativa da resisténcia/ suscetibilidade; enquanto que ao
inocular a suspensdo do fungo diretamente no tecido foliar, os conidios germinam ao
estarem em contato direto com nutrientes da célula da planta, espalhando-se
rapidamente através do tecido foliar (D"AMBRA et al., 1977). Assim, na planta
resistente, o avanco do fungo é impedido por genes de resisténcia, que ativam a
producdo de substancias de resisténcia como as gomas ou géis. Além disso, na
metodologia citada anteriormente, Magalhées et al. (2015), a infec¢do do fungo depende
da permanéncia da gota de suspensdo no local do corte da nervura. Logo, quando a gota
escorre, o fungo ndo penetra. Isto foi observado no teste realizado, no qual a gota
escorreu e como consequéncia o fungo desenvolveu-se muito fracamente na nervura
central.

Mafia et al. (2011) estudando um protocolo rapido e simples para avaliacdo da
resisténcia a murcha-de-Ceratocystis, observou que 0 tempo necessario para 0

crescimento das plantas em vasos e o grande consumo de espaco € desvantagem desta
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técnica, bem o fato de se tratar de avaliacdo destrutiva das plantas. Ferreira et al. (2005)
desenvolveram uma técnica rapida de avaliacdo por meio de microscopia Optica comum
para a deteccdo de Ceratocystis, em caule infectado e, visualizando clamiddsporo no
xilema em cortes histolégico do tecido infectado. Entretanto, tal técnica necessita de
cortes nas hastes contaminadas do eucalipto. A técnica apresenta a desvantagem de
impossibilitar a manipulagéo das estruturas do fungo num meio de cultura ou numa isca
de cenoura, e também der destrutiva. Assim, a ndo destruicdo das plantas pelo método
de avaliacdo em discos foliares, tem relevancia em estudos de melhoramento genético,
em que a avaliacdo precoce e ndo destrutiva de genoOtipos permite a selecdo e
manuten¢do dos mesmos ap0ds a caracteriza¢do quanto a resisténcia.

Analisando-se a AACPD total, obtida por meio da metodologia de discos
foliares, foi possivel observar que o clone AEC 1528 continuou apresentando a menor
AACPD com maior resisténcia e o clone BA 6021 a maior AACPD, resultados
semelhantes a andlise de severidade do xilema, confirmando a efetividade da
metodologia de andlise dos discos foliares, corroborando as reagOes de resisténcia e
suscetibilidade desses clones. Segundo Machado et al. (2008), a variavel AACPD por
integrar toda a curva do progresso da doenca, levando em considera¢do o inicio da
epidemia e a magnitude do incremento da severidade ao longo do tempo, devem ser
limitada a teste de avaliacdo de poucos gendtipos, como o que foi realizado nesse
estudo, usando somente quatro genotipos.

A severidade é um método que procura determinar a porcentagem da area de
tecido doente (sintomas/ e ou sinais visiveis), por meio da medicdo direta da area
afetada com medidores de area em computador, ou por meio de chaves descritivas,
medicdo automatica e sensores remotos. Apresenta como vantagens ser mais precisa,
expressando o dano real causado pelos patdgenos, caracteriza melhor o nivel de
resisténcia a um patégeno e expressa com maior fidelidade a intensidade da doenc¢a no
campo e os danos causados (LIBRELON, 2015). Assim, de acordo com os resultado do
presente estudo, foi possivel verificar uma metodologia sensivel e confiavel de
fitopatometria para a quantificagdo da doenga murcha-de-Ceratocystis em eucalipto,
com base na avaliagdo de severidade em discos foliares aos cinco dias apds a inoculagéo
com o fungo, capaz de identificar germoplasma resistente/ suscetivel a C. fimbriata que,
por ser precoce e ndo destrutiva, pode ser utilizada em estudos de melhoramento

genético do eucalipto.
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CONCLUSAO

A metodologia de avaliagdo precoce de disco foliar pode ser empregada na
avaliacdo de clones resistentes ou suscetiveis de eucalipto, utilizando plantas jovens e
obtendo resultados cinco dias apds a inoculagdo com fungo.

Por se tratar de uma metodologia ndo destrutiva, ndo h& o risco de perda de
germoplasma importante para programas de melhoramento genético do eucalipto
visando materiais resistentes.

De forma similar entre as duas metodologias, o clone AEC1528 mostrou-se
resistente e os clones CO 1407 e BA 6021 foram suscetiveis ao fungo Ceratocystis

fimbriata, enquanto o clone BA 7346 apresentou resisténcia moderada ao fungo.
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RESUMO

A cultura do eucalipto € uma das mais importantes do Brasil, constituindo-se em fonte
de energia e madeira renovavel, além de celulose e carvdo. O eucalipto é infectado por
diversos patogenos, principalmente fungos, desde o viveiro até plantios adultos. Este
trabalho teve como objetivo realizar estudos morfofisioldgicos da planta e anatdbmica do
caule, em relacdo ao desenvolvimento de C. fimbriata no tecido do xilema em clones
comerciais de Eucalyptus. Foram utilizandas mudas dos clones AEC 1528, BA 7346,
CO 1407 e BA 6021, com seis meses de idade. Para a avaliacdo fenotipica do caule foi
feita a inoculagdo do fungo no caule dos clones, com disco (@5mm) de meio de cultura
MEAY, colonizado pelo fungo em 10 plantas por genoétipo. Para este método, apos
inoculacéo a severidade da doenca das plantas em fungéo do tempo, foi avaliada 50 dias
apos a inoculacdo no xilema, utilizando escala de frequéncia. As caracteristicas de
desenvolvimento da planta, altura da parte aérea, didmetro do caule, matéria seca das
folhas e do caule foram avaliadas semanalmente até 50 dias apds inoculacao, calculou-
se 0 crescimento médio acumulado desses parametros para cada clone. As variaveis de
trocas gasosas, fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e
razdo entre a concentracao interna e ambiente de CO, (Ci/C,) foram avaiadas. Para as
analises anatbmicas do caule foram feitos cortes transversais, no ponto da inoculacéo,
trés centimetros antes e trés centimetros depois do ponto de inoculagdo para deteccdo de
estruturas de resisténcia ao patdgeno. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e avaliados pelo teste F, em nivel de 5% de probabilidade. A comparacao
entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey. Os clones BA 6021, CO 1407, AEC
1528 e BA 7346 apresentaram plantas altamente suscetiveis a plantas altamente
resistente, mostrando a variabilidades desses clones e grau de agressividade do fungo.
No clone BA 6021 ocorreu reducdo do crescimento médio acumulado do caule, do
didmetro e murcha em planta. Mecanismos de resisténcia estrutural (lignina e geis)
puderam ser observados nos cortes anatdmicos apo6s 50 dias da infeccdo do fungo. Nos
pardmetros fisiologicos a infecgdo do fungo ndo interferiu no desenvolvimento dos
clones. Com base nos resultados encontrados os clones AEC 1528 e BA 7346
mostraram-se resistente ao fungo C. fimbriata e o clone BA 6021 apresentou a maioria
de suas plantas suscetiveis.

Palavras chaves: murcha-de-Ceratocystis, xilema, gel, resisténcia genética, eucalipto
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ABSTRAT

The eucalyptus crop is one of the most important in Brazil, constituting a source of
renewable energy and wood, besides supporting important processes for the production
of pulp and coal. Eucalyptus, like other plant species, is infected by several pathogens,
especially fungus, from the nursery to adult trees. In this work, was studies
morphophysiological anatomy analyses in stem to observed the development of C.
fimbriata in the xylem. It’re using: AEC 1528, BA 7346, CO 1407, BA 6021
genotyps,(6—months-age). The phenotypic evaluations was carried out on the stem, it
inoculated by fungus, it used of disc (@5mm) MEAY medium, colonized by the fungus
in 10 plants per clone. For this method, the severity of the plant disease as a function of
time was evaluated, after 50 days in the inoculation in the xylem, using frequency scale.
The morphologycals characteristics, height of plant, stem diameter, dry matter leaf and
stem were evaluated weekly up to 50 days after inoculation. The cumulative mean
growth of these parameters was set for each clone. The variables of gas exchange, liquid
photosynthesis (A), stomatal conductance (gs), transpiration (E) and ratio between
internal concentration and CO, (Ci/C,) were evaluated. It’re made cross-sections were
made in the point of inoculation, 3 cm before and after the inoculation point, to observe
resistance structures. The data was performed using analysis of variance and
Tukey's test. The BA 6021, CO 1407, AEC 1528 and BA 7346 clones showed highly
resistant plants, showing the variability of these clones and the degree of aggressiveness
of the fungus. In the BA 6021 clone there was reduction of the average accumulated
growth of the stem, diameter and wilt in the plant. Structural mechanism of resistance
(lignin and gels) could be observed in the anatomical cuts of stem after 50 days of
fungus infection. In the physiological parameters of fungus infection did not interfere in
the development of the clones. Based on the results found AEC 1528 and BA 7346
clones were resistant to fungus C. fimbriata and BA 6021 clone presented most of their

susceptible plants.

Keywords: Ceratocystis wilt, xylem, gel, genetic resistance, eucaliptus
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INTRODUCAO

O Brasil é o lider mundial em éreas plantadas e em produtividade de eucalipto
(IBA, 2016). Espécies do género Eucalyptus possuem vantagens como o réapido
crescimento, alta capacidade de rebrota ap6s a colheita, grande incremento de matéria
seca, alta capacidade de producdo de celulose, cobertura de solo para areas inclinadas,
producdo de 6leos essenciais e ainda um eficiente modo de propagacéo clonal (SINF,
2016) e amplamente utilizadas na inddstria de papel, celulose, madeireira, carvédo e
producdo de dleos essenciais. Dentre as espécies mais plantadas no Brasil estdo E.
grandis, E. camaldulensis, E. saligna e E. urophylla, aléem de hibridos oriundos do
cruzamento entre E. grandis e E. urophylla (MYBURG et al., 2014, FIRMINO et al.,
2013; TUMURA et al., 2012; ZAUZA et al., 2004). Entretanto, um fator limitante a
produtividade € a suscetibilidade a diversos patdgenos, sendo notéria a prevaléncia de
fungos como agentes patogénicos (FIRMINO et al., 2013; TUMURA et al., 2012;
ZAUZA et al., 2004).

O fungo Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted, causador de murchas e cancros,
constitui um desafio a cultura do eucalipto, pelos danos e prejuizos causados e falta de
controle quimico (ROSADO et al., 2016; TUMURA et al., 2012; SANTOS, 2004). A
murcha-de-ceratocystis € uma doenca sistémica, que infecta os tecidos vasculares,
principalmente o xilema, ocasionando descoloragéo do lenho. A colonizagéo dos vasos
do xilema pelo Ceratocystis impede o fluxo normal da seiva bruta, levando a murcha e
posterior morte da planta (ROSADO et al., 2016; FIRMINO et al., 2013; TUMURA et
al., 2012). Cortes perpendiculares ao eixo principal de arvores infectadas evidenciam a
descoloragéo radial, sintoma tipico da doenga (ALFENAS et al., 2009).

O plantio de genotipos resistentes é a forma mais eficiente de controle de C.
fimbriata em eucalipto (ZAUZA et al., 2004). A heranca genética da resisténcia é pouco
conhecida, entretanto a identificacdo de gendtipos de Eucalyptus spp. resistentes tem
sido 0 objetivo de vérios estudos de avaliacdo de parentais e progénies de eucalipto
(ROSADO et al., 2016; 2010), visando uma forma efetiva de manejo e a identificagdo
de diferentes fontes de resisténcia ao patdgeno para uso no melhoramento genético.

As plantas se defendem do ataque de patdgenos por mecanismos de resisténcia.
Estes mecanismos podem ser de natureza estrutural e/ou bioguimica e podem ser
formados antes (pré-formada/constitutiva) ou apos a infeccdo (pos-formada/induzida).

Os fatores estruturais agem como uma barreira fisica, impedindo a penetracdo do
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patdgeno e a colonizacdo dos tecidos da planta, enquanto que os fatores bioquimicos
sdo substancias produzidas pelo hospedeiro, que se mostram tdxicas ou criam condigdes
adversas para o crescimento do patégeno no interior da planta (PASCHOLATI e
LEITE, 1995). Substancias formadas nesses mecanismos, gomas ou geéis, podem ser
observados através de preparacOes anatdbmicas do material vegetal com cortes
histoldgicos, o qual contribui para o entendimento do desenvolvimento do fungo nos
vasos do xilema e suas possiveis alteracdes no hospedeiro. Também o desenvolvimento
do micélio do patdgeno de clones suscetiveis e a deformacdo dos vasos do Xilema
causada por C. fimbriata podem ser observados nesses cortes (SUN et al., 2008;
TUMURA, 2011; FIRMINO et al., 2015; VIEIRA, 2015).

Em estudo prévio, Vieira (2015) relatou diferencas anatdmicas nas raizes de
hibridos de E. grandis x E. urophylla e clones de E. urophylla relatados com resisténcia
ou suscetibilidade ao C. fimbriata, em plantas inoculadas. Estudos anatdmicos com
plantas inoculadas no caule com o fungo foram realizados por Firmino et al. (2015),
relatando o inicio da infeccdo. Comparacgdes anatbmicas entre plantas inoculadas e ndo
inoculadas em estagio avancado da infeccdo ainda ndo foram reportados. Neste estudo
objetivou-se o estudo morfofisioldgico da planta e anatbmica do caule, em relacdo ao
desenvolvimento de C. fimbriata no tecido condutor em hibridos comerciais de

Eucalyptus.
MATERIAL E METODOS

Material vegetal e inéculo

Os experimentos foram realizados no Setor de Fitopatologia-NUDEMAFI/
DAG/ CCAE e Laboratdrio de Anatomia da Madeira/DCFM- Universidade Federal do
Espirito Santo em agosto/ 2016. Os clones de eucalipto utilizados foram BA 6021, CO
1407, BA 7346 e AEC 1528, todos hibridos de E. grandis x E. urophylla. As mudas,
com 90 dias foram adquiridas dos viveiros das empresas Ducampo de Linhares-ES e
Pro Mudas Sul Minas Ltda/ Lavras-MG e transplantadas para vasos de 10 L com
mistura de terra, areia e substrato comercial organico Bioplant (3:1:1), adubadas 30 e 60
dias apds plantio, até seis meses de idade.

O isolado de Ceratocystis fimbriata utilizado foi cedido pela Prof. Dr2 Maria
Alves Ferreira, proveniente do Banco de fungos do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras-MG. Para o isolamento do fungo foi utilizado meio de
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cultura MYEA (2% de extrato de malte, 0,2 % de extrato de levedura e 2% de agar) em
placas de Petri. As placas foram acondicionadas em sala climatizada a 25 + 1°C, com 24
horas de luz até total preenchimento da placa.

Para a inoculagéo do isolado nas plantas foi utilizado um disco de meio de meio
de cultura MEAY, colonizado pelo fungo (@5mm). O disco foi introduzido em um
ferimento realizado com o auxilio de um bisturi, onde foi feito um corte superficial
longitudinal de aproximadamente dois cm no caule da planta 10 cm acima do solo. No
corte foi colocado algoddao umedecido com agua e protegido com plastico PVC. O
controle foi inoculado com disco de meio de cultura MEAY esterilizado (FIRMINO et
al., 2012; FIRMINO et al., 2011).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 10
plantas (repeti¢bes) inoculadas e trés plantas ndo inoculadas (testemunha) por clone.
Cada planta com seis meses de idade. As plantas inoculadas e ndo inoculadas foram
mantidas em casa-de-vegetacdo, por 50 dias até a avaliacdo fisioldgica, morfoldgica e

anatomica.
Analises morfologicas

As caracteristicas de desenvolvimento da planta, altura da parte aérea e diametro
do caule foram avaliadas no dia da inoculacdo e semanalmente até os 50 dias. O
didmetro do caule foi medido a 10 cm a partir da superficie do solo, utilizando
paquimetro digital. A altura das mudas foram medidas com o auxilio de uma fita
métrica graduada, medindo-se da base ao apice das mudas. Ao final foi calculado o
crescimento médio acumulado do caule em altura e didmetro para cada clone.

Aos 50 dias apos a inoculacdo as plantas foram separadas nas fracfes folhas,
caule. Para estimar a matéria seca das folhas (MSF) e a matéria seca do caule (MSC),
folhas e caule foram mantidos em estufa de circulacdo forcada a 65°C por 72 horas.
Apbs esse periodo foram pesados em balanca analitica para obtencdo da massa seca da
parte aérea.

Adicionalmente, aos 50 dias ap0ds inoculacdo foram realizadas as medi¢des dos
pardmetros fisiologicos, em trés plantas (repeti¢cbes) controle (com ferimento sem
inoculagdo - CF), inoculadas com discos sem fungo e trés plantas inoculadas com fungo
(1). Foram medidas a fotossintese liquida ((A), pmol CO, m?%), a condutancia
estomética ((gs), mmol H,O m™?s™)), a taxa de transpiracéo ((E) pmmol de H,O m-2 s%).

Também foi obtida a relacdo entre a concentracdo interna e do ambiente de CO2
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(Ci/Ca) (ummol de CO, m-? s pela utilizagdo do Analisador de gases infravermelho
(IRGA) modelo: modelo LI-6400, marca LICOR) as 10:00 h. Para essas analises foram
escolhidas folhas localizada no tergo médio da planta.

Analises anatémicas de caule

As andlises anatdmicas do caule foram realizadas antes da inoculagédo e 50 dias
apos a inoculacdo em duas plantas inoculadas e uma planta ndo inoculadas dos quatro
clones em estudo. Foram feitos cortes histoldgicos transversais, a 10 cm acima do solo
(local da inoculacdo do fungo) antes da inoculacdo de C. fimbriata por clone. Aos 50
dias ap6s a inoculacdo, foram feitos cortes histoldgicos em trés pontos do caule
inoculado: (1) trés cm acima da leséo, (2) no ponto da lesdo e (3) trés cm abaixo da
lesdo para verificar o crescimento flngico nos vasos do xilema. Foram feitos I1&minas
com solucdo de alcool 15% e analisados no Softwere Axio-visco 4.9.1, modelo da
camera AxioCamMRS5. A porcentagem de vasos de xilema infectados por C. fimbriata
foi obtida considerando todos os trés cortes de cada clone. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e avaliados pelo teste F, em nivel de 5% de
probabilidade. Posteriormente, a comparacdo entre as médias foi realizada pelo teste de

Dunnet (5% de significancia), com auxilio do programa R e plotado em Boxplot.
RESULTADOS

Anélises morfologicas

Os valores médios de matéria seca de folhas e caules, altura das plantas, e diametro
do caule dos clones infectados e ndo infectados com C. fimbriata estdo apresentados na
Tabela 1. Nao houve diferenca para as variaveis matéria seca da folha e do caule entre
os clones inoculados e nédo inoculados, portanto a infec¢do do fungo ndo interferiu no

desenvolvimento de folhas e do caule dos clones testados.



59

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas de clones de Eucalyptus inoculados (I) e ndo
inoculados (IN) com Ceratocystis fimbriata, 50 dias apds a inoculacdo. Matéria seca da
folha (MSF), matéria seca do caule (MSC), altura da planta e didmetro do caule.

Clone Inoculado MSF MSC Altura Diametro
BA6021 13,98 abcd 19,41 ac 89,9 137,67
C01407 13,81 abcd 13,52 acd 74,5 89,89
AEC1528 15,06 ac 17,53 abcd 98,22 144,90
BAT7346 10,23 abd 11,25 abd 88,25 83,37
Testemunhas

BA6021 13,00 a 15,60 a 95,66 141,67
C01407 9,30b 11,14 b 79,33 90,67
AEC1528 16,22 ¢ 18,39 ¢ 93,67 105,67
BA7346 9,05d 11,74d 98,33 80,00

Médias seguidas por mesmas letras minusculas na coluna ndo diferem entre si pelo
Teste de Dunnet (p<0,05). Auséncia de letras sem diferenca significativa.

O clone BA 6021 apresentou reducdo da média acumulada da altura e do
didmetro do caule em plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas. Os
clones AEC 1528 e BA 7346 apresentaram um comportamento contrario, no qual houve
ligeiro aumento em média de altura e didmetro em plantas inoculadas.

As analises de crescimento das plantas em altura e didametro do caule foram
realizadas semanalmente durante os 50 dias de experimento, sendo avaliadas as plantas
inoculadas e controle. Considerando os crescimentos medios acumulados, os clones
com maior numero de plantas resistentes ao C. fimbriata, AEC 1528 e BA 7346,
apresentaram maior incremento no didmetro do caule em plantas inoculadas (Figura 2).
Quanto ao crescimento em altura, o clone BA 7346 apresentou maior incremento no
crescimento nas plantas inoculadas, de forma similar ao clone CO 1407. O clone com
maior suscetibilidade ao fungo BA 6021 apresentou menor crescimento das plantas
inoculadas em relacdo ao controle com diferencas a partir da primeira semana apos a
inoculacdo, sem alteracGes perceptiveis no diametro do caule. AlteracGes no diametro
do caule e crescimento da planta ficaram evidentes a partir do sétimo dia na maioria dos
casos, evidenciando a rapidez na reposta da planta & infeccdo do patégeno, tanto em

plantas suscetiveis como em resistentes.
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Figura 1. Crescimento médio acumulado do caule em altura (cm) e didmetro (mm) para
quatro clones de eucalipto em plantas ndo inoculadas (azul) e inoculadas (laranja) aos 0,
7,14, 21, 28, 35, 42 e 50 dias apo6s a inoculagdo.

Analises fisiologicas

Em geral, de acordo com as andlises da fotossintese (A), condutancia estomatica
(gs), transpiracdo (E) e concentracdo de CO, intercelular e concentracdo de CO, no
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ambiente (Ci/Ca), 50 dias ap06s inoculacdo, a infeccdo por C. fimbriata néo
influenciaram no desenvolvimento dos clones de eucalipto para os clones BA 6021, CO
1407, BA 7346. O clone AEC 1528 apresentou maior fotossintese, transpiracdo e
condutancia estomatica nas plantas nao inoculadas (Tabela 2). Os clones CO 1407 e BA
7346 apresentaram 0s maiores valores relativos aos parametros fisiolégicos e 0 BA

6021 os menores.

Tabela 2. Médias das variaveis fisiologicas em clones de eucalipto infectados (I) e ndo
infectados (NI) por Ceratocystis fimbriata: fotossintese liquida ((A) pmol CO, m?%),
condutancia estomatica (gs), mmol H,O m?s™)), taxa de transpiracdo ((E) ummol de
H,O m-2 s') e concentracdo intercelular de CO, e concentracdo ambiente de CO,
(Ci/Ca) (ummol de H,O m-? s aos 50 dias ap6s infeccéo.

A Gs E Ci/Ca
NI? | NI | NI | NI

BA6021 578 534 0,06 0,06 0,002 0,002 0,57 0,56
C0O1407 9,22 9,87 0,15 0,13 0,006 0,003 0,66 0,63
AEC1528 4,82  8,73* 0,04 0,11* 0,002 0,004* 042 0,62
BA 7346 9,09 9,83 0,14 0,15 0,004 0,004 0,67 0,66
Média 7,22 8,44 0,09 0,11 0,004 0,003 0,58 0,62
CV% 33,79 28,07 26,05 11,89

Médias com asterisco na linha diferem entre sei pelo teste F (p<0,05). Auséncia de

asterisco sem diferenca significativa. I'= médias das plantas inoculadas; NI = médias
das plantas ndo inoculadas; *média das plantas inoculadas e ndo inoculadas.

Genotipo B

Analises anatdmicas

Nos cortes transversais dos clones inoculados, evidenciou-se o crescimento do
micélio de C. fimbriata no xilema causando alteracdes nas paredes dos vasos, 0 que ndo
foi observado nos controles, os quais mostram 0s vasos integros, ovalados, claros e
paredes finas (Figuras 2, 3, 4 e 5). Vasos do xilema intactos foram observados nas
plantas controles do clone BA 6021 tanto nos cortes antes da data da inoculacéo, quanto
nos cortes de 50 dias ap6s inoculacdo (Figuras 2a e 2b). Nestes cortes observou-se
lignina pelo crescimento natural da planta, apresentando xilema e medula normal.
Contudo, neste mesmo clone em plantas inoculadas (Figura 2c) as respostas a infecgédo
foram crescimento do micélio de C. fimbriata nos vasos de xilema, a presenca de tecido
necrosado e a regido do cambio formando novos tecidos proximo a area necrosada pelo
fungo. Na Figura 2d. é possivel observar as hifas do fungo ocupando o vaso do xilema e

0 acimulo de goma no vaso.
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Tambeém, nos cortes transversais nas plantas controles do clone CO 1407 (Figura
3a a 3d) foi possivel observar vasos do xilema intactos (Figura 3a) e apds 50 dias da
inoculagdo (Figura 3b) lignina pelo crescimento natural da planta e vaso do xilema com
goma. A planta normalmente produz substancias de protecdo em tecidos sadios, e
quando infectada com micro-organismos a quantidade dessas substancias sdo
intensificadas. Neste mesmo clone infectado por C. fimbriata, apds 50 dias observou-se,
tecido necrosado e vasos do xilema com crescimento do micélio de C. fimbriata (Figura
3c). O fungo cresceu radialmente no tecido do xilema (Figura 3d) e observou-se o
crescimento do micélio nos vasos.

No clone AEC 1528, ap6s 50 dias de infeccdo verificou-se tecido necrosado e
vasos do xilema com crescimento de micélio do fungo (Figura 4c). A planta
desenvolveu estratégia de defesa, como o crescimento de tecido parenquimatico para
impedir o crescimento do patdgeno, como pode ser visto na Figura 4d: o crescimento de
tecidos novos proximo a area necrosada evidencia um mecanismo de defesa da planta a
infecgdo de C. fimbriata, desviando-se da &rea infectada.

Os cortes transversais do clone BA 7346 Figuras 5a a 5d, nos 50 dias apds
inoculacdo, vasos do xilema com crescimento do micélio do fungo foram observados
(Figura 5c). Na Figura 5d, também, observou-se um crescimento de tecidos novos
desviando do tecido de cicatrizag&o.

Na analise da contagem do xilema dos clones estudados, os clones CO 1407 e
BA 6021 apresentaram maior porcentagem de vasos do xilema infectado néo

diferenciando entre si estatisticamente (Figura 6).
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Figura 2. Secces transversais de caule de clone de eucalipto: 2a—2d, Clone BA6021:
2a-Tempo inicial (antes da inoculagdo com Ceratocystis fimbriata no caule) a 10 cm
acima do colo da planta. X: Xilema, M: Medula (Controle); 2b—2d Tempo apés 50 dias
de inoculagdo com C. fimbriata a 3cm abaixo da leséo, 2b: X: Xilema, (Controle), M
‘Medula; 2¢c — C: Cambio, X: Xilema, M :Medula. Seta vermelha indicando vaso do
xilema infectado com C. fimbriata. Seta amarela indicando tecido necrosado. Seta
amarela pontilhada regido do cambio formando novos tecidos; 2d — Seta vermelha
indicando vaso do xilema com micélio de C. fimbriata. Seta preta pontilhada mostrando
hifa de Ceratocystis com aumento de 50X. Seta vermelha indicando colonizagdo no
vaso do xilema e seta amarela indicando acimulo de goma no xilema;
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Figura 3. Seccdes transversais de caule de clone de eucalipto: 3a- 3d, Clone CO 1407:
3a - Tempo inicial (antes da inoculagdo com C. fimbriata no caule) a 10 cm acima do
colo da planta. C: Cambio, X: Xilema, M: Medula; 3b. Tempo apds 50 dias de
inoculagdo com C. fimbriata a trés cm abaixo da lesdo. X: Xilema, M: Medula. Seta
amarela indicando acumulo de goma ou géis no xilema; 3c - X: Xilema. Seta vermelha
indicando vaso do xilema com micélio de C. fimbriata. Seta amarela indicando tecido
necrosado. 3d — Seta vermelha indicando vaso do xilema com micélio de C. fimbriata.
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Figura 4. Secgdes transversais de caule de clone de eucalipto: 4a-4b, Clone AEC 1528.
4a-Tempo inicial (antes da inoculagdo com Ceratocystis fimbriata no caule) a 10 cm
acima do colo da planta. X: Xilema, M: Medula (Controle); Tempo ap6s 50 dias de
inoculagdo com C. fimbriata. 4b-4d: Controle- Corte 2 a trés cm acima da lesdo - X:
Xilema, M: Medula; 4c — Corte 1: trés cm abaixo da lesdo, X: Xilema. Seta vermelha
indicando vaso do xilema infectado com C. fimbriata. Seta amarela indicando tecido
necrosado; 4d — Corte 3: a 3cm acima da lesdo. Seta amarela indicando tecido de

cicatrizagdo.
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Figura 5. Secc¢des transversais de caule de clone de eucalipto: 5a-5d, Clone BA 7346: 6a
- Tempo inicial (antes da inoculacdo com C. fimbriata no caule a 10 cm acima do colo
da planta, X: Xilema, M: Medula. Seta vermelha indicando vaso do xilema infectado
com C. fimbriata; 5b-5d Tempo apos 50 dias de inocula¢do com C. fimbriata, Corte 1; a
trés cm abaixo da lesdo. X: Xilema; 5¢c — a trés cm abaixo da lesdo. X: Xilema, M:
Medula; 5d: Corte 3: 3cm acima da lesdo— X: Xilema, C: Cambio. Seta branca
indicando formacéo de novos tecidos de xilematico. Seta amarela indicando tecido de

cicatrizagéo.
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Figura 6. Porcentagem de vasos do xilema infectados de quatro clones de Eucalipto, 50
dias apos a inoculacdo com Ceratocystis fimbriata. Médias seguidas por mesmas letras
ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

DISCUSSAO

Analises morfofisioldgica

Os estudos morfofisiologicos relacionados a patogénese sdo importantes no
entendimento dos mecanismos de resisténcia em diversos patossistemas, estando a
estrutura celular e tecido da planta muito relacionada ao desenvolvimento das doencas
vegetais (SILVA et al., 2005). Também, a resisténcia genética é uma das alternativas
mais eficientes dentre as estratégias de controle de doenca do eucalipto, em funcao
principalmente das caracteristicas da cultura (ALFENAS et al., 2009; ZAUZA et al.,
2004). Desta forma, é imprescindivel uma metodologia segura de analise, uma vez que
0 plantio de gendtipos suscetiveis pode levar a perdas significativas de producgéo
(MAFIA et al 2011, ALFENAS et al., 2009).

Estudos prévios, conduzido por Pascholati e Leite (1995) verificaram que de
forma geral, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra patégenos, 0s quais
sdo desencadeados imediatamente apds a presenca destes organismos nos tecidos
hospedeiros. Nesta interagdo, o simples contato entre o patdégeno e o hospedeiro

desencadeia uma série de reacfes de reconhecimento celular, resultando em
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modificagdes estruturais, entre elas, mudangas morfoldgicas visiveis. Como visto nas
diferengas entre incremento de crescimento de plantas inoculadas e n&o inoculadas
relativas a altura e didmetro (Figura 1).

Em diversos trabalhos os clones apresentaram-se assintomaticos, como o CO
1407, 50 dias apos inoculacdo, entretanto com grande quantidade de vasos com
desenvolvimento do micélio foram verificados. O ndo desenvolvimento do sintoma de
murcha e, ou, morte das mudas inoculadas com o isolado de C. fimbriata é um resultado
comum, embora, ndo esperado (FIRMINO et al., 2013; MARQUES, 2013; TUMURA,
2011; MAFIA et al., 2011; ZAUZA et al., 2004). Em campo a influéncia de fatores
climéticos na expressdo dessa doenca pode camuflar os sintomas de infec¢do em épocas
que exigem menor transpiracdo da planta, ou seja, épocas com temperaturas amenas e
periodos de chuva bem distribuidos (FALAVESSA, 2014; FIRMINO et al., 2013;
ZAUZA et al., 2004).

Os mecanismos da resisténcia a murcha de Ceratocystis sdo pouco elucidados.
Trabalhos baseados em andlises fenotipicas sugerem uma grande variabilidade genética
para a resisténcia ao fungo em genotipos de eucalipto (ROSADO, 2009), como também
evidenciado neste trabalho pelas diferentes respostas dos clones. Em adicéo, é relatado
grande diversidade genética entre isolados de C. fimbriata, o que resulta em diferentes
graus de agressividade do fungo para com os genotipos (ZAUZA et al., 2004). Tais
fatores revelam complexidade da resisténcia a este patdgeno. Os clones BA 6021, CO
1407, AEC 1528 e BA 7346 apresentaram plantas altamente suscetiveis a plantas
altamente resistente, mostrando a variabilidades desses clones e grau de agressividade
do fungo. Segundo Mafia et al. (2011), o uso do critério Unico de tamanho de leséo néo
apresenta boa correlagdo com a suscetibilidade.

Os padrBes de crescimento em altura e em diametro ocorridos neste estudo,
provavelmente estejam relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas ao
longo do tempo de avaliagdo. E as diferengas encontradas entre os valores médios de
crescimento médio acumulado do caule e didmetro dos clones resistente e suscetivel
foram determinadas pelas caracteristicas genéticas e adaptativas de cada genétipo. O
clone AEC 1528 apresentou crescimento similar em plantas inoculadas e né&o
inoculadas, aparentemente, ndo apresentando significativa influéncia da infeccdo do
fungo pelo isolado de C. fimbriata. Os clones CO 1407 e BA 7346 consideradas
resistentes na metodologia de comprimento do Xilema apresentaram crescimento médio

acumulado do caule e diametro maior em plantas inoculadas. Marques (2013) também
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observou plantas de Eucaliptus grandis inoculadas com isolado de C. fimbriata com
taxa de crescimento e diametros maiores quando comparadas a plantas ndo inoculadas.

Como ndo houve comprometimento do crescimento das plantas ao longo do
periodo de avaliacdo e uma vez que, na maioria dos clones ndao foram observadas
reducdo no crescimento médio acumulado do caule, pode-se inferir que o tempo de
avaliacdo néo foi suficiente para que a infec¢do causada pelo C. fimbriata promovesse
danos consideraveis ao sistema vascular consequentemente, interferindo efetivamente
no crescimento da planta.

Na literatura menores indices de crescimento em altura sdo associados a uma
maior expressdo da doenca, culminando em sintomas de murcha e/ou morte, sendo o
crescimento de mudas de eucalipto em altura e biomassa da parte aérea, utilizados como
varidveis para auxiliar na avaliacdo da murcha de Ceratocystis (MAFIA et al., 2011). O
clone BA 6021 apresentou este padrdo de avaliacdo, apresentando a reducdo
crescimento médio acumulado do caule, do didmetro e murcha em planta como descrito
na literatura.

No presente estudo, os clones BA 6021, CO 1407 e BA 7346, ndo apresentaram
diferencas nos parametros de fotossintese liquida (A) (condutancia estomaética (gs),
transpiracdo (E) e concentracdo de CO, interna e concentracdo de CO, atmosférica
(Ci/Ca)), provavelmente por terem sido irrigadas diariamente. Como foi observado por
Ferreira et al. (2006), o surgimento da murcha causada por C. fimbriata na regido
sudeste da Bahia e em plantacGes monoclonais nos estados de Mato Grosso e Minas
Gerais estavam associadas ao déficit hidrico anormal naquelas regifes. O fungo se
prolifera em condicGes de déficit hidrico nos vasos do xilema e a morte ocorre quando o
desenvolvimento do fungo se estabelece no cambio vascular (FERREIRA et al., 2006).
Pshibytko et al. (2006) observaram em plantas de tomateiro, que 0s esporos de
Fusarium oxysporium desse fungo ao atingir o xilema desenvolveram rapidamente
atingindo o floema. Consequentemente o fluxo no xilema e floema foi obstruido,
causando déficit hidrico e escassez de nutrientes na planta, causando murcha nas plantas
estudadas.

Os valores médios apresentados pelas plantas inoculadas do clone AEC 1528,
nos parametros de fotossintese liquida, condutancia estomatica e transpiragdo foram
menores em relagdo ao controle. O clone AEC 1528 foi considerado resistente neste
estudo com crescimento de micélio do fungo restrito ao local de infeccdo. O esperado

era gue esses valores médios fossem superiores ou igual aos valores médios das plantas
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controle. Isso pode ser explicado, pela clorose apresentada nas plantas, 50 dias apés a
infecgdo do fungo. Segundo Taiz e Zeiger (2013) o sintoma de clorose é causado pela
deficiéncia de nitrogénio na planta e segundo esses autores esse elemento mineral esta
envolvido no processo fotossintético e apresenta papel principal na constituicdo da
clorofila. Portanto pode-se inferir que os valores medios das plantas inoculadas nédo
sofreu interferéncia pela infecg¢do do fungo.

Nos pardmetros de fotossintese liquida (A) (condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (E) e concentracdo de CO; interna e concentracdo de CO, atmosférica
(Ci/Ca)), a infeccdo do fungo ndo interferiu no desenvolvimento dos clones. Falavessa,
(2014) estudando aumento da concentragdo de CO, em cenarios atuais X cenarios
futuros em clones de eucalipto inoculados com Ceratocystis, relatou que quanto a
fotossintese liquida no cenério atual (T24°C, CO, 400 micro mol) ndo houve diferencas
de valores médios, ja no parametro de condutancia estomatica e transpiracdo o clone

resistente inoculado apresentou valores inferiores nesses parametros.

Anélises anatbmicas

O estudo da anatomia da infec¢do do fungo nos vasos do xilema é importante
para identificar estruturas anatdbmicas diferenciais nos gendtipos, objetivando
compreender os mecanismos envolvidos nas respostas de defesa da planta ao fungo. Em
estudos visando a resisténcia de C. fimbriata com cortes histoldgicos alguns autores
observaram, suspeita de lignificacdo do micélio em vaso colonizado pelo fungo, além da
presenca de estruturas que confere resisténcia a colonizacéo nos tecidos como: tiloses,
gomas ou géis (FIRMINO et al., 2015; VIEIRA, 2015; TUMURA, 2011; SUN et al,
2008).

Além de tiloses, gomas ou géis ha relatos que genotipos resistentes e suscetiveis
tém por caracteristica apresentar distincdo nas estruturas anatémicas. Caracteristicas
anatdmicas indicativas de qualidade e resisténcia podem ser disposicdo e forma das
células; quantidade de fibras; espessura da parede celular; nimero de elementos de vaso
e lignificagdo. Além disto, estas caracteristicas sdo consideradas muitas vezes
caracteristicas intrinsecas de determinados genotipos (SILVA et al., 2005).

A planta, como estratégia de sobrevivéncia, quando tem por¢des de seu tecido
necrosado pela infeccdo do fungo, produz novos tecidos xilematicos e tecido de
cicatrizagdo, como observado nos clones resistentes AEC 1528 e clone BA 7346 (Figura

4d e 5d). As plantas para impedir a invasdo de micro-organismos desenvolvem
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mecanismos de resisténcia, formando barreiras fisicas a penetracdo e/ou colonizacao do
patégeno, obstruindo os vasos com gomas ou géis (Figura 2d e 3b). As gomas ou géis
sdo formados pelas plantas 48 horas apo6s o ataque do fungo em ambas as cultivares,
resistentes e suscetiveis, mas subsequentemente sdo degradados pelas enzimas do
fungo, principalmente nas cultivares suscetiveis (SUN et al., 2008). Segundo Mafia et
al. (2013) a ocupacdo dos vasos pelas estruturas do fungo bem como a formacédo de
gomas ou géis pode limitar a penetracdo do liquido de cozimento, apresentando,
consequentemente, menor rendimento de polpa de celulose e maior consumo de
madeira.

Todos os cortes transversais dos clones estudados apresentaram lignina pelo
crescimento natural da planta (Figura 2, 3, 4 e 5). A lignina depositada sobre as células
¢ uma das barreiras impostas aos patdgenos impedindo sua colonizacdo, uma vez que
aumenta-se a resisténcia das paredes celulares a acdo de enzimas de degradacdo
oriundas dos patdgenos, evitando também a difusdo de toxinas e a passagem de
nutrientes da planta para o parasita (AGRIOS, 2005; SILVA et al., 2005). O clone CO
1407 considerado suscetivel a C. fimbriata pela metodologia do comprimento do xilema
neste estudo, na maioria das plantas, apresentou também uma pequena porc¢do de plantas
resistentes (Figura 1). Vieira, 2015 observou deposigéo de tilose nos vasos do xilema da
raiz do clone CO 1407, indicando que este clone apresenta um sistema de defesa
envolvido na resisténcia a estresses hidricos, seja ele ocasionado por patégenos ou nao.
A evidéncia desta estrutura é uma peculiaridade do genétipo CO 1407, ndo observadas
nos demais clones, estudado por este autor. C. fimbriata € um patdgeno tipico do
xilema, durante o processo de infec¢do o patdgeno ocupa estes vasos e causa a morte da
planta devido o impedimento de transporte de substancias e metabdlitos necessarios a
sobrevivéncia. Como forma de defesa a essa ocupacdo foi identificado em gendtipos
resistentes a formacdo de tiloses nos vasos do xilema, impedindo a colonizacdo dos
vasos (FIRMINO et al., 2015, TUMURA et al., 2012).
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CONCLUSAO

As plantas de eucalipto apresentaram mecanismos de resisténcia: gomas ou géis,
tecidos novos préximos a regido de infeccdo do Ceratocystis fimbriata.

Os clones BA 6021, CO 1407, AEC 1528 e BA 7346 apresentaram diversidade
de respostas com plantas altamente suscetiveis a planta altamente resistente, mostrando
variagdo as plantas desses clones quanto a agressividade do fungo.

Os clones AEC 1528 e BA 7346 mostraram-se resistente ao fungo C. fimbriata e

o clone BA 6021 apresentou a maioria de suas plantas suscetiveis.
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CONSIDERACOES FINAIS

A proposta desse ensaio, estudar o desenvolvimento de uma metodologia de
avaliacdo fenotipica precoce e ndo destrutiva com discos foliares em clones comerciais
de hibridos interespecificos de Eucaliptus urograndis quanto a infec¢do ao Ceratocystis
fimbriata e avaliar alteracbes morfofisiologicas nestes clones decorrentes desse

patégeno.

Verificou-se na analise morfofisioldgica e anatbmica que as plantas apresentaram
mecanismo de resisténcia: gomas ou géis, tecidos novos proximo a regido de infecgdo
de Ceratocystis fimbriata. Os clones BA 6021, CO 1407, AEC 1528 e BA 7346
apresentaram grande diversidade de respostas com plantas altamente suscetiveis a planta
altamente resistente, mostrando a grande variabilidade desses clones e grau de
agressividade do fungo. Os clones AEC 1528 e BA 7346 mostraram-se resistente ao

fungo C. fimbriata e o clone BA 6021 a maioria de suas plantas suscetiveis.

Foi encontrado material altamente resistentes a doenca, que poderd ser usado

como fonte de resisténcia em programas de melhoramento genético.



