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RESUMO

O termo cancro € utilizado para designar lesdes localizadas na casca
do caule de plantas lenhosas que podem resultar no anelamento do caule e no secamento da
parte superior da copa e a morte da planta. A melhor op¢do para o controle da doenca € a
resisténcia genética dos individuos quanto ao patégeno utilizado. Com o objetivo de estudar o
comportamento de resisténcia e mecanismos moleculares de clones dos parentais e das
progénies de eucalipto quanto ao cancro causado por Chrysoporthe cubensis e Botryosphaeria
sp. foram executados ensaios em casa de vegetacdo e em campo. Os isolados utilizados foram
Chrysoporthe cubensis e Botryosphaeria sp. sendo produzidos em meio BDA e inoculados
nos individuos pelo método do disco. A avaliagdo foi realizada 60 dias apds a inoculagao,
medindo a drea da lesdo de cada material. Para o patdgeno C. cubensis inoculados nos
parentais foi encontrado uma média de 3,20 e 6,14 cm? de drea de lesdo do tronco causado
pelos isolados provenientes de Piracicaba e Bofete, respectivamente, enquanto que para
Botryosphaeria sp. a média variou de 7,29 cm 2 a 9,72cm 2 da érea da lesdo. Dos individuos
testados, com C. cubensis, foram encontrados 46,66% de plantas classificadas como
resistentes; 6,67% plantas moderadamente resistente, 13,33% planta moderadamente

suscetiveis e 33,34% plantas suscetiveis. J4 para o teste de clones com Botryosphaeria sp.



verificou-se 91,67% resistentes, 5% moderadamente resistentes, 1,67% moderadamente
suscetivel e 1,67% suscetiveis. As variancias fenotipicas encontradas foram de 41,32 a 0,23
inoculados com C. cubensis e 0,285 a 156,88, quando inoculados com Bothyosphaeria sp. Os
coeficientes de variagdao foram de 125% a 15,05% para C. cubensis e 29,86% a 101,13% para
Bothyosphaeria sp. Os resultados indicam que os materiais genéticos testados possuem boa
fonte de resisténcia para os dois fitopatégenos testados Quanto a analise molecular através de
bulks dos individuos contrastantes, ndo foi possivel avaliar a co-segregacdo dos marcadores
nas progénies das Fazendas Sdo Joaquim, Baronesa e no viveiro de pesquisa da empresa
devido aos progenitores serem poucos contrastantes quanto a caracteristica fenotipica

observada.

Palavras Chaves: Cancro, Eucalipto, Resisténcia, Chrysoporthe cubensis, Botryosphaeria sp.



SUMMARY

The term canker is used to assign to injuries located in the bark of
stems of woody plants that can result in the anelamento of stems and drying of the superior
part of the crown and the death of the plant. The best option for the control of the illness is the
resistance genetic of the individuals concerning to the used patégeno. The objective of this
study the molecular behavior of resistance and mechanisms of clonals of parental and the
lineages the eucalyptus concerning the canker caused for Chrysoporthe cubensis and
Dothiorella sp. The essays executed in the greenhouse and field. The isolated ones used
concerning Chrysoporthe cubensis and Dothiorella sp. being produced in inoculated medium
BDA and in the individuals for the method of the disk. The evaluation was concluded 60 days
after the inoculation, measuring the area of the injury of each material. For pathogeno C.
cubensis inoculated in the parental ones a 6,14 was found average of 3,20 and cm? of area of
isolated injury of the trunk caused for the proceeding ones from Piracicaba and Bofete,
respectively. The average of the area of the injury for the studied lineages varied of 7,29 cm 2
9,72cm 2 for Dothiorella sp. The clonals inoculated C. cubensis were grouped into the
categories HS (highly susceptible — 33,34%), MS (moderately susceptible -13,3%), MR
(moderately resistant- 6,67%), and HR (highly resistant -46,66%). The clonal tested, with



Botryosphaeria sp., verified resistant 91.67%, 5% moderately resistant, 1.67% moderately
susceptible and 5,26% susceptible. The phenotypic variation found was from 41,32 to 0,23,
inoculated with C. cubensis while Botryosphaeria sp from 0,285 t0156,88. The coefficient of
variation from 125% to 15,95% for C. cubensis and 29,86% to 101,13% for Botryosphaeria
sp. The results indicate that the tested genetic materials possess good source of resistance for
the two fitopatdgenos tested. The molecular analysis concerning bulks of the contrasting
individuals, were not possible to evaluate the co-segregation of the markers in the lineages of
the S@o Joaquin and Baronesa Farms and in the shade of research of the company due to the

ancestors ancestors were a little contrasting cocerning the observed phenotypic characteristic.

Keywords: Canker, Eucalipto, Resistance, Chrysoporthe cubensis, Botryosphaeria sp.
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1- INTRODUCAO GERAL

O Eucalyptus € atualmente o género florestal de maior importancia
mundial, devido a sua adaptacdo aos diferentes tipos de clima e solos e seu alto potencial
como matéria prima para a induistria madeireira e a producio de celulose e papel. Seu uso, em
larga escala no Brasil, tem cerca de 30 anos e o pais ja se tornou o maior produtor mundial do
género, com cerca de 3,5 milhdes de hectares plantados. Seu ciclo florestal, que varia entre 6 e
7 anos fez com que sua drea de plantio ultrapassa-se a do género Pinus, que até 1981
dominava a drea total reflorestada no pais. Deste modo a eucaliptocultura tem-se demonstrado
ser uma das mais produtivas, avancadas e competitivas do mundo.

A competitividade do Brasil frente aos demais paises produtores de
eucalipto deve-se ao clima tropical, somado a pesquisa na geracdo de tecnologias que
oferecem ao agronegécio as seguintes vantagens: taxa de crescimento das espécies dez vezes
maior que a do Hemisfério Norte, disponibilidade de areas de plantio, dominio tecnolégico,
facilidade de acesso maritimo, gestdo profissional e mao de obra qualificada para as industrias
(Roxo, 2003). Atualmente, o Brasil tem uma produtividade de 41 m’ /ha/ano, podendo a ter um

potencial de 50 m’/ha/ano. O eucalipto tem como contribui¢do florestal a restauracdo de areas
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degradadas, conservacdo do solo, protecio da biodiversidade e seqiiestro de carbono
(BRACELPA, 2007).

O cancro do eucalipto causado pelo fungo Chrysoporthe cubensis e
Botryosphaeria sp. é considerada uma das doencas importantes para a cultura do eucalipto que
levam a prejuizos quantitativos e qualitativos, pois retarda o crescimento da planta, ocorre a
quebra de fuste pelo vento no local da lesdo e a sua madeira tem o valor para o uso da serraria
afetado, incluindo o baixo rendimento da celulose. O rendimento de madeira é reduzido
significativamente quando os cancros atacam mais de 25 % do comprimento do tronco util
comercialmente (Ferrari et al. 1984). Comparado com a madeira normal, a madeira com
cancro contém mais extrativos e lignina, afetando adversamente o descoramento (Foekel et al.

1976).

O principal dano as darvores causadas por C. cubensis e
Botryosphaeria sp. € o desenvolvimento de grandes cancros que podem matar drvores durante
o primeiro até o tltimo ano do ciclo de crescimento. Sob condi¢des climéticas favordveis com
espécies suscetiveis ou clone, o cancro pode afetar até 50 % das hastes (Alfenas et al. 1983).

Os cancros sdo caracterizados pela morte do floema, do cambio formando quinos nas drvores.

A selecdo de eucalipto resistente a doenga tem reduzido grandes
perdas nas plantacdes causadas por cancro. A propagacdo clonal de genétipos resistentes
forneceu um controle eficaz da doenc¢a no Brasil, e na sele¢do de clone resistentes do hibrido
baseados em Eucalyptus grandis e muitas outras espécies para a Africa do Sul (Van Zyl et al.
1999, Van Heerden et al. 2002).

Existem varias op¢des de controle para reduzir o impacto do cancro
causado por C.cubensis e Botryosphaeria sp. O controle quimico pode ser uma alternativa,
porém € uma ferramenta economicamente invidvel e atualmente, a mais vidvel é a

multiplicacdo e sele¢do de arvores de eucalipto resistentes a doenga.

O objetivo deste trabalho foi selecionar clones resistentes ao cancro
de Chrysoporthe cubensis e Botryosphaeria sp. e primers do tipo RAPD para o cardter ligado

ao gene de resisténcia, visando o melhoramento assistido.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Eucalipto

As espécies do género Eucalyptus tiveram sua origem na Austrélia e
regides proxima como Nova Guiné, Indonésia, Timor, Irian Jaya e sul das Filipinas.
Encontram-se predominantemente na faixa latitudinal entre 9°N e 45°S e estdo amplamente
distribuidas entre as latitudes 30 m a 2000 m. Possui mais de 720 espécies de eucaliptos, com

grande nimero de variedades e hibridos interespecificos (Waugh, 1998).

No Brasil, a introdu¢do de povoamentos florestais para fins
econOmicos originou-se no inicio deste século, com a introdu¢do do género Eucalyptus, na
regido de Rio Claro — SP, pela Companhia Paulista de Estrada de Ferro, visando a producao de

dormentes (Silva, 1994).

Atualmente as plantagdes de eucalipto com o propdsito industrial,
somam aproximadamente trés milhdes de hectares estabelecidos para a produgdo de celulose,

papel, carvao vegetal, laminas e compensados de madeira e painéis de madeira reconstituida,
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tais como as chapas de fibras, os aglomerados de madeira, MDF (fibras de densidade média) e
OSB (painel de particulas orientadas).

Por ser uma espécie introduzida no pais, tem sido predominantemente
utilizada nos reflorestamentos brasileiros devido ao seu rdpido crescimento, capacidade de
readaptacdo de determinadas espécies as diversas regides ecoldgicas e pelo potencial
econdmico da sua madeira. Deste modo a eucaliptocultura tem-se demonstrado ser uma das
mais produtivas, avangadas e competitivas do mundo.

O Brasil é o sétimo pais em plantio de florestas, com
aproximadamente 5,2 milhdes de hectares plantados, atrds da China, India, Russia, Estados
Unidos, Japao e Indonésia. Em 2005, o Brasil possuia 5,2 milhdes de hectares de florestas
plantadas com pinus e eucalipto, concentradas, principalmente nos estados de Minas Gerais,
Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Bahia. Da drea total plantada, o
eucalipto representa 65 %, concentrando-se na regiao Sudeste, nos estados de Minas Gerais e
de Sdo Paulo, além da Bahia na regido Nordeste (ABRAF, 2006).

Dentre as espécies mais utilizadas, Eucalyptus grandis e seus hibridos
interespecificos, principalmente com a espécie Eucalyptus urophylla sao consideradas as mais
importantes devido a seu bom crescimento em quase todo o Brasil e pode ser utilizada para
fins industriais. Um fator importante de ser utilizada a espécie de E. urophylla ¢ a maior
estabilidade genética em todas as dreas onde foi testada e a resisténcia que apresenta ao cancro
do eucalipto, superior a apresentada por procedéncias de E. grandis (Moura et al, 1980;
Tonaco, 2002). Hibridos de E. urophylla com outras espécies, naturais e artificiais, estdo
sendo usados cada vez mais nos programas de reflorestamento, através de propagacgdo
vegetativa em massa e através de enraizamento de estacas. O Brasil, a China e o Congo sao os

paises que estdo liderando estes desenvolvimentos (Eldridge et al, 1994).

2.2. Chrysoporthe cubensis

2.2.1. Taxonomia de Chrysoporthe cubensis

Os cancros sdao doencas que ocorrem normalmente em povoamentos
naturais e plantacdes de eucalipto pelo mundo. Chrysoporthe cubensis € o patégeno mais

conhecido associado a este tipo de doenca no Brasil. Outros fungos associados a cancros de
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eucalipto sdo vistos como patégenos secunddrios, destacando-se Botryosphaeria sp, Cytospora
sp, Coniothyrium sp entre outros (Alfenas et al, 2004).

O cancro do eucalipto causado por Chrysoporthe cubensis € uma das
mais importantes doencas de Eucalyptus, em vdrias partes do globo onde a cultura é plantada
como exotica. Embora este fungo seja conhecido na Australia, onde o eucalipto € nativo, sua
ocorréncia ndo € muito clara e parece ndo estar associado como um problema a doencga. A sua
taxonomia € descrita pela seguinte forma Ascomycota (filo), Pyrenomycetes (classe),

Diaphortales (ordem), Valsaceae (familia) e Chrysoporthe (género) (Myburg et al., 2004)

A doenca foi relatada primeiramente por Bruner (1917) em Cuba e o
agente causal foi identificado e nomeado com Diaporthe cubensis. Em 1970 a doenga foi
relatada em vdrias outras regides do mundo incluindo Suriname (Boerboom et al., 1970),
Brasil (Hodges et al., 1973), Costa Rica (Hodges et al., 1976) e Estados Unidos — Florida,
Havai e Porto Rico (Hodges et al., 1980). Hodges (1980) propds uma nova combinagdo de
Cryphonetria cubensis para a espécie, sendo encontrada subseqiientemente em Camardes
(Gibson, 1981), India (Sharma, 1985), Africa do Sul (Wingfield et al., 1989), Trinidade e
Tobaco, Bolivia, Hong Kong, Venezuela (Ferreira, 1989) e Colombia (Merwe et al., 2001).

Atualmente estudos realizados com comparacdoes de DNA mostram
que a taxonomia de Cryphonectria requer uma revisdo porque grupos reorganizados
recentemente foram suportados por caracteristicas morfologicas que sdo excessivamente
diversas para conservar em um simples género. Somente as espécies C. parasitica, C.
radicalis sensu lato, C. nitschkei e C. macrospora tem sido citados como representante do
género Cryphonectria, pois todos tém a mesma caracteristica morfolégica que definem este
género (Myburg et al., 2004).

Na historia da taxonomia Cryphonectria também tem sido tratado
como sindnimo de Endothia, mas baseados em comparacOes de seqiiéncias de DNA, estas
duas espécies podem ser distintas (Venter et al. 2002). Este fato € suportado por diferengas nas
caracteristicas morfoldgicas como ascosporos asseptados e estroma superficial o qual sdo
caracteristicas de Endothia e ndo de Cryphonectria (Myburg et al, 2004).

Chrysoporthe € o novo género que tem sido descrito para isolados de

C. cubensis em varias partes do mundo (Gryzenhout et al., 2004). O fungo conhecido como C.
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cubensis sdo os principais patégenos que causam cancro em Eucalyptus, e também sao
patogénico para outras espécies de plantas do género myrtales. Todas as espécies de
Chrysoporthe sdo caracterizadas pelo tecido ascostromdtico limitado cobrindo a base de
peritécios, pescoco longo coberto com tecido estromdtico preto e superficial, geralmente
piriforme. O género Chrysoporthella tem sido descrito como a fase anamorfica de
Chrysoporthe (Gryzenhout et al., 2004).

Através de caracteristicas morfoldgicas, ecolégicas e andlises de
seqiiéncias de DNA, quatro espécies pertencem ao género Chrysoporthe, sendo: Chr cubensis,
Chr austroafricana, Chr. doradensis que € a mais recente espécie descrita patogénica de
Eucalyptus no Equador e finalmente Chrysoporthella hodgesiana cuja a fase teleomorfica

ainda nao foi descrita (Gryzenhout et al., 2005).

2.2.2. Caracteristicas do cancro de Chrysoporthe cubensis

No Brasil, em 1970, o cancro de eucalipto foi a enfermidade bidtica
mais importante da eucaliptocultura. Varias empresas dos estados de Espirito Santo, Minas
gerais € Sao Paulo procuraram conhecer a suscetibilidade ou a resisténcia de espécies,
procedéncias e clones de Eucalyptus sp. ao cancro por meio de inoculacdes artificiais e de
levantamento de percentuais de plantas mortas pela doenga e de plantas sobreviventes
naturalmente infectadas em plantacdes e testes experimentais (Ferreira et al., 2004).

Esta doenca possui uma ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo
desde o extremo sul do Estado de Sdo Paulo até a AmazoOnia, observando-se prejuizos
sensiveis em regides de baixa altitude de Espirito Santo, do Vale do rio Doce em Minas Gerais
e Reconcavo Baiano (Hodges et al, 1976). E uma doenga que ocorre em todas as regioes
tropicais e subtropicais do mundo, principalmente em regides onde a temperatura média € de
23°C e a precipitagdo esteja por volta de 1200 mm anuais.

O cancro ¢é caracterizado pela morte dos tecidos da casca, decorrente
da acdo de vdrios agentes abidticos e bidticos. Porém as condicdes climéticas parecem ter uma
participa¢do maior na manifestacdo deste tipo de problema, com ligacdo entre a incidéncia de

certos cancros e as condigdes adversas ao desenvolvimento da planta. Por exemplo,
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temperaturas elevadas provocadas pelo fogo servem como porta de entrada para o patégeno,
provocando o trincamento da casca que pode causar mortalidade dos tecidos por desidratagdao
(Ferreira, 2001).

A sintomatologia € bastante variada podendo atacar plantas de 5
meses de idade até o final da rotacdo. Em plantios jovens podem ocorrer mortes esporadicas
associadas a lesOes nas regides basais do caule, proxima ao colo, sem apresentar o sintoma
tipico do cancro. As plantas jovens, por apresentarem didmetros reduzidos, podem ser
aneladas na sua base pelo cancro, sendo levadas a morte. (Ferreira, 1989). Do ataque em
plantas mais velhas resultam lesdes com pouco ou abundante trincamento até cancros tipicos,
podendo ser encontrados a diversas alturas do tronco.

O cancro basal é aquele cuja evolucao da lesdo deu origem a partir das
imediacdes da interface tronco/solo. O inicio das lesdes dos cancros basais pode ser bem mais
afetado por fatores abidticos, haja visto que os genétipos ja conhecidos como suscetiveis ou
moderadamente suscetiveis, o percentual de drvores com lesdes ou cancros basais ¢ bem maior
que o percentual de drvores com lesdes ou cancros altos (Alfenas, 2004).

O cancro tipico € caracterizado por lesdo margeada de calos, com a
morte do cambio e de parte da circunferéncia do tronco, tratando-se de uma lesdo profunda.
Os calos sdo respostas da planta ao patégeno, que impedem o anelamento do tronco pela lesao.
As presencas destes calos indicam que a planta ndo morrerd, pois a lesdo encontra-se
delimitada pelos calos.

Outra forma de se visualizar o sintoma é em forma de sapata e
intumescimento em que as arvores com lesdes pouco profundas formam uma periderme
necrofilatica na casca. Com o desenvolvimento da nova casca na arvore, a casca externa da
lesdo € pressionada para fora do tronco e o seu trincamento, ocorrido primeiramente pelo
ressecamento ou perda de turgescéncia das células apds a colonizacdo do patdgeno €
intensificado, fazendo com que a casca tende a se desgarrar do tronco em formas de tiras
(Ferreira, 1989).

Até recentemente Chrysoporthe cubensis tem sido conhecido por
ocorrer em arvores da familia Myrtaceae nativas e exdticas no Brasil, porém varios estudos
relatam que o patdgeno aparece em outras espécies de familias. Os hospedeiros

predominantemente sdao as espécies de Eucalyptus, Syzygium aromaticum, Psidium
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cattleianum, P. americana, P. caimito, Tibouchinia urvilleana, Tibouchinia lepidota, Miconia
theaezeans, Miconia rubiginosa entre outras. (Barreto et al., 2006; Myburg et al., 2003; Old et
al., 2003; Wingfield et al., 2003; Rodas et al., 2005; Seixas et al 2004, Hodges et al., 1986;
Hodges et al, 1988, Wingfield et al., 2001). Vdrias espécies de eucalipto sdo altamente
suscetiveis a infeccdo, E. grandis, E. camaldulensis, E. saligna e E. tereticornis. O E.

urophylla mostra-se como uma espécie altamente tolerante a infec¢do de C. cubensis.

2.2.3. O Controle do Cancro de Chrysoporthe cubensis

Nas décadas de 1970 e 80 vdérias empresas eucaliptocultoras dos
Estados de Espirito Santo, Minas Gerais e Sdo Paulo procuraram conhecer a suscetibilidade ou
a resisténcia de espécies, procedéncias e clones de Eucalyptus spp. ao cancro do eucalipto,
causado por Chrysoporthe cubensis (Bruner) Hodges, por meio de inoculacdes artificiais e de
levantamentos de percentuais de plantas mortas pela doenca e de plantas sobreviventes
naturalmente infectadas em plantacdes e testes experimentais. A partir desses trabalhos,
chegou-se a conclusdo de que a resisténcia a doenga era relativamente abundante tanto em
nivel inter e intra-espécies e inter e intra-procedéncias (Ferreira et al., 1977).

O controle do cancro do eucalipto é exemplo mundial de sucesso do
uso do método de resisténcia de plantas para o efetivo controle de doenga florestal no campo.
Esse controle tem sido feito com o plantio inicial ou de reposi¢do florestal, com material
resistente, empregando-se mudas a partir de sementes ou de enraizamento de estacas

provenientes de matrizes selecionadas intra ou interpopulacionais (Ferreira, 1989).

A maioria das espécies de eucalipto, cerca de 150 espécies
estabelecidas, hibridizam-se facilmente. Essa livre hibridizagdo € responsédvel pelas atuais
populacdes heterogéneas espalhadas por todo o pais. Dentre as espécies mais plantadas, E.
saligna € a mais suscetivel. No grupo das moderadamente suscetiveis E.alba e E. grandis sao
muito plantadas, mas seus graus de infeccao variam consideravelmente, provavelmente devido
ao problema da hibridacao ndo controlada. Dentre as espécies resistentes, E. urophylla é a

mais recomendada para fins de celulose (Hodges, 1976).
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As circunstancias ambientais e o gendtipo de individuos causam
papéis importantes na resposta a doenga, porém nem todos os gendtipos respondem na mesma
maneira ao patégeno, para todas as circunstancias ambientais. A interacdo genétipo - ambiente
(G - E) complicam experimentagdes da selecdo quando os gendtipos sdo tolerantes a porque as
arvores devem ser testadas em ambientes diferentes. Selecionar clones diferentes de eucalipto
para a tolerancia de doenca em locais diferentes através da inoculagdo artificial ao C. cubensis
deve ilustrar o efeito desta interacao (Van Heerden, 2002).

Em termos intrapopulacionais, a espécie E. grandis é a que oferecem
melhores perspectivas para a exploracdo da resisténcia. Esta € feita através de selegdes de
arvores fenotipicamente resistentes em povoamentos com alta incidéncia da doenca e
avaliacdo de sua resisténcia através de teste de progénies. Outro método que vem sendo
empregado é a producdo de hibridos vigorosos e resistentes de E. grandis e E. urophylla,
propagados vegetativamente através da estaquia (Ferreira, 1989).

A evolugdo da doenga nos plantios de eucalipto embora varidvel em
funcdo do material genético (espécies, procedéncias, progénies, clones), da qualidade do sitio,
da idade da planta e das condi¢des climdticas da época do ano, deve estar ligada a um
importante fator, que é a adaptacdo genética do material plantado, com o aumento gradativo
do in6culo na regido. Dentro deste contexto, as medidas de controle quimico tornam-se
invidveis economicamente, sendo os caminhos mais promissores a selecdo genética de

materiais resistentes a estes patdgenos.

Outra estratégia promissora para reduzir o impacto do cancro de
Cryphonectria ¢é através do controle bioldgico envolvendo a hipoviruléncia com
Cryphonectria parasitica. As cepas hipovirulentas se caracterizam pela presenca de um
hipovirus de cadeia dupla de RNA (dsRNA) que se replica no citoplasma. Estes dSRNA ndo
tem nenhum efeito sobre a planta hospedeira. A hipovirose pode ser transmitida em duas vias,
uma verticalmente através de esporos assexuais ou horizontalmente via anastomose de hifas
que depende do sistema de incompatibilidade vegetativa governado por 5 a 7 locus génicos.
Essa infec¢dao do hipovirus resulta na mudanga morfoldgica pronunciada que incluem o
aumento na producdo de pigmentacdo, redu¢do do crescimento micelial e redugdo da

esporulacdo (Van Heerden et al. 2002)
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2.3. Botryosphaeria sp.

2.3.1. Caracteristicas do cancro causado por Botryosphaeria sp.

O cancro de Botryosphaeria é uma doenca de ocorréncia comum em
areas de solo arenoso no Estado de Sao Paulo, afetando principalmente plantios de Eucalyptus
citriodora. Pode determinar sérios prejuizos, especialmente nos plantios destinados a produgao
de postes.

O fungo Dothiorella spp. segundo (Wolf, 1939), apresenta um estigio
perfeito ascégeno conhecido como Botryosphaeria ribis. Este fungo foi primeiramente
descrito em 1911 por Grossen backer e Duggar, como agente fitopatogénico em espécies de
Ribis (Wolf, 1939). Spaulding (Spaulding, 1969) e Magnani (1964) citam a ocorréncia de
Botryosphaeria ribis var. Chromogena causando «die-back» em eucalipto no Havai. Azevedo
e Santos relatam a existéncia de uma outra espécie de Botryosphaeria causando «die-back»
em Eucalyptus globulus em Portugal. B. berengiana que apresenta estdgio imperfeito em duas
formas: macropicnidios (Dothiorella vulgaris) e micropicnidios (B. berengiana). Esta espécie
¢ menos patogénica que B. ribis var. chromogena (Krugner et al., 1973) Duas espécies de
Botryosphaeria tém sido constantemente associadas as lesdes: B. ribis e B. rhodina, esta
ultima mais conhecida pela sua fase anamorfica. Estes fungos, que sdo considerados parasitas
fracos ou sapréfitas em um grande nimero de plantas em todo mundo, tiveram sua
patogenicidade demonstrada através de inoculagdes artificiais por ferimento.

A doenga do cancro causada por Botryosphaeria dothidea tem uma
grande quantidade de hospedeiros entre plantas arborizadas da Tailandia incluindo o
Eucalyptus camaldulensis, Casuarina equisetifolia e Acdcia auriculiformis. Barber et al.
(2005) estudando Eucalyptus em florestas nativas e nas plantacdes na Austrdlia observou duas
espécies distintas de Botryosphaeria previamente descrito spp. baseado em seqiiéncias de
DNA, mas sindnimo com D. versiformis e D. eucalypti. D. gregaria é um parasita facultativo
que ataca plantas citricas subnutridas, encontrado, geralmente, associado aos tecidos mais
debilitados ou quase mortos (Weaver, 1999; Whiteside et al., 1988). Sua penetracdo da-se
principalmente por ferimentos ou aberturas naturais (Nsolomo et al., 2000; Mirzaee et al.,

2002; Valencia-Botin et al., 2003).
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Trés géneros Diplodia, Lasiodiplodia e Dothiorella encontrados em
espécies de pinus, que sdo dificeis de se distinguir, foram relacionados molecularmente entre
si. Os resultados indicaram que as espécies de Diplodia ocorrem principalmente em
gymnospermas, com algumas espécies em gymnospermas e em angiospermas. As espécies de
Lasiodiplodia ocorrem igualmente em ambos os gymnospermas € angiospermas € as espécies

de Dothiorella sdo restringidas as angiospermas (Wet et al., 2008).

2.3.2. Sintomas de Botryosphaeria spp.

Uma ampla gama de hospedeiros tem sido associada com infeccdes de
Botryosphaeria em espécies de eucalipto tendo como principais Corymbia citriodora, E.
globulus, E. grandis e E. urophylla. E uma doencga caracterizada pela necrose dos ramos, que
evolui da extremidade destes para os pontos de insercdo de modo que os tecidos da casca e do
limbo tornam-se escuros e secos, as folhas perdem a turgescéncia e secam (Krugner et al.,
1973). As lesOes necréticas no tronco das drvores podem ser delimitadas pelo
desenvolvimento do calo cicatricial, formando cancros tipicos, ou se desenvolver em toda a
circunferéncia do caule, resultando em secamento da parte superior da copa e, comumente,
quebra do fuste pelo vento, na altura da regido lesionada Apesar de normalmente haver
recuperacdo da drvore com a emissdo de novos brotos a partir da drea abaixo da lesdo, ocorre
bifurcacdo do tronco e sua conseqiiente deformacio. E observada a formacdo de bolsas de
quino, tanto na casca como no lenho que, ao extravasar seu conteudo, criam aspecto tipico de
uma gomose. Essa gomose, associada ou ndo aos cancros do tronco pode continuar ocorrendo
em drvores mais velhas ate o final do ciclo da cultura (Krugner et al., 2005). Estas bolsas de
quino persistem na madeira tornando-a inaceitdvel para a producdo de madeira serrada. Em
condi¢cdes severas, sintomas similares sdo encontrados em ramos laterais e tronco quebrado

nos locais onde existem cancros.
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2.3.3. O Controle do Cancro causado por Botryosphaeria

O manejo de perdas associadas a Botryosphaeria é complicado em
funcdo do patdégeno se manifestar sob diversas condi¢des de estresse. Existem algumas
evidéncias que mostram que o patégeno infecta folhas sauddveis e tecido de ramos e tronco
tornem-se estressados. Existem também boas evidéncias que sugerem que diferentes clones de
eucalipto diferem quanto a suscetibilidade ao patdgeno. Portanto, existe uma oportunidade
considerdvel de se selecionar materiais que apresentem alta tolerancia ao fungo. Perdas podem
ser reduzidas pela deteccao precoce da doenga em campo e pelo plantio de espécies ou clones
tolerantes.

Caracteres morfolégicos, idade e estado nutricional das plantas, ou
fatores do ambiente e préticas culturais podem alterar a suscetibilidade da planta (Kriigner et
al, 1995; Bendendo, 1995; Luque et al., 2002). Queimaduras do sol, injdrias, ferimentos,
infeccdes prévias determinadas por outros organismos, aplicacdes de pesticidas, condicdes
ambientais desfavordaveis ou outros fatores debilitantes podem ser condi¢des necessdrias ao
desenvolvimento e proliferacio da doenca (Averna-Saccd, 1938; Salzedas et al., 1985;
Whiteside et al., 1988; Ferreira, 1989; Kriigner et al., 1995; Sanchez-Herndndez et al., 2002).
Além da elevada densidade do hospedeiro suscetivel, € importante que, na fase critica em que
a epidemia vé se estabelecer, o hospedeiro apresente-se propenso a contrair a doenga. O déficit
hidrico e deficiéncia/desequilibrio nutricional podem ocasionar fissuras na casca e seca de
ponteiro favorecendo a penetracdo e a infeccdo por fungos causadores de cancro, como os do
género Botryosphaeria. No entanto, em condi¢des de campo Tokeshi et al. (1976) mostrou que
um dos sintomas da deficiéncia de boro em Eucalyptus foram rachaduras e fissuras no caule.
Isto mostra que a deficiéncia de boro no campo constitui-se num dos fatores de predisposi¢do
mais importantes para a ocorréncia de cancros em espécies de Eucalyptus, principalmente em
solos arenosos nas regides com periodo de déficit hidrico.

De um modo geral, recomenda-se que sejam adotadas medidas
silviculturais que minimizem os efeitos aos fatores do estresse a que as plantas podem ser
submetidas. Alguns fatores ambientais como a deficiéncia do boro tem sido comum nos

plantios de eucalipto. Os sintomas dessa deficiéncia sdo: folhas novas clordticas,
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encarquilhadas e coridceas que se tornam quebradigas, morte de gema apical, fendilhamento
da casca e tronco, com exsudacdo de goma e necrose dos tecidos, que podem afetar o
crescimento e desenvolvimento das drvores, essa deficiéncia parece ser um fator de
predisposicdo de fungos patogénicos secunddrios.

Silveira et al (1998) estudando a agressividade de Botryosphaeria e
sua relacdo com boro observou que os sintomas de infec¢@o iniciaram-se uma semana apos a
inoculacdo do fungo, sendo caracterizados pelo escurecimento da casca e do lenho nas
proximidades do ponto de inocula¢do. Num estdgio mais avancado, em torno de 20 dias apos a
inoculacgdo, verificou-se nas plantas deficientes em boro, que esses escurecimentos progrediam
rapidamente ao longo do tronco, dando origem a extensas lesdes. Outro sintoma foi a
formacgdo de bolas de quino, na casca e no lenho, cujo extravasamento originou o surgimento
de gomose tipica. A gomose tem sido associada a infeccdo por fungos do género de
Botryosphaeria em espécies de Eucalyptus. Na caréncia de boro, as plantas apresentam baixa
capacidade de cicatrizar as lesoes.

A menor capacidade de defesa dessas plantas pode ser explicada pela
deficiéncia de boro diminuir a atividade meristemadtica e, em situagdes extremas, causar até a
morte do cambio (Carvalho et al.,1980) tecido este responsdvel pela formagdo dos calos
cicatriciais, os quais tem a fun¢do de recompor a estrutura afetada, bem como impedir a
colonizac¢d@o de novos tecidos pelo patogeno.

O controle de Dothiorella sp. em eucalipto pode ser feito através de
individuos resistentes, evitar o estresse na planta e o0 manejo quimico in vitro. Dentro deste
contexto, as medidas de controle quimico no campo tornam-se invidveis economicamente.
Segundo Colturato et al. (2007) observou 7 tratamentos quimicos como carbendazim,
clorotalonil, difenoconazole, picoxystrobin + ciproconazole, azoxystrobin, e picoxystrobin,
sendo que o ingrediente ativo carbendazim foi o de maior eficiéncia, seguido de clorotalonil e
difenoconazole. Silva et al. (2007) observou que os extratos de mil folhas, meldo de sao
Caetano e eucalipto a uma concentracdo de 7,5 e 10% mostrou-se mais eficiente no controle
de Dothiorella sp. O controle in vitro com 6leos essenciais como folhas de menta, eucalipto e
palma rosa e ndo encontrou diferengas estatisticas a 5% de probabilidade entre elas, sendo que

a concentracdo de 1% foi mas eficiente o controle do patégeno (Bocardo et al. 2007).
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2.4. Marcadores moleculares

A rapidez e o dinamismo com que novas técnicas descobertas sdo
divulgadas garantem o acimulo de informagdes em um periodo de tempo muito curto,
permitindo que metodologias que utilizam o DNA estejam em continuo aperfeicoamento.

O uso de marcadores moleculares € definido como um fendtipo
molecular obtido de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA. Seu
desenvolvimento tem sido extremamente rdpido e sua utilizacdo tem sido ampla em vérios
organismos e com diversas finalidades (Ferreira et al., 1998).

Com o advento das técnicas modernas de biologia molecular,
surgiram diversos métodos de deteccao de fragmentos especificos de DNA. A primeira técnica
utilizada foi o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) que permitia a andlise de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de DNA. A partir do surgimento da PCR (Mullis
et al., 1987), novas classes de marcadores moleculares foram descritas como o RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso).

A técnica RAPD baseia-se na amplificacdo de segmentos especificos
de DNA gendmico através do uso de primers com seqiiéncia arbitrdria, embora a amplificagao
ndo ocorra ao acaso e sim em regidoes onde os primers encontram homologia com o genoma.
Estes marcadores expressam caracteres dominantes, ou seja, o gendtipo homozigoto recessivo
¢ identificado pela auséncia da banda no gel (fenétipo nulo), enquanto que os gendtipos
homozigotos dominante e heterozigotos sao considerados na mesma classe fenotipica, com a
presenca da banda no gel de eletroforese (Ferreira et al., 1998).

Segundo Chen et al (1996) a técnica é considerada rdpida, precisa,
sensivel e relativamente barata para andlise gendmica de arvores, permitindo a avaliacdo de
numerosos loci no genoma. O RAPD ¢ utilizado na obtencdo de fingerprints gendmicos de
individuos, andlise na estrutura e diversidade genética em populagdes naturais, constru¢cdo de
mapa genético de alta cobertura gendmica e a localizacdo de genes de interesse econdmico
(Grattapaglia et al., 1994; Gaiotto et al., 1996; Barril et al., 1997; Verhaegen et al., 1997;
Paris, 2000; Rocha et al., 2002; Leite et al, 2002; Zamprogno, 2005).
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2.5.Anélise de segregantes em amostras agrupadas (BSA)

A técnica foi proposta com base no uso de marcadores RAPD em
vista da grande eficiéncia deste tipo de marcador para detectar polimorfismo. Consiste em
detectar diferencas entre duas amostras agrupadas de DNA obtidas de uma populagdo
segregante (Michelmore et al., 1991). Estas amostras agrupadas (bulk) sdo constituidas da
mistura de quantidades iguais de DNA de individuos selecionados com base na expressao
fenotipica de um carater ou gene de interesse, por exemplo, a resisténcia ou suscetibilidade de
uma doenga em particular, mas ndo arbitrarios para outro gene. Assim, as duas amostras de

DNA tendem a diferir somente na regido selecionada.

As duas amostras agrupadas sdo testadas com um grande nimero de
marcadores, buscando-se aqueles que apresentarem bandas presentes em uma amostra e/ou
auséncia na outra (Ferreira et al., 1995). Marcadores que sdo polimérficos entre os bulks
estardo potencialmente ligados aos locos que controlam a caracteristica usada para construir os
bulks. Esta evidéncia de ligacdo génica entre o marcador polimérfico e o loco alvo sao
confirmados através de uma andlise de segregacdo de todos os individuos da populagcdo
segregante. Estima-se desta forma o valor da freqii€ncia de recombinagdo entre o marcador e o

loco genético que controla o carater.

Esta técnica tem sido usada com sucesso na identificacdo de genes de
resisténcia, permitindo fazer a selecdo de plantas resistentes nas préximas geracdes por meio

do marcador sem a necessidade de inoculacao.
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AVALIACAO FENOTIPICA PARA Chrysoporthe cubensis
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RESUMO

O termo cancro € utilizado para designar lesdes localizadas na casca do caule de plantas lenhosas que
podem resultar no anelamento do caule e secamento da parte superior da copa e a morte da planta. O
objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de resisténcia de clones e suas progénies de
eucalipto quanto ao cancro causado por Chrysoporthe cubensis. Os ensaios foram conduzidos em casa
de vegetacdo, sob condi¢des controladas de irrigacdo, utilizando 15 clones de eucalipto com 4 e 14
meses de idade. Apos identificar os gendtipos contrastantes dos parentais, foram selecionadas
progénies de diferentes fazendas da empresa. Para cada fazenda foram selecionadas diferentes
quantidades de individuos que estavam dispostos em campo. Os isolados utilizados de C.cubensis
foram provenientes de Piracicaba e Bofete, produzidos em meio BDA e inoculados nos clones e
progénies pelo método do disco. A avaliacdo foi realizada 60 dias ap6s a inoculacdo, medindo a area da
lesdo de cada material. Dos clones testados com C. cubensis, verificou-se que o isolado de Bofete foi
mais patogénico com 46,66 % de individuos resistentes, 6,67 % moderadamente resistentes 13,33 %
moderadamente suscetiveis e 33,34 % suscetiveis. As variincias fenotipicas encontradas foram de 0,23
a 41,32 enquanto que os coeficientes de variagdo foram de 15 a 125%. Os resultados indicam que os
materiais genéticos testados possuem boa fonte de resisténcia para os fitopatégenos testados.

Palavras Chave: Eucalyptus sp., cancro, resisténcia, Chrysoporthe cubensis



27

EVALUATION PHENOTYPIC OF Chrysoporthe cubensis.

Helenize Gabriela de Souza 12 *

Edson Luis furtado!

I Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP, Departamento de Producdo Vegetal, Setor de Defesa
Fitossanitaria, CP 237, 18603-970, Botucatu , SP.

2 Bolsista FAPESP

*E-mail: helegabis@gmail.com

ABSTRACT

The term canker is used to assign injuries located in the bark of stems of woody plants that can result in
the anelamento of stems and drying of the superior part of the crown and the death of the plant. The
objective of this study was to evaluate the behavior of resistance of clonal and its lineages of
eucalyptus concernig the canker caused by Chrysoporthe cubensis. The essays were made in the
grennhouse, under controlled conditions of irrigation, using 15 clonals of eucalyptus. After identifying
the contrasting genotypes of the parental ones, lineages of different farms of the company were
selected. For each farm different amounts of individuals were selected from the ones available in field.
The isolated ones used the for C.cubensis are proceeding from Piracicaba and Bofete, produced in
medium BDA and inoculated in clonals and lineages by the method of the disk. The evaluation was
concluded 60 days after the inoculation, measuring the area of the injury of each material. The clonals
were grouped into the categories HS (highly susceptible — 33,34%), MS (moderately susceptible -
13,3%), MR (moderately resistant- 6,67%), and HR (highly resistant -46,66%). It was verified that the
isolated one from Bofete was more pathogenic. The phenotypic variation found was from 41,32 to
0,23, while the coefficient of variation from 125% to 15,95%. The results indicate that the tested

genetic materials possess good source of resistance for the tested fitopatégeno.
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INTRODUCAO

O Eucalyptus é atualmente o género florestal de maior importancia mundialmente, devido a sua
adaptacdo a diferentes tipos de clima, solos e seu alto potencial como matéria prima para a inddstria
madeireira e para a producdo de celulose e papel. A introdugdo de seu uso em larga escala no Brasil
tem cerca de 30 anos, tornado o pais um dos maiores produtores mundiais do género, com cerca de 3,7
milhdes de hectares plantados. Deste modo a eucaliptocultura tem-se demonstrado ser uma das mais
produtivas, avangadas e competitivas do mundo.

A principal vantagem competitiva do Brasil sdo as suas tecnologias florestais, baseadas em
programas de melhoramento genético e de multiplicagdo clonal do eucalipto, gerando um ganho na
produtividade das plantacOes florestais. Atualmente o Brasil tem uma produtividade atual de
41m’/ha/ano, e tem um potencial de 50 m’*/ha/ano. O eucalipto tem como contribuicdo florestal a
restauracdo de dreas degradadas, conservacdo do solo, protecdo da biodiversidade e seqiiestro de
carbono (BRACELPA, 2007).

O cancro do eucalipto causado pelo fungo Chrysoporthe cubensis, mais conhecido como
Cryphonectria cubensis, foi considerada a enfermidade biética mais importante da eucaliptocultura na
década de 70. Segundo Ferreira (1977) as inoculagGes artificiais indicaram que uma populacdo de
Eucalyptus grandis, aos sete anos de idade, bastante infectada por C. cubensis, a maioria das arvores
encontradas com infec¢@o natural da doenca, era suscetivel ao patégeno e poucas encontradas sem
sintomas da enfermidade eram resistentes. A partir disto, vdrios trabalhos procuraram conhecer a
suscetibilidade ou a resisténcia das espécies e procedéncias e clones de Eucalyptus ao cancro do
eucalipto, causado por C. cubensis, por meio de inoculacdes artificiais e levantamentos de percentuais

de plantas mortas.
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Atualmente esta doenca € considerada potencial importante para a cultura do eucalipto,
podendo causar prejuizos quantitativos e qualitativos, pois pode retardar o crescimento e a madeira
afetada além de ter seu valor prejudicado para uso em serraria, também tem seu rendimento em

celulose e calorificos reduzidos.

Existem varias opc¢des para reduzir o impacto do cancro por Chrysoporthe. O controle quimico
pode ser uma alternativa, porém é uma ferramenta economicamente invidvel. J4 o controle bioldgico
usando a hipoviruléncia do patégeno, € atrativo, mas € uma op¢ao muito cara e necessita de um tempo
maior para estudo (Van Heerden et al., 2001). Atualmente, o mais vidvel economicamente € a

multiplicagdo e selecao de arvores de eucalipto resistentes a doenga.

A disposicdo da sele¢do de eucalipto resistente a doenca tem reduzido grandes perdas nas
plantacdes causadas por C. cubensis. As plantacdes monoclonais sdo atrativas para companhias
florestais devido a uniformidade dos clones selecionados e a maior produtividade em periodos de
tempo pequenos. Essa uniformidade genética e a combinacdo favoravel de condi¢cdes ambientais dessas
plantacdes podem levar as grandes perdas se os clones plantados forem suscetiveis ao patégeno C.
cubensis (Van Heerden et al., 2001). O objetivo deste trabalho foi avaliar fenotipicamente os hibridos

de eucalipto quanto ao patégeno Chrysoporthe cubensis.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal
O material genético utilizado no presente estudo é oriundo do programa de melhoramento do
Setor Florestal da Empresa Votorantim Celulose e Papel. Estes materiais genéticos sdo provenientes de
clones de Eucalyptus grandis, Eucalyptus urophylla e Eucalyptus camaldulensis, oriundos de selecao
massal. Foram selecionados 15 clones de eucalipto com idade variando de 4 a 14 meses situado no

municipio de Jacarei (SP), possuindo um total de 119 arvores para a avaliagao.
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Tabela 1: Material vegetal utilizado no estudo com os diferentes isolados de C.

cubensis
Amostras Material Vegetal
VRI1 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
Cl Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
P1 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
VR2 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
TCl1 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
C2 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
P2 Eucalyptus urophylla
El Eucalyptus camaldulensis (Penapolis)
E2 Eucalyptus camaldulensis (IPEF)
C3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
VR3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
P3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
TC2 Eucalyptus grandis
C4 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
TC3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla

Ap6s identificar os gendtipos contratantes desses parentais, ou seja, resistentes e suscetiveis,
foram selecionadas progénies de diferentes fazendas da empresa. Para cada fazenda foram selecionadas
diferentes quantidades de individuos que estavam dispostos em campo. Na Fazenda Sdo Joaquim
situada no municipio de Jacarei (SP) com o cruzamento C2 x P3 foram inoculados 17 individuos em
campo enquanto que o cruzamento VR1 x VR2 apresentou 95 plantas. Para a Fazenda Baronesa,

situada no municipio de Jacarei, o patégeno foi inoculado em 79 plantas em campo no cruzamento de
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Cl x VR2, enquanto que para as demais Fazendas como Trés Marias e Vitéria (C1 x TC2)

apresentaram 23 e 11 individuos respectivamente.

Obtencio do inéculo

Foram utilizados dois isolados de Chrysoporthe cubensis proveniente de diferentes locais
(Piracicaba e Bofete - SP) obtidos a partir de plantas de Eucalyptus sp. naturalmente infectadas em
campo. Pequenos pedacgos do tecido lesionado foram cortados, submetidos a uma assepsia com alcool
70 % (1minuto), hipoclorito 2 % (30 segundos) e lavados com 4gua destilada autoclavada (Figura 1).

Atualmente estes isolados de Chrysoporthe cubensis pertencem a micoteca do Departamento de

Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — Campus de Botucatu — Sdo Paulo.

Figura 1: A: Esporulagdo do fungo em pedacos de madeira. B: isolamento do

fungo Chrysoporthe cubensis em meio BDA com os pedagos de tecido lesionado.

A partir desses isolados, foram obtidas culturas puras do fungo, em placas de Petri de 9 cm de
didmetro, contendo o meio BDA (39g de extrato comercial de batata-dextrose-dgar para 1L de dgua

destilada), incubadas a 25-28 °C por 7-10 dias com um fotoperiodo alternado de 12 h para as
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inoculagdes nas mudas de Eucalyptus. Os isolados foram identificados e realizados reinoculacdes

periddicas a fim de manter a patogenicidade.

Inoculaciao do material vegetal

A metodologia utilizada neste estudo consistiu em colocar discos de 0,5 cm de didmetro
contendo meio de cultura e in6culo em contato interno com os tecidos da planta apés ferimento, com o
auxilio de um vazador cilindrico de metal, de 0,7 cm de didmetro, retirando-se discos de casca e
expondo o lenho. Em cada ferimento aberto, foi entdo colocado um disco do indculo, com a face
contendo o micélio voltado para o lenho. Os discos possuiam o tamanho de 5 mm de diametro
contendo o meio BDA com o micélio retirado das colonias de isolado de C. cubensis, com idade de 7 a
10 dias de incubacdo. O disco de casca em seguida foi recolocado no lugar, sendo pressionado contra
o inéculo. Os locais inoculados foram cobertos com algoddao umedecidos com dgua destilada e
envoltos com fita adesiva de 5 cm de largura, para protecao contra dessecacdo. A protecdo com as fitas
foram mantidas até a leitura dos resultados, durante um periodo que variou de 30 a 60 dias. Plantas
testemunhas foram inoculadas somente com meio BDA.

Para a avaliacdo das lesdes dos individuos, fez-se o uso de um canivete cortando-se e
removendo-se a casca para expor a lesdo e medir a drea lesionada. A avaliagdo foi efetuada aos 30 e 60
dias apds a inoculagdo, onde a drea da lesdo provocada pelo patdégeno foi transferida em um desenho
para um papel contacto transparente, circundando a lesdo da casca com o auxilio de caneta pincel. A

drea da lesdo foi obtida utilizando uma mesa digitalizadora.

Analise estatistica
Para obter uma melhor andlise dos clones foi realizada a distribui¢do de freqiiéncia das
progénies das fazendas em estudo onde foram analisados em fun¢do do tamanho da drea de lesdo do

tronco produzida por C. cubensis. Os resultados obtidos foram divididos em classes e com uma
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amplitude varidvel com diferentes niveis de resisténcia como R (resistente), MR (moderadamente
resistente), MS (moderadamente suscetivel), e S (suscetivel).
v" A amplitude total da variagdo (At) foi calculada entre as diferencas da menor a maior
variavel;

v" Foi utilizada a regra de Sturges para a determinac¢@o do nimero de classes:

K =1+3,3l0gN

Onde: K: ndmero de classes
N: ndmero total de observagdes
v" A amplitude do intervalo de classe (h): foi obtida dividindo a amplitude total da varia¢do
pelo nimero de classes.
v' As freqiiéncias das classes correspondem ao ndmero de observagdes realizadas no

experimento que caem entre os limites de classe.

Analise genética
Nos testes de progé€nies foram mensuradas as dreas da lesdo (cm) causada por Chrysoporthe
cubensis utilizando os seguintes parametros da varidncia genética. A definicdo e expressdo do

coeficiente de variacdo genética pode ser expressa como:

e n: numero de individuos observados

° X : média da amostra
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X
o i : valor individual

Esse valor nos dé a idéia de quanta variacdo existe em nossa amostra. Este método € restrito aos
casos onde podemos conseguir individuos geneticamente idénticos. Isso nem sempre é possivel. Na
maioria dos estudos em genética quantitativa os valores de fenétipo, gendtipo e ambiente ndo sio

utilizados diretamente, mas sim suas variancias, ou seja:
F= o+ F
F G E
Onde:

.

r € a variancia fenotipica (ou total, aquela que pode ser medida)

. ¢ € avariancia genotipica

.

g € a varidncia ambiental

Coeficiente de variacao: Expressa a variabilidade genética existente no individuo analisado

A
CV= —
X

.

r € a variancia fenotipica

e X mediada populacdo das progénies de cada fazenda;
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da resisténcia dos clones candidatos a parentais

Trinta e sessenta dias apds a inoculacdo, a maioria das plantas tinham desenvolvido os
sintomas da lesdo no lenho. A avaliagdo da resisténcia baseou-se fundamentalmente no tamanho
atingido pelas lesdes em fung@o da drea da casca lesionada (Figura 3).

O desenvolvimento das lesdes necrdticas no lenho ocorreu a partir do ponto de inoculagao,
servindo como a porta de entrada do patdégeno, que produziu uma lesdo inicialmente circular e
evoluindo para a forma elipsoidal vertical. Em alguns clones as lesdes apresentavam um contorno
geométrico bem definido e em outra forma irregular (Figura 2).

Através de andlises estatisticas as larguras da lesdo diferiram significativamente entre os
isolados provenientes de Bofete e Piracicaba (F = 9,08; desvio padrio = 0,4431; coeficiente de

variacdo = 28,45 %), mostrando ser o isolado de Bofete como o mais agressivo.

Figura 2: A: Lesdo com evolugdo de formato circular definido; B: Lesdo com

evolucio elipsoidal no sentido longitudinal.
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Na primeira avaliagio a drea da lesio média foi de 1,52 e 2,77cm’ enquanto na segunda
avaliacio encontrou-se uma média de 3,20 e 6,14 cm® de drea de lesdo do tronco causado pelos
isolados provenientes de Piracicaba e Bofete, respectivamente. Alguns individuos diferiram quanto ao
tamanho da lesdo, conseqiientemente diferindo na sua resisténcia quando comparados com o grau de

patogenicidade do isolado.
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Figura 3: Area da lesdo do tronco aos 30 e 60 dias nos diferentes clones apés a inoculagio com

Chrysoporthe cubensis proveniente de Piracicaba (A) e Bofete —SP (B).
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Houve também uma resposta diferenciada do clone com o isolado, indicando que nem todos
os clones tenham respondido da mesma maneira aos isolados, a exemplo o VR1 que respondeu como
mais suscetivel ao isolado de Piracicaba.

Para a primeira avaliacdo, 30 dias apds a inoculacdo, observou uma mudanca nitida quanto ao
tamanho da lesdo. A interacdo do clone TC1 com o isolado de Bofete (5,923 cm?) obteve uma drea
média da lesdo superior em relacdo ao isolado de Piracicaba (2,382 cm?). O mesmo comportamento
pode ser observado para os clones C3 e VR2 e a sua interacdo com o isolado de Bofete sendo superior
o tamanho médio da lesao.

Uma resposta interessante foi o clone TC2 que apresentou uma reducdo no tamanho da lesao
do isolado de Piracicaba (3,996 sz) para o isolado de Bofete (2,149 cmz). Os clones TC3, P2, El e E2
ndo apresentaram diferenca quanto ao tamanho da les@o para os dois isolados.

Considerando a segunda avaliagdo aos 60 dias apds a inoculacdo, a resposta do clone C4 ao
isolado de Piracicaba teve uma drea média de lesdo inferior (1,845 cm®) quando comparado com o
isolado de Bofete (9,666 cmz). O mesmo pode ser observado para os clones P3, TC2, E1, E2, P2, VR2
e C3. Uma combinacdo interessante foi do clone VR3 com os dois isolados que ndo apresentou
diferenca quanto ao tamanho da lesdo e do clone VR1 em que foi observado, apresentando uma
reducdo no tamanho da lesdo do isolado de Piracicaba (4,061 cm2) para o isolado de Bofete (2,28 cmz).

O estudo realizado por Van Heerden (2002) com a inoculacdo de C. cubensis em diferentes
clones mostrou que houve diferencas nas respostas dos clones apds a inoculagdo com um periodo de 6
a 12 meses. Foi observado que em alguns clones, havia uma reducdo no tamanho da lesdo apds 12
meses. Isto pode ser porque os clones tinham comecgado a recuperar e tal recuperacdo pdde refletir em
um grau maior de tolerdncia a doenca. Os clones que possuiam lesdes avangadas apds 6 meses de
inoculag¢do foi considerado com um alto grau de suscetibilidade.

A partir dos resultados obtidos pode-se verificar uma maior agressividade do isolado

proveniente de Bofete na maioria dos clones, tinica excecdo para o VR1 Na avaliacido aos 60 dias, as
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lesdes foram maiores que aos 30 dias para ambos os isolados. Desta forma a seqiiéncia ao estudo para
relacdo dos parentais, foi realizada com base no isolado proveniente de Bofete e com avaliacdo aos 60
dias.

A distribuicao de freqiiéncia dos 15 clones foram analisados em fun¢do do tamanho da area de
lesdo do tronco formados pelos isolados e mostra que a classe que teve maior freqiiéncia foi a primeira

com uma amplitude variando de 0 a 2,044 para o isolado de Bofete.

Tabela 2: Distribuicdo de freqiiéncia dos intervalos de classe varidvel da drea do
tamanho da lesdo do tronco em 15 clones de Eucalyptus sp. em clones inoculados com

Chrysoporthe cubensis.

Piracicaba Bofete
classes amplitude observacoes*: amplitude observacoes*

1 0-2,715 54 0-2,044 30
2 2,715-5,43 3 2,044 - 4,088 17
3 5,43 - 8,145 1 4,088 - 6,132 3
4 8,145- 10,86 0 6,132 - 8,176 5
5 10,86 - 13,575 0 8,176 - 10,22 2
6 13,575 - 16,29 0 10,22 - 12,264 1

7 16,29 - 19,005 1 12,264 - 14,308 2

A distribuicdo da freqiiéncia dos clones formados em funcido do tamanho da drea da lesdo
mostra que a classe de tamanho mais freqiiente foram as classes 1 a 3 consideradas resistentes a
moderadamente resistentes. Foram encontrados 46,66 % de plantas classificadas como resistentes; 6,67
% plantas moderadamente resistente, 13,33 % planta moderadamente suscetiveis e 33,34 % plantas
suscetiveis.

A maior drea de lesdo do tronco nos clones foi constatada nos individuos que pertencem as
classes 5 a 7, sendo considerados suscetiveis, com uma freqiiéncia de 8,33 % para o intervalo de classe

8,176 a 14,308 cm®, para isolado de Bofete. Os individuos que constituem esta classe sdo TC1, P3,
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P2, C4 e C3, em que apresentam drea da lesdo do tronco bem desenvolvido com um tamanho superior
que os demais clones considerados neste estudo.

Os clones que sdo considerados moderadamente suscetiveis apresentam um elevado tamanho
da 4rea da lesdo do tronco, porém, em geral sdo mais baixos do que apresentados pelos clones
suscetiveis. Este nivel de suscetibilidade sdo observados para a classe 4 com um intervalo de classe de
8,145 a 10,86 para o isolado de Piracicaba e 6,132 a 8,176 para o isolado de Bofete, sendo
representados pelos clones VR2 e TC2 (8,33 %).

A menor drea de lesdo do tronco nos clones foi constatada nos individuos que pertencem as
classes 1 e 2, sendo considerados resistentes, com uma freqiiéncia de 78,33% para o intervalo de classe
de 0 a 4,088 cm® para isolado de Bofete. Os clones encontrados nesta classe sio a maioria dos
individuos utilizados neste estudo sendo eles VRI1, P1, VR3, C2, El, E2 e TC3. Estes clones
geralmente apresentam uma drea muita reduzida de lesdo no tronco ou praticamente ndo possuem as
lesdes. Van Heerden (2002) trabalhando com 21 genétipos de Eucalyptus sp. € um isolado de C.
cubensis bastante virulento observou que as larguras da lesdo também diferiram significativamente
entre clones. Vdrios desses clones indicaram um grau elevado de resisténcia a doenca, mostrando que
os gendtipos respondem diferentemente a infec¢do causada pelo C. cubensis.

Os individuos moderadamente resistentes possuem uma lesdo superficial apresentando lesdes
menores do que as apresentadas pelos individuos suscetiveis e moderadamente suscetiveis. Neste nivel
os individuos moderadamente resistentes sdo representados pela classe 3 possuindo uma amplitude de
classe que variou de 4,088 a 6,132 cm’.

Muitos dos clones utilizados neste estudo foram classificados como moderadamente resistente
e resistente. Isto porque em alguns clones e na testemunha foram observadas as formagdes de um
tecido caloso que se desenvolvia a partir da regido cambial e recobria em intensidade varidvel a
superficie do lenho exposta no ferimento de inoculacdo. Estes calos chegavam muitas vezes, a tomar

toda a cavidade de inoculagdo podendo até projetar-se para fora, tornando-as salientes. Esta formacdo
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calosa pode ser considerada como uma possivel expressao de resisténcia, pois demonstra a capacidade
da planta em delimitar o desenvolvimento da lesdo no sentido da profundidade da casca, impedindo
que os tecidos do lenho sejam atingidos pelo patégeno, tendo uma rapida reagdo de cicatrizag@o.

Um estudo realizado com 25 clones de Eucalyptus sp. inoculados artificialmente com um
isolado virulento de C. cubensis mostrou que a capacidade das feridas fecharem e a producdo de calos
foram correlacionadas com a suscetibilidade destes clones a infeccdo do patégeno (Van Zyl et al.
1999). Clones que possuiam capacidade de fechamento dos ferimentos mais rdpida foram também os
mais resistentes a infec¢@o ao C. cubensis, aqueles que possuiam uma capacidade menor de fechar as
feridas foram considerados os mais suscetiveis ao cancro causado por C. cubensis (Van Zyl et al.
1999).

Os métodos rdpidos para avaliar diferencas em clones de Eucalyptus sp. quanto a
suscetibilidade do patdégeno C. cubensis sdo desejaveis nos programas de melhoramento para produzir
individuos que sejam tolerantes a essa doenga. A inoculacdo artificial € utilizada freqiientemente para
avaliar drvores que sejam tolerantes ao cancro do eucalipto (Ferreira et al. 1977; Alfenas et al. 1983).
Van Der Westhuizen et al. (1990) mostrou que os hibridos de E. grandis com E. camaldulensis, E.
urophylla ou E. tereticornis sdo mais resistentes ao cancro do eucalipto causado por C. cubensis.

As alternativas para selecionar individuos resistentes a doenga, tal como a inoculagio em
plantas jovens como as experimentacdes em estufa renderam resultados valiosos e similares as
experimentacdes de campo (Conradie et al. 1992). Além disso, Van Zyl et al. (1999) mostraram
também que a capacidade dos clones para recuperarem feridas causadas pelos danos mecanicos esta
correlacionada diretamente com sua suscetibilidade ao C. cubensis. Futuramente, pode ser possivel
incluir a capacidade de recuperagdo aos ferimentos como um critério de selecio para os programas de
melhoramento. Além disso, os marcadores moleculares ligados a resisténcia forneceriam um método

ideal para selecionar plantas do programa.
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Avaliacao da intensidade de sintomas em funcao da idade da arvore

Considerando a classe de idade das plantas foi observada que para quatorze meses foram
encontradas uma propor¢do de 46,7 % para individuos resistentes, 26,7 % para moderadamente
resistentes, 13,3 % para moderadamente suscetivel e 13,3 % para suscetivel, ndo havendo uma classe
de idade na qual os danos fossem mais pronunciados.

Para a classe de idade de quatro meses os individuos estdo representados da seguinte forma:
57,2 % resistentes 28,6 % moderadamente resistentes 7,1 % moderadamente suscetiveis € 7,1 %
suscetiveis.

Comparando entre 4 e 14 meses, houve um aumento de 10,5% para os individuos resistentes
com uma quantidade menor de idade. Isto se deve a alta relacdo inversa entre o crescimento da arvore e
a porcentagem de casca. Arvores maiores (em didmetro e altura) de uma mesma espécie tendem a ter
menor percentual de casca, sendo especializada no armazenamento de madeira. A influéncia da idade
da arvore estd também relacionada as suas dimensdes e ao fendmeno de perda de casca por queda do
ritidoma. Entretanto, apesar de esses teores serem menores nas drvores maiores, as quantidades totais
de casca (em metros cubicos ou toneladas por hectare) é maior nos povoamentos mais velhos que em
povoamentos mais jovens. (Foelkel, 2008)

Alguns clones variaram quanto ao nivel de resisténcia em funcao da idade avaliada. Os clones
TC1 e P3 foram considerados suscetiveis para os 14 meses de idade e moderadamente resistentes aos 4
meses de idade. Os clones C4 e P2 foram considerados moderadamente suscetiveis aos 14 meses de
idade e resistentes aos 4 meses.

Em resposta a degradacdo das células do floema, o cdmbio vascular promove a superproducdo
de novas células de floema, que posteriormente também sdo degradadas (Romadn et al., 2004). Este
processo continuo de degradacdo e sintese causa o “anelamento” ao redor de todo tronco e, como
conseqiiéncia, prejudica o transporte dos produtos sintetizados pela fotossintese nas folhas da copa para

as raizes. O fluxo restrito de seiva elaborada para as raizes por um periodo de tempo prolongado, por
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sua vez, acaba por exaurir as reservas de carboidratos das mesmas, favorecendo o ataque de patégenos

secunddrios e causando a morte por desnutricdo (Bassanezi et al., 2003) em plantas mais novas a

quantidade de células mais novas é maior, facilitando a regeneracao do tecido vegetal.

Tabela 3: Avaliacdo do nivel de resisténcia nos diferentes clones estudados aos 4 e 14

meses de idade.

NR* 4 meses 14 meses

R TC3, TC2, P2, VR2, C4, Cl1, P1, | TC3, E1*** E2, C2, VRI1, P1, VR3
VR1

MR VR3, TC1, P3, C2 TC2, Cl, VR2, C3

MS C3 C4, P2

S E2#* TCl1, P3

*NR: Nivel de resisténcia

** Muitas plantas forma mortas por causa do vento

**% Auséncia de Eucalyptus camaldulensis proveniente de Pendpolis para os 4 meses de idade

Os clones TC3, VR1 e P1 mantiveram o mesmo nivel de resisténcia para as duas idades

avaliadas, enquanto que nos demais clones houve uma pequena diferenca quanto ao tipo de resisténcia.

Os clones TC2, VR2 e C1 variaram de resistentes a moderadamente resistentes, com o aumento da

idade, levando a um pequeno aumento do tamanho da lesdo. O clone C3 variou de moderadamente

suscetivel para moderadamente resistente, tendo uma diminui¢do da drea lesionada. Diferentemente

pode ser observado com os clones que possuem os contrastes de resisténcia como, por exemplo,

resisténcia/suscetibilidade onde o tamanho da lesdo € estatisticamente significativa.
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Avaliacao genética dos parentais e progénies

A variancia fenotipica dos parentais pode ser observada na tabela 4. As maiores variancias
encontradas foram para os individuos P3, TC1, C4 e P2 com amplitude de 21,55 a 41,32 enquanto a
menor variacdo encontrada foram para os parentais TC3, C2, VR1, P1, VR3, E1l e E2, variando de 0,23
al,57.

A variag@o dos parentais observados foi muito grande, variando de 125% a 15 %, sendo o P2 e
P1 respectivamente. Com base nos coeficientes estimados nos ensaios realizados no campo, Pimentel —
Gomes (1985) classificou-os como baixos, quando inferores a 10 %; médios, quando de 10 % a 20 %;
altos, quando de 20 % a 30 % e muitos altos, quando superiores a 30%. Contudo, essa classificacdo é
muito abrangente e ndo leva em consideraco as particularidades da cultura estudada, e principalmente,
ndo faz distin¢do quanto a natureza do cardter avaliado (Garcia, 1989; Scapim et al., 1995; Costa et al.,
2002). Além disso, essa classificacdo pode variar das condi¢des edafoclimdticas ou ciclo reprodutivo
da cultura (Scapim et al., 1995). Num programa de melhoramento genético, a classificacdo de
Coeficiente de Variacdo pode ser util, pre exemplo, para informar a variacao que o clone obteve quanto
ao tamanho da lesdo do cancro do eucalipto.

Os individuos P2, P3 e C4 que se encontram nas classes suscetiveis e moderadamente
suscetiveis, foram os que obtiveram maior variagdo no tamanho da lesdo. Isto também pode ser
observado para os parentais TC2 e E1 que se encontram nas classes moderadamente resistentes e
resistentes. Isto significa que mesmo tendo diferentes niveis de resisténcia a variagdo quanto ao

tamanho da lesao foi muito diferente, o que eleva o coeficiente de variacdo (Figura 6).



44

Tabela 4: Parametros estatisticos e genéticos avaliados nas progénies para os diferentes parentais.

Parentais X F i CV (%)
Cc4 4,314 21,55 107,6
TC1 8,718 23,58 55,70
P3 5,938 41,32 108,25
TC3 2,450 1,57 51,14
TC2 3,723 7,46 73,36
El 1,259 0,83 72,36
E2 1,393 0,35 42,47
P2 4,054 25,71 125
C2 2,260 0,53 32,21
C1 3,627 0,98 27,29
VRI1 2,615 0,39 23,88
VR2 4,887 2,32 31,21
P1 3,186 0,23 15,05
C3 8,480 4,17 24,08
VR3 1,542 0,40 41,01
X : média da populacio; r . variancia fenotipica; CV: Coeficiente de variacdo;

As varidncias foram estimadas pela andlise das fazendas com testes de progénies dos
cruzamentos avaliados neste estudo. A maior parte da varidncia fenotipica foi detectada na fazenda
Trés Marias (7,64), indicando a possibilidade de aproveitamento desta por meio de selecdo dos
melhores individuos em cada progénie, enquanto que a menor variacdo foi encontrada na fazenda Sao

Joaquim I com 0,56. Na identificacdo e selecdo dos gendtipos superiores, a varidncia se caracteriza
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como uma das ferramentas mais importantes para a quantificacdo do potencial de melhoramento da
populacdo e para o mérito da estratégia de selecdo utilizada, visando a alteracdo da freqiiéncia dos

alelos favoraveis (Cruz, 1994).
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Figura 4: Representacdo grafica da variancia com o menor, maior valor e a média da 4rea da lesao dos

parentais ao patédgeno C. cubensis.

Uma vez que a resisténcia ao cancro causado por C. cubensis é suficientemente elevada na
populacdo ndo foi necessdrio recorrer a cruzamentos para introduzir nestas espécies genes da
resisténcia. Os estudos evidenciaram que a resisténcia ao cancro no eucalipto € um caréter genético de
controle quantitativo (poligénico). Na realidade, os cruzamentos entre plantas resistentes ndo originam

necessariamente geragcdes totalmente resistentes, como se verifica quando a resisténcia € controlada por
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um tnico gene. A descendéncia mostra um comportamento varidvel ao longo de uma escala de valores
que vai da suscetibilidade a resisténcia. Todavia, como selecdo quantitativa, obtém-se plantas
resistentes que exercem uma fraca pressdo de sele¢do sobre o patdégeno, o qual terd maior dificuldade
em ultrapassar as defesas das plantas selecionadas e provocar grandes danos.

Nos programas de melhoramento convencional, a selecdo dos gendtipos apresentam
caracteristicas desejdveis € realizada com base nas informagdes fenotipicas dos individuos. Como a
grande maioria dos caracteres de importidncia agrondmica € de natureza quantitativa, ou seja,
controlados por um grande nimero de genes, os caracteres sofrem elevada influéncia ambiental na
expressdo do fendtipo. A selecdo fenotipica vem sendo aplicada hd muito tempo, apresentando

resultados bastante significativos.

Tabela 5: Parametros estatisticos e genéticos avaliados nas progénies para os diferentes

materiais genéticos.

Fazendas X F CV (%)
F

Baronesa (CO41H x VR3709H) 3,835 5,13 59,06

Sdo Joaquim II (VR 3748H x VR3709H) 3,361 2,189 44,02
Vitéria (C041H x TC50G) 3,038 4,65 70,98

Trés Marias (CO41H x TC50G) 3,515 7,64 78,64

Sao Joaquim I (C219H x POO2H) 2,652 0,56 28,22

X : média da populagio; CV: Coeficiente de variacdo; h* Coeficiente de herdabilidade; Ag:

ganho genético.

O coeficiente de variacdo genética (CV) € outro pardmetro usualmente utilizado para comparar

a variabilidade genética expressa para cada cardter avaliado, conforme destacado por Resende (2001).
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Os coeficientes de variagdo para a drea da lesdo causada por C. cubensis foram 59,06 % na fazenda
Baronesa e para a Sao Joaquim II foi de 44,02 %. O menor coeficiente de variacdo encontrado foi de
28,22 % para a fazenda Sao Joaquim I, indicando que existe uma menor variagdo das progé€nies quanto

2

a drea da lesdo.

No patossistema eucalipto-Chrysoporthe cubensis, a interagdo hospedeiro-patégeno-ambiente
foi significativa em muitos dos gendtipos testados. Em geral, um dado genétipo pode exprimir diversos
fenétipos conforme as condi¢des de clima e solo. Isto pode ser observado para a fazenda Vitéria que
apresentou uma variacdo fenotipica de 4,65 cujo cruzamento, C1 x TC2, é o mesmo utilizado para a
fazenda Trés Marias que apresentou uma variagao de 7,64 na populacao estudada.

O éxito do melhoramento genético estd associado a capacidade de acerto na escolha dos
melhores individuos que serdo os genitores das proximas geragdes (Cruz et al., 2003). Uma das
maneiras de identificar os individuos portadores de genes desejdveis € a avaliacdo genética dos
candidatos a selecdo. Em plantas perenes, recomenda-se que a selec@o seja feita com base nos valores
genéticos dos individuos que serdo utilizados na recombina¢do e nos valores genotipicos dos
individuos que serdo clonados (Resende, 2002).

O melhoramento genético de espécies arbdreas florestais € uma atividade de médio-longo
prazo e que comporta custos elevados, incluindo recursos humanos. Por outro lado, dado que a selec@o
para o melhoramento de um dado carater reduz a variabilidade de todos os outros caracteres, com o
intuito de conservar tanto quanto possivel a diversidade da populagdo e assegurar a elasticidade de
adaptacdo a diversas condicdes ambientais é necessdrio criar uma ampla base genética de plantas
resistentes, ndo se baseando na selecio de um ndmero reduzido de clones. Por estes motivos, na drea
florestal, o melhoramento genético com vista a resisténcia a fatores bidticos ou abidticos adversos

encontra justificativa apenas para espécies de elevado valor silvicola e ecoldgico, ornamental ou

tecnoldgico.
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Distribuicao de freqiiéncias com as progénies

A distribui¢do da freqii€ncia das progénies mostra que as classes de tamanho mais freqiiente
foram as classes 1 a 3, consideradas resistentes e moderadamente resistentes.

A fazenda Sao Joaquim I (C2 x P3) e Sdo Joaquim II (VR1 x VR2) apresentaram uma
distribuicdo de freqiiéncia equilibrada, apresentando um nimero de individuos maiores nos niveis de
resisténcia de moderadamente resistente (MR) e moderadamente suscetivel (MS). Para Sao Joaquim I
observa-se 17,65 % de plantas classificadas como MR com o intervalo de classe de 2,3 a 2,875 e 23,53
% de plantas classificados como MS com o valor de classe de 2,875 a 3,45. O mesmo pode ser
observado para Sao Joaquim II com 45,26 % de plantas MR e 26,32 % individuos de MS. Na avaliagdo
da resposta do hospedeiro a infec¢do do fungo foram efetuadas observagdes muito interessantes sobre
plantas de comportamento intermedidrio. Nestas plantas em geral o processo necrético desenvolve-se
muito lentamente e raramente € fatal. Os individuos que manifestam este comportamento sio definidos
como tolerantes, j4 que ndo sofrem alteracdes no ritmo de crescimento e funcionalidade ainda que
afetados por diversos cancros ativos.

Uma grande quantidade de individuos resistentes foi apresentada para todas as fazendas. A
fazenda Baronesa, Vitéria e Tré€s Marias possuem 68,35 %, 63,64 % e 69,56 % de individuos
resistentes, respectivamente. Este fato pode ser explicado quando um hospedeiro vigoroso, afetado
superficialmente por injiria na casca viva, mais ainda distante do cambio vascular, pode ser capaz de
iniciar um processo de barreira fisioldgica anatdmica impermeabilizante na casca viva, com a
finalidade de parar a perda de liquidos a partir de seus tecidos sadios limitrofes a lesdo. Apds esta
reacdo, inicia se a formacdo de uma nova casca ou periderme, logo atrds da barreira mencionada. Essa
forma de defesa em nivel de casca é facilmente perceptivel, sendo tecnicamente denominado

mecanismo de defesa pela formacgado de periderme necrofilética (Ferreira et al, 2002).



Figura 5: Variagdes no tamanho das lesdes de C. cubensis observadas em trocos de
hibridos de eucalipto. A, C: Desenvolvimento da lesdo; B: Formacdo da periderme

necrofilatica; D: Desenvolvimento de calos.
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As plantas suscetiveis avaliadas dentro das progénies nas diferentes fazendas ndo possuem os

mecanismos necessdrios para deter o avanco do processo necrdtico entre as plantas restantes. Quando

uma lesdo ocasionada pelo fitopatogeno for profunda aproximando-se demasiamente do cambio

vascular ou atingindo-o ha a sua morte nao sendo mais possivel haver a regeneracdo de nova periderme

para barrar a lesdo. A fonte da injuria que matou por¢do do cAmbio vascular afetard o lenho justaposto

(xilema), acarretando distirbio no sistema condutor ascendente de dgua e sais minerais, com

conseqiiente perda de liquidos e acesso de flora microbiana para o lenho (xilema). Assim somente a

partir dos limites laterais da lesdo € que haverd cambio vascular e casca sadia. Na fazenda Baronesa foi

encontrada o menor nimero de individuos suscetiveis com 1,27 % pertencente a esta classe, enquanto

na fazenda Vitdria foi observado 18,18 % de individuos compostos pela classe suscetivel. As demais

fazendas apresentaram 5,88 %, 5,26 % e 13,04 % para Sao Joaquim I, Sdo Joaquim II e Trés Marias

respectivamente.

Distribuicdao de frequencia na Fazenda Baronesa

T T T T T —
0-2,08 2,08- 4,16- 6,24- 8,32- 10,4- 12,48- 14,56- 16,64-
4,16 6,24 8,32 10,4 12,48 14,56 16,64 18,67

Amplitude de classe

n°observagdo
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B E o

=i
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Figura 6: Distribuicdo de freqiiéncia das progénies pertencentes a diferentes sitios locais.
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Figura 7: Distribuicdo de freqii€ncia das progénies pertencentes a diferentes sitios locais.
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RESUMO

O termo cancro ¢ utilizado para designar lesdes localizadas na casca do caule de plantas lenhosas que
podem resultar no anelamento do caule e secamento da parte superior da copa e a morte da planta. O
objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de resisténcia de clones e suas progénies de
eucalipto quanto ao cancro causado por Botryosphaeria sp. Os ensaios foram conduzidos em casa de
vegetagdo, sob condicdes controladas de irrigacdo, utilizando 15 clones de eucalipto. Apds identificar
0s gendtipos contrastantes dos parentais, foram selecionadas progénies no viveiro de pesquisa da
empresa. Foram selecionados 96 individuos que estavam dispostos em campo. Os isolados utilizados
de Botryosphaeria sp. sdo provenientes de Botucatu sendo produzidos em meio BDA e inoculados nos
clones e progénies pelo método do disco. A avaliacdo foi realizada 60 dias apds a inoculagdo, medindo
a area da lesdo de cada material. Dos clones testados, com Botryosphaeria sp., verificou-se 91,67 %
resistentes 5 % moderadamente resistentes, 1,67 % moderadamente suscetiveis € 5,26 % suscetiveis. A
média da area da lesdo para as progénies estudadas variou de 7,29 cm? a 9,72cm?. As varidncias
fenotipicas encontradas foram de 0,285 a 156,88, enquanto os coeficientes de variagdo foram de 29,86
% a 101,13 %.

Palavras Chave: Eucalyptus sp., cancro, resisténcia, Botryosphaeria sp.
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ABSTRACT

The term canker is used to assign injuries located in the bark of stems of woody plants that can result in
the anelamento of stems and drying of the superior part of the crown and the death of the plant. The
objective of this study was to evaluate the behavior of resistance of clonal and its lineages of
eucalyptus concerning the canker caused for Botryosphaeria sp. The essays were made in greenhouse,
under controlled conditions of irrigation, using 15 clonals of eucalyptus. After identifying the
contrasting genotypes of the parental ones, lineages in the shade research of the company had been
selected. For the farm 96 of individuals were selected from the available in field. The isolated ones
used for Botryosphaeria sp. are proceeding from Botucatu, produced in medium BDA and inoculated
in clonals and lineages by the method of the disk. The evaluation was conclued 60 days after the
inoculation, measuring the area of the injury of each material. The clonal tested, with Botryosphaeria
sp., verified resistant 91.67 %, 5 % moderately resistant, 1.67 % moderately susceptible and 5,26 %
susceptible. The average of the area the injury for the studied lineages varied from 7,29 cm 2 to 9,72
cm?. The phenotypic variation found was from 0,285 to 156,88, while the coefficient of variation from
29,86 % to 101,13 %. The results indicate that the tested genetic materials possess good source of

resistance for the tested fitopatdgeno.



58

Keywords: Eucalyptus sp., canker, resistance, Botryosphaeria sp.

INTRODUCAO
O eucalipto no Brasil tem sido extensivamente utilizado em plantios florestais por diversas
razdes: pela grande plasticidade do género devido a diversidade de espécies adaptadas a diferentes
condicdes de clima e solo; pela elevada producdo de sementes e facilidade de propagacdo vegetativa;
pelas caracteristicas silviculturais desejaveis, como rdapido crescimento, produtividade e boa forma de
fuste; em funcdo do melhoramento genético e ao manejo e pela adequagcdo ao mais diferentes usos

industriais com ampla aceitacdo no mercado (Mora et al., 2000; Silva, 2005)

O sucesso do eucalipto fez com que o Brasil se tornasse a nacdo mais competitiva para a
producdo de madeira por meio de florestas plantadas, que ja atingem 6,5 milhoes de hectares
distribuidos em 19 estados da Federacdo, sendo os principais estados produtores Minas Gerais, Sdo
Paulo, Bahia, rio Grande do Sul e Espirito Santo. O agronegécio florestal tem participa¢do equivalente

a 4 % do produto interno bruto (ABRAF, 2008).

Em solos arenosos € comum a existéncia de niveis limitantes de nutrientes, devido ao rdpido
ressecamento, o que agrava a defici€ncia de boro e outros nutrientes. Nas drvores novas pode ocorrer
rachadura natural da casca desde a base, predispondo-a ao ataque de um complexo de fungos como,

por exemplo, Dothiorella sp. (Furtado, 2006).

O cancro do eucalipto € uma das doencas mais importantes de ocorréncia no campo causado
por Botryosphaeria sp., cuja fase anamérfica é Dothiorella sp., que causa danos severos. Caracteriza-se
por lesdes necréticas nos tecidos do caule, ao longo do tronco e ramos, manifestando-se inicialmente
pelo escurecimento do tecido da casca e do lenho, as folhas perdem a turgescéncia secando-se
posteriormente. Pode haver a formacdo de um calo cicatricial ou mesmo o anelamento, ou seja, a les@o

se desenvolve em toda a circunferéncia do caule, causando morte da parte aérea da planta, afetando
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também os ramos secunddrios de um plantio de eucalipto, sendo freqiientemente observada a formacio
de gomose na drea lesionada. E comum a ocorréncia de quebra de fuste pelo vento na altura da regido

lesionada.

Uma ampla gama de hospedeiros tem sido associada com infec¢des de Botryosphaeria sp. em
espécies de eucalipto, tendo como principais Corymbia citriodora, E. globulus, E. grandis e E.
urophylla. E uma doenca caracterizada pela necrose dos ramos, que evolui da extremidade destes para
os pontos de inser¢do de modo que os tecidos da casca e do limbo tornam-se escuros e secos, as folhas

perdem a turgescéncia e secam (Krugner et al., 1973).

O manejo de perdas associadas a Botryosphaeria sp é complicado em fun¢do do patégeno se
manifestar sob diversas condi¢des de estresse. Existem algumas evidéncias que mostram que o
patégeno infecta folhas sauddveis e tecido de ramos e tronco tornam-se estressados. Existem também
boas evidéncias que sugerem que diferentes clones de eucalipto diferem quanto a suscetibilidade ao
patégeno. Portanto, existe uma oportunidade considerdvel de se selecionar materiais que apresentem
alta tolerincia ao fungo. Perdas podem ser reduzidas pela deteccao precoce da doenca em campo e pelo
plantio de espécies ou clones tolerantes. Caracteres morfoldgicos, idade e estado nutricional das
plantas, ou fatores do ambiente e praticas culturais podem alterar a suscetibilidade da planta (Kriigner
et al., 1995; Bendendo, 1995; Luque et al., 2002; Avena-saccd, 1938; Salzedas et al., 1985; Whiteside
et al., 1988; Ferreira, 1989; Sanchez-Hernandez et al., 2002). O objetivo deste trabalho foi avaliar

fenotipicamente os hibridos de eucalipto quanto ao patégeno Botryosphaeria sp.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O material genético utilizado no presente estudo é oriundo do programa de melhoramento do

Setor Florestal da Empresa Votorantim Celulose e Papel. Estes materiais genéticos sdo provenientes de
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clones de Eucalyptus grandis, Eucalyptus urophylla e Eucalyptus camaldulensis, em que foram
oriundos de selecdo massal. Foram selecionados 15 clones de eucalipto com idade 14 meses situado

no municipio de Luis Antonio (SP), possuindo um total de 60 drvores para a avaliacdo.

Tabela 1: Material vegetal utilizado no estudo com os diferentes isolados

de C. cubensis

Amostras Material Vegetal
VR1 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
Cl Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
P1 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
VR2 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
TC1 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
C2 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
P2 Eucalyptus urophylla
El Eucalyptus camaldulensis (Pendpolis)
E2 Eucalyptus camaldulensis (IPEF)
C3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
VR3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
P3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
TC2 Eucalyptus grandis
C4 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
TC3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla

Ap6s identificar os gendtipos contratantes desses parentais foram selecionadas progénies da

empresa. Para a fazenda situada no municipio de Luis Antonio (SP) foram selecionados 96 individuos
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com o cruzamento C1 x VR1 que estavam dispostos em campo para a inocula¢do de Botryosphaeria
sp.

Obtencio do inéculo

O isolado de Botryosphaeria sp. proveniente de Botucatu foi obtido a partir de plantas de
Eucalyptus sp naturalmente infectadas em campo. Pequenos pedacos do tecido lesionado foram
cortados, submetidos a uma assepsia com dlcool 70 % (1minuto), hipoclorito 2 % (30 segundos) e
lavados com &4gua destilada autoclavada. Atualmente o isolado de Botryosphaeria sp. pertence a
micoteca do Departamento de Produg@o Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — Campus de
Botucatu — Sao Paulo.

A partir deste isolado, foi obtida cultura pura do fungo, em placas de petri de 9cm de didmetro,
contendo o meio BDA (39g de extrato comercial de batata-dextrose-dgar para 1L de dgua destilada),
incubadas a 25-28 °C por 7-10 dias com um fotoperiodo alternado de 12 h para as inoculacdes nas
mudas de Eucalyptus. Os isolados foram identificados e realizados reinoculag¢des periddicas a fim de

manter a patogenicidade.

Inoculaciao do material vegetal

A metodologia utilizada neste estudo consistiu em colocar discos de 0,5cm de diametro
contendo meio de cultura e inéculo em contato interno com os tecidos da planta apds ferimento, com o
auxilio de um vazador cilindrico de metal, de 0,7cm de didmetro, retirando-se discos de casca e
expondo o lenho. Em cada ferimento aberto, foi entdo colocado um disco do indculo, com a face
contendo o micélio voltado para o lenho. Os discos possuiam o tamanho de 5 mm de didmetro
contendo o meio (BDA) com o indculo retirado das coldnias de isolado de Botryosphaeria sp., com
idade de 7 a 10 dias de incubacdo. O disco de casca em seguida foi recolocado no lugar, sendo
pressionado contra o indculo. Os locais inoculados foram cobertos com algoddo umedecidos com dgua

destilada e envoltos com fita adesiva de 5 cm de largura, para protecio contra dessecacdo. A protecio
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com as fitas foram mantidas até a leitura dos resultados, durante um periodo que variou de 30 a 60
dias. Plantas testemunhas foram inoculadas somente com meio BDA.

Para a avaliacdo dos individuos, fez-se o uso de um canivete cortando-se e removendo-se a
casca para expor a lesdo e medir a drea lesionada. A avaliacdo da doenga foi efetuada aos 30 e 60 dias
apods a inoculacgdo, onde a drea da lesdo provocada pelo patégeno foi transferida em um desenho para
um papel contacto transparente, circundando a lesdo da casca com o auxilio de caneta pincel. A drea da

lesdo foi obtida utilizando uma mesa digitalizadora.

Analise estatistica

Para obter uma melhor andlise dos clones foi realizada a distribui¢cdo de freqiiéncia das
progénies das fazendas em estudo onde foram analisados em fun¢do do tamanho da édrea de lesdo do
tronco produzida por Botryosphaeria sp. Os resultados obtidos foram divididos em classes e com uma
amplitude varidvel com diferentes niveis de resisténcia como R (resistente), MR (moderadamente
resistente), MS (moderadamente suscetivel), e S (suscetivel).

v' A amplitude total da variagdo (At) foi calculada entre as diferencas da menor a maior

variavel;

v Foi utilizada a regra de Sturges para a determina¢io do nimero de classes:

K =1+3,3l0gN

Onde: K: ndmero de classes
N: nimero total de observagdes
v' A amplitude do intervalo de classe (h): foi obtida dividindo a amplitude total da varia¢do
pelo nimero de classes.
v' As freqiiéncias das classes correspondem ao ndmero de observagdes realizadas no

experimento que caem entre os limites de classe.
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Analise genética
Nos testes de progénies foram mensuradas as dreas da les@o (cm) causada por Botryosphaeria
sp. utilizando os seguintes parametros da varidncia genética. A definicdo e expressao do coeficiente de

variagdo genética pode ser expressa como:

e n: nimero de individuos observados

° X : média da amostra

. i valor individual

Esse valor nos da a idéia de quanta variacdo existe em nossa amostra. Este método é restrito aos
casos onde podemos conseguir individuos geneticamente idénticos. Isso nem sempre é possivel. Na
maioria dos estudos em genética quantitativa os valores de fenétipo, gendtipo e ambiente ndo sdo

utilizados diretamente, mas sim suas variancias, ou seja:
&= F+ F
F G E
Onde:

.

r € a varidncia fenotipica (ou total, aquela que pode ser medida)

.

¢ € avariancia genotipica
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.

g € a variancia ambiental

Coeficiente de variacido: Expressa a variabilidade genética existente no individuo analisado

A
CV= —
X

.

r € a varidncia fenotipica

o X mediada populacdo das progénies de cada fazenda;

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da resisténcia dos clones candidatos a parentais

A quantidade das doengas em plantios de eucalipto, embora varidvel em funcdo do material
genético (espécies, procedéncias, progénies e clones), da qualidade do sitio, da idade da planta e das
condi¢des climdticas da época do ano, deve estar ligada a um importante fator, que é a adaptacio
genética do patégeno ao material plantado, com aumento gradativo do inéculo na regido. Dentro deste
contexto, as medidas de controle quimico tornam-se economicamente invidveis, sendo os caminhos
mais promissores a selecdo genética de materiais resistentes e a melhoria do estado nutricional das
arvores (Silveira, et al. 2003).

Os parentais foram escolhidas de forma a manter uma ampla base genética em relac@o a outras
caracteristicas, no caso resisténcia do cancro causado por Botryosphaeria sp., incidindo sobre os

individuos ndo doentes, dotados de caracteristicas silviculturais.
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A avaliacdo do material vegetal foi observada trinta e sessenta dias apds a inoculacdo, sendo

que o desenvolvimento das lesdes necrdticas ocorreu a partir do ponto de inoculagdo.

30

Parentais

‘l:l 1°avaliacdo B 2° avaliagcdo @ Testemunha ‘

Figura 1: Area da lesdo do tronco aos 30 e 60 dias nos diferentes clones apés a inoculagio com

Botryosphaeria sp. proveniente de Botucatu —SP.

Para a primeira avaliacio aos trintas dias apds a inoculagdo com o patégeno Botryosphaeria sp.
foi observada uma éarea de lesdo média que variou de 0,677 cm? a 6,611cm2. A menor lesdo foi
encontrada para o E1 enquanto a maior drea da lesdo foi observada no clone P3, seguido de TC1 e P1.

Na segunda avaliacdo, sessenta dias apds a inoculacdo foi observada uma media da lesdo
variando de 0,243 a 26,8 cm2. A menor média foi encontrada em E2, seguido do clone C4, enquanto a
maior € representada pelo clone TC1 e C3. Esses individuos que diferiram quanto ao tamanho da lesdo,
conseqiientemente diferiram na sua resisténcia quando comparados com o grau de patogenicidade do

isolado.
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Tabela 2: Distribuicdo de freqiiéncia dos intervalos de classe da drea do

tamanho da lesdo do tronco nos clones de Eucalyptus spp. inoculados com

Botryosphaeria sp.
n° de classes Intervalo Observacoes
1 0-3,833 43
2 3,833 - 7,666 12
3 7,666 - 11,499 3
4 11,499 - 15,332 1
5 15,332 - 19,165 0
6 19,165 - 22,998 0
7 22,998 - 26,831 1

A distribuicdo da freqiiéncia dos clones mostra que a classe de tamanho mais freqiiente foram
as classes 1 a 3 consideradas resistentes e moderadamente resistentes. Foram encontrados 91,67 % de
plantas classificadas como resistentes; 5 % plantas moderadamente resistente, 1,67 % planta
moderadamente suscetiveis e 1,67 % plantas suscetiveis. Souza et al. (2008) estudando 10 clones de
eucalipto inoculados com Dothiorella sp verificaram que 68,42 % eram resistentes, 26,32 % eram
moderadamente resistentes, € 5,26 % suscetivelis.

O intervalo de classes variou entre os individuos em resistentes (0 — 7,666 cm?),
moderadamente resistentes (7,666 - 11,499 cm?), moderadamente suscetiveis (11,499 — 15,332 cm?) e
suscetiveis (15,332 — 26,831 cm?). Este valor foi superior ao encontrado por Souza et al. (2007) que
observaram o comportamento de clones e foram agrupados em resistentes (0 — 4,088 cm?),
moderadamente resistente (4,088 — 6,132 cm?), moderadamente suscetivel (6,132 — 8,17 6¢cm?) e

suscetivel (8,176 — 14,308 cm?).
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A menor lesdo do tronco nos clones foi no intervalo de classe de 0 a 3,833 sendo encontrado a
maioria dos individuos. Os clones pertencentes a esta classe sdo representados por C4, VR3, P2, El,
VR2, C1, C2, TC2, TC3, P3 e E2. Esses clones mostraram um grau elevado de resisténcia a doenca,
podendo responder diferentemente a infec¢do causada por Botryosphaeria sp. Muitos destes clones
exibiram nivel de resisténcia devido ao aparecimento de um tecido caloso que se desenvolvia a partira
da regido cambial e recobriu em intensidade varidvel a superficie do lenho exposta no ferimento de
inoculag@o.

Os individuos considerados moderadamente resistentes foram representados pelos clones VR1
e P1, possuindo uma lesdo superficial e apresentaram o tamanho das lesdes menores do que as

apresentadas pelos individuos suscetiveis e moderadamente suscetiveis.

Figura 2: Desenvolvimento de calo nas plantas de eucalipto

inoculado por Botryosphaeria sp.

A maior drea da les@o do tronco foi representado pelo clone TC1 sendo considerado suscetivel quanto
ao patégeno Botryosphaeria sp. O clone C3 possui uma capacidade menor de fechar a ferida quando

inoculado artificialmente pelo patégeno, sendo considerado moderadamente suscetivel e representado

pela classe 4.
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As alternativas para selecionar individuos resistentes a doenga, tal como a inoculacdo em
plantas jovens como as experimentacdes em casa de vegetacdo renderam resultados valiosos e
similares as experimentacdes de campo (Conradie et al. 1992). Futuramente pode ser possivel incluir a
capacidade de recuperacdo dos ferimentos como um critério de selecdo para os programas de

melhoramento.

3.4. Avaliacio das progénies

A distribui¢ao de freqiiéncias de lesdes nas progénies baseada no comprimento médio da les@o
(cm?) causado por Botryosphaeria sp. em hibridos obtidos do cruzamento entre VR1 e CI revelou a
resposta dos considerados resistentes € moderadamente resistentes ao patégeno em estudo. A Figura 3
mostra a distribuicao dos resultados das inoculacdes dos parentais e dos 96 hibridos aos sessenta dias
apos a inoculagdo.

No grafico constata-se que a média das lesdes dos hibridos ficaram entre 7,29 e 9,72 cm? de
drea da lesdo. Os parentais VR1 e C1 apresentaram médias de 4,927 e 7,806 respectivamente. A
distribui¢do de freqiiéncia foi dividida em sete classes cujo intervalo variou conforme os individuos
responderam a resposta ao patdgeno Botryosphaeria sp. O maior nimero de individuos foi observado
nos niveis de resisténcia com 46,87 % e moderadamente resistente 43,75 %. Uma grande quantidade de

individuos resistentes foi verificada em decorréncia do cruzamento VR1 e C1.
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Figura 3: Distribui¢do das médias de lesdes causada por Botryosphaeria sp nos parentais e seus

hibridos aos sessenta dias apds a inoculacdo.

As plantas, apesar de ndo possuirem a capacidade de deter de modo definitivo o processo
infeccioso, induzem uma reacdo impedindo que o fungo colonize os tecidos corticais da mesma forma
que ocorre nas plantas suscetiveis. Apds esta reagdo, inicia-se a formacdo de uma nova casca ou
periderme. Essa forma de defesa em nivel de casca € facilmente perceptivel, sendo denominado
mecanismo de defesa pela formagado de periderme necrofilética (Ferreira, 2002).

Um ndmero muito pequeno de individuos moderadamente suscetiveis (4 individuos) e
suscetiveis (5 individuos) também foram observados nas progé€nies com um intervalo de classe que
variou de 12,15 a 14,58 cm? e 14,58 a 20,07 cm? respectivamente. Muitas vezes, verificou-se a
presenca de goma exsudada das lesdes da casca. Abaixo das cascas, na maioria dos casos notou-se a
sua regeneracao, dando o aspecto de um processo de fechamento das lesdes. Fazendo-se uma raspagem
superficial, observam-se com freqiiéncia os limites da lesdo, que se assemelha as feridas provocadas

pelo fungo Botryosphaeria sp em eucalipto; entretanto, tirando-se completamente a casca nesses
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pontos, nota-se apenas uma leve descoloracdo dos tecidos do lenho, que raramente sdo atingidos pela
lesdo.

Observando o cruzamento dos parentais, ou seja, resistente € moderadamente resistente, o
cancro causado por Botryosphaeria sp possui um cardter de controle genético quantitativo (poligénico).
Na realidade, os cruzamentos entre plantas resistentes ndo originam necessariamente plantas
resistentes. A descendéncia mostrou um comportamento varidvel ao longo de uma escala de valores
que vai da suscetibilidade a resisténcia. Isso foi devido ao aumento da propor¢do das plantagdes de

parentais e com isso, com forte estreitamento da base genética.

Avaliacio genética dos parentais e progénies

A variancia fenotipica dos parentais pode ser observado na Tabela 3. As maiores varidncias
encontradas foram para os individuos C3, P3 e TC1 com valores de 26,52; 19,05 e 156,88, enquanto a
menor variacio encontrada foram para os parentais VR3, P2 e C4 com valores de 0,637, 0,723 e 0,285,
respectivamente.

O coeficiente de variacio (CV) € outra andlise usualmente utilizada para comparar a
variabilidade genética expressa para cada cardter avaliado, conforme destacado por Resende (2002). O
maior coeficiente de variacdo para a area da lesdo foi de 101,13 % para o parental TC1, indicando que
a planta apresenta uma maior variabilidade quanto ao tamanho da lesdo, enquanto o menor valor
observado foi no individuo TC2 com 28,67 %. Esses coeficientes de variacdo segundo Pimentel-

Gomes (1985) sdo considerados altos a muitos altos quando superiores a 20 e 30 % respectivamente.



Figura 4: Variacdes no tamanho das lesdes de Botryosphaeria sp. observadas em trocos de

hibridos de eucalipto. A, C, D: Desenvolvimento da lesdo; B: Desenvolvimento de calos.

71
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Tabela 3: Parametros estatisticos avaliados nas progé€nies para as diferentes parentais.

Parentais X 02 . CV (%)
C4 1,788 0,285 29,86
TCl1 12,385 156,88 101,13
P3 5,295 19,05 82,43
TC3 3,122 1,66 41,26
TC2 3,756 1,16 28,67
El 1,590 1,32 71,98
E2 3,225 1,66 39,95
P2 2,021 0,723 42,07
C2 3,368 7,43 80,93
C1 3,160 1,91 43,72
VR1 5,403 5,69 44,15
VR2 3,166 2,71 52,0
P1 6,182 9,74 50,48
C3 6,963 26,52 73,96
VR3 1,422 0,64 56,13
X : média da populagdo; r : variancia fenotipica; CV: Coeficiente de variacao;

Os individuos representados por C4, VR3, P2, E1, VR2, C1, C2, TC2, TC3, P3 e E2 que
pertencem a classe dos individuos resistentes podem responder diferentemente a infec¢do causada por
Botryosphaeria sp. para o coeficiente de variagdo. Isto significa que a variacdo quanto ao tamanho da

lesdo foi muito diferente, o que eleva o coeficiente de variagdo (Figura 5).



73

0] 2] 4] 6 8 10] 12] 14] 16| 18] 20] 22| 24 26| 281
1,788
c4 o
) 12,385 )
TC1 w
\ 5,285
P3 f
3122
TC3
3,736
TC2 '
Penaap. 1590
3,225
Ipef —
p2 2,021
co 3,368
3,160
(o}
5,403
VR1
3,166
VR2 —_—
5182
P1
6,963
c3
1,422
VR3

Figura 5: Representagao gréfica da varidncia com o menor, maior valor e a média da drea da lesdo dos

parentais ao patégeno Botryosphaeria sp.

Ao selecionar individuos que apresentam a caracteristica resisténcia ao cancro do eucalipto,
usando a variac@o fenotipica, os individuos podem compor uma nova populacdo que serd propagada
vegetativamente, transmitindo uma propor¢do elevada de sua superioridade genética para o cardter em
questdo. Essa selecdo de gendtipos superiores pode ser utilizada como uma ferramenta para a
quantificacdo do potencial de melhoramento de uma populagdo. O coeficiente de variagdo observado
nos teste de progénies cujos parentais sdo Cl1 X VRI1 foi de 51,18 %, enquanto os seus parentais
possuem uma variacdo de 43,72 % e 44,15 % respectivamente.

O melhoramento genético de espécies arbdreas florestais € uma atividade de médio-longo
prazo e estd associado a capacidade de acerto na escolha dos melhores individuos que serdo os

genitores das proximas geragdes (Cruz et al.,, 2003), com uma ampla base genética de plantas



74

resistentes. E por estes e outros motivos que na érea florestal, o melhoramento genético com vista a
resisténcia ao cancro do eucalipto encontra justificativa apenas para espécies de elevados valores

silviculturais, ecolégicos e tecnoldgicos.
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RESUMO

A selecdo de clones de eucalipto resistentes a doenca tem auxiliado na redugdo das perdas nas
plantacdes causadas por Chrysoporthe cubensis e Botryosphaeria sp. O uso de marcadores moleculares
tém sido utilizado direta e indiretamente em programas de melhoramento de plantas permitindo o
monitoramento da selecdo de genes que controlam caracteristicas de importancia de florestal como a
resisténcia ao cancro do eucalipto. O objetivo deste trabalho foi selecionar clones resistentes ao cancro
de Chrysoporthe cubensis e Botryosphaeria sp. e primers do tipo RAPD para o caréter ligado ao gene
de resisténcia, visando o melhoramento assistido. Dos individuos contrastantes constituiram que os
bulks de resisténcia e suscetibilidade ao cancro foram extraidos DNA e realizada a sua amplificagdo
com 410 primers do tipo RAPD para as diferentes fazendas. Para o isolado Chrysoporthe cubensis os
parentais da fazenda Baronesa sdo constituidos do cruzamento de individuos moderadamente
resistentes € moderadamente suscetiveis, enquanto para a Sao Joaquim possui o cruzamento de plantas
resistentes e moderadamente suscetiveis. No caso do isolado Botryosphaeria sp. os parentais sdo
resistentes e moderadamente resistentes quanto ao cancro. Foram selecionadas as progénies de cada

cruzamento compondo os bulks resistentes e suscetiveis para cada fazenda. O niimero de bandas
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monomorficas gerado foi elevado para trés fazendas com valores de 97,3 %, 94,8 % e 87 % para a
Fazenda Baronesa, Fazenda Sao Joaquim e para o viveiro de pesquisa, respectivamente. Cinco primers
apresentaram polimorfismo entre os dois bulks das fazendas. Nao foi possivel avaliar a co-segregacao
dos marcadores nas progé€nies das Fazendas Sdo Joaquim, Baronesa e no viveiro de pesquisa da

empresa devido aos progenitores serem poucos contrastantes quanto a caracteristica fenotipica

observada.

Palavras Chave: Marcadores moleculares, RAPD, cancro do eucalipto, bulks

ABSTRACT

The selection of clonal of eucalyptus resistant to the illness has assisted in the reduction of losses in
plantations caused by Chrysoporthe cubensis and Botryosphaeria sp. Molecular markers had been used
directly and indirectly in programs of improvement of plants allowing the monitoramento of the
selection of genes that control characteristics of forest importance as the resistance to the eucalipto
canker. The objective of this work was to select resistant clonal to the canker of Chrysoporthe cubensis
and Botryosphaeria sp. and primers type RAPD for the character related to the resistance gene, aiming
the assisted improvement. From the contrastantes individuals that constituted the bulks of resistance
and susceptibility to the canker it was extracted DNA and ti was made the amplification with 410
primers type RAPD for the different farms. For the isolated Chrysoporthe cubensis the parental from
the Baronesa farm are constituted of the crossing of moderately resistant individuals and moderately
susceptible, while the Sdo Joaquin farm possesses the crossing of resistant and moderately susceptible
plants. In the case of the isolated Botryosphaeria sp. the parental ones are resistant and moderately
resistant concerning the canker. The lineages of each crossing were selected constituting of resistant
and susceptible bulks for each farm. The number of monomorphic bands achieved was high for the

three farms with values of 97,3%, 94.8% and 87% for the Baronesa Farm, Sdo Joaquin Farm and for
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the research shade respectively. Five primers presented polymorphism in to bulks from the farms
enters the two. It was not possible to evaluate the co-segregation of the markers in the lineages of the
Sao Joaquin and Baronesa Farms, and in the shade of research of the company due to the fact that the

ancestors were a little contrasting cocerning the observed phenotypic characteristic.

Keywords: Molecular markers, RAPD, eucalipto canker, bulks

INTRODUCAO

O cancro do eucalipto causado por Chrysoporthe cubensis e Botryosphaeria sp. é considerada
importante doenca nesta cultura por causar prejuizos, tanto na qualidade como na quantidade da
madeira, reduzindo o crescimento da planta. O uso da madeira também tem o valor prejudicado para o
uso em serraria e na reducao de celulose.

A resisténcia genética é a melhor estratégia de controle e o conhecimento dos genes de
resisténcia € fundamental para uma maior prote¢do efetiva contra o fungo. A vulnerabilidade da
resisténcia especifica, pela rdpida adaptabilidade do patégeno, € a principal desvantagem.

Para isto a selecdo de clones de eucalipto resistentes a doenca tem auxiliado na redugdo das
perdas nas plantacdes causadas por C. cubensis e Botryosphaeria sp. As plantacdes monoclonais sdao
atrativas para companhias florestais devido a uniformidade dos clones selecionados e a maior
produtividade em periodos de tempo pequenos. Essa uniformidade genética e a combinagdo favoravel
de condicdes ambientais dessas plantacdes podem levar a grandes perdas se os clones plantados forem

suscetiveis aos patégenos C. cubensis e Botryosphaeria sp. (Van HEERDEN et al., 2002).

Diante disto, a busca pelo aumento da produtividade e redugdo do custo de producdo nestes
casos, tem levado a programas de melhoramento destinados a selecdo de gendtipos mais adaptados
objetivando a obtencdo de materiais resistentes ao cancro. O desenvolvimento de metodologias que

possam auxiliar estes programas de melhoramento se torna extremamente Uutil abrindo novas
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perspectivas no melhoramento florestal. A utilizacdo de técnicas de biologia molecular permite a

otimizacdo do tempo e o direcionamento destes programas (Brondani ef al., 1998).

Os usos de marcadores moleculares tém sido utilizados direta e indiretamente em programas de
melhoramento de plantas permitindo o monitoramento da selecdo de genes que controlam
caracteristicas de importancia agricola ou florestal, e identificando corretamente os clones e planejando
cruzamentos (Vaillancourt et al. 1998). Os marcadores do tipo RAPD (Random Amplified Polymorfic
DNA) utilizam primers randdmicos oligonucleotidios, garantindo uma boa amostragem do individuo,
tanto para regides codificadoras como para regides repetitivas.

Uma técnica que pode auxiliar os programas de melhoramento com a busca de materiais
resistentes ao cancro € a utilizacdo do método BSA (Bulked Segregant Analysis) (Michelmore et al.,
1991), que consiste na comparacdo de DNA contrastantes com base na expressdo fenotipica de um
cardter ou gene de interesse, como a resisténcia ou a suscetibilidade a uma determinada doenca. Esta
técnica € muito util para a identificacdo de marcadores ligados a qualquer gene especifico e em regides
de mapas genéticos ainda ndo localizados (Ferreira et al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi selecionar clones resistentes ao cancro de Cryphonectria cubensis
e primers do tipo RAPD para o cardter ligado ao gene de resisténcia, visando o melhoramento

assistido.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material utilizado neste estudo pertence ao programa de melhoramento da empresa
Votorantim Celulose e Papel proveniente de parentais de Eucalyptus sp. Apds identificar os genétipos
contratantes, individuos resistentes e suscetiveis, desses parentais foram selecionadas progénies em

diferentes plantacdes da empresa que constituiram os bulks. Para cada fazenda foram selecionadas
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diferentes quantidades de individuos que estavam dispostos em campo, onde foram inoculados e
observados quanto a resisténcia. Na fazenda Sao Joaquim, situado no municipio de Jacarei —SP, com o
cruzamento VR1 x VR2 apresentaram 95 plantas que foram inoculados com C. cubensis, enquanto
para a fazenda Baronesa o patégeno foi inoculado em 79 plantas em campo cujo cruzamento é C1 x
VR2. A inoculacio do patdgeno Botryosphaeria sp. foi realizado no viveiro de pesquisa da empresa ,
situado em Luis Antonio —SP, com os cruzamentos VR1 x C1, composto por 96 individuos.

O isolado de Botryosphaeria sp. e Chrysoporthe cubensis sdo provenientes de Botucatu e
Bofete respectivamente que foram obtidos a partir de plantas de Eucalyptus sp. naturalmente infectadas
em campo. A metodologia utilizada neste estudo consistiu em colocar discos de 0,5cm de didmetro
contendo meio de cultura e in6culo em contato interno com os tecidos da planta apds ferimento, com o
auxilio de um vazador cilindrico de metal, de 0,7cm de didmetro, retirando-se discos de casca €
expondo o lenho. A avaliacdo da doenca foi efetuada aos 60 dias apds a inoculacdo, onde a drea da
lesdo provocada pelo patégeno foi transferida em um desenho para um papel contacto transparente,
circundando a lesdo da casca com o auxilio de caneta pincel. A area da lesdo foi obtida utilizando uma

mesa digitalizadora.

Extracao de DNA

As amostras de folhas jovens foram coletadas de todos os individuos em estudo, e armazenadas
a -20°C até a extracdo de DNA.

Para a extracdo do DNA foram utilizados 150 mg de tecido da folha de cada amostra de
Eucalyptus. Estas amostras foram maceradas em nitrogénio liquido com bastdo metdlico em tubos de
1,7 mL para romper as paredes celulares, sendo que o material genético e as proteinas serdo mantidos
integros, devido a baixa temperatura. Ao tecido macerado foram adicionados 700 puL de solugdo de
extracdo CTAB 2 %, homogeneizando e encaminhado ao banho-maria & 65 °C por 30 minutos com

agitacdo constante. Apds o banho, o material foi esfriado e realizado a primeira extragdo, adicionando
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600 pL de Cloroférmio - Alcool Isoamilico (24:1) e agitando o material por inversdo. Os tubos foram
centrifugados por aproximadamente 12000 rpm de 5 a 10 minutos. O sobrenadante foi removido para
outro tubo com os cuidados necessdrios para evitar contaminacio entre as fases. A essa solucio foi
adicionado aproximadamente 400 UL de dlcool isopropilico para promover a precipitacdo do DNA. Os
tubos permaneceram cerca de 1 hora a —20 °C e em seguida foram centrifugados nas condicdes
anteriores para a formacdo do pellet.

O pellet foi lavado duas vezes com 1000 uL de etanol 70 % e centrifugado por 13000 rpm
durante 5 minutos, retirando o sobrenadante. Apds a centrifugacio foi realizados uma nova lavagem
com etanol 100 % e centrifugado nas mesmas condi¢cdes anteriores. A secagem do pellet foi realizada
em temperatura ambiente por 30 minutos. Logo apds o pellet foi ressuspendido em 50 pL de tampao
Tris-EDTA pH 8,0 (TE) com 10 pg/mL de RNAse e a solucdo foi incubada para 37 °C para inativacao

da enzima RNAse até a completa dissolucdo do pellet .

Quantificacao do material vegetal

Para a quantificacdo do DNA foi realizada uma eletroforese em gel de agarose (0,8 %), sendo
aplicados no gel 3 pL. da amostra de DNA e 5 pL. de tampdo de carregamento (TE acrescido de 0,25 %
de azul de bromofenol e 40 % de sacarose). Como padrao foi utilizado 1 uLL do marcador molecular
DNA padrao — Invitrogen (50 ng).

A corrida foi conduzida em solug@o tampao Tris-borato TBE 1x, pH 8,0. A voltagem utilizada
foi de 80 volts e 100 mA por 40 minutos. A visualizagdo do gel foi feita a partir da incidéncia de luz
ultravioleta e os sinais foram capturados pelo programa computacional “EagleSight” v. 3.2
(Stratagene).

Apés a quantificagdo do DNA extraido foi possivel preparar uma solugdo de trabalho em dgua

miliQ autoclavada, diluindo o DNA mie para uma concentragdio de 3 ng/uL.  permitindo a
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homogeneizacdo da quantidade de DNA das amostras e prevendo a degradacio do DNA apds

congelamentos e descongelamentos.

Figura 1: Gel de quantificagdo do DNA gendmico. No primeiro poco encontra-se o

marcador a 50 ng e nos demais os individuos da Fazenda Baronesa e Sdo Joaquim.

Composicao do bulk e analise do marcador

Para a andlise por BSA foram selecionados individuos que sio contrastantes com base na
expressao fenotipica de um cardter que no caso € a resisténcia ao cancro do eucalipto causado por C.
cubensis e Botryosphaeria sp. Quantidades equimolares desses individuos foram utilizadas para a
preparacgdo dos respectivos bulks para cada fazenda estudada.

Na fazenda Sdo Joaquim os seus parentais VR1 e VR2 foram considerados resistentes e
moderadamente suscetivel para o patégeno C. cubensis enquanto para a fazenda Baronesa os
individuos contrastantes ao cruzamento da populacio segregantes foram considerados moderadamente
resistente com o parental C1 e moderadamente suscetivel (VR2) para o mesmo patégeno. Para o
patégeno Botryosphaeria sp. os individuos contrastantes foram compostos por C1 (resistente) e por
VRI1 considerado moderadamente resistente.

A reacdo de amplificacio RAPD tinha volume final de 13 pL, com uma quantidade de 15 ng
de DNA, 1,30 pL. de PCR Buffer 10X, 1 mM de MgCl,, 1,04 uL de BSA a 10 mg/mL (Bovine Serine
Albumin — Invitrogen), 0,25 mM de cada dNTP, 0,3 uM de “primer” e 1U de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen Brasil). As reacdes eram cobertas com 6leo mineral para evitar evaporacdo e levadas a um
termociclador PTC-100 (MJ Research). O programa de amplificacdo consistiu de uma desnaturagdo

inicial de 3 min a 94 °C, e 41 ciclos de 1 min a 92 °C; 1 min a 35 °C e 2 min a 72 °C. As amostras
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foram submetidas a uma extensdo final de 5 min a 72 °C e mantidas a 4 °C até sua retirada do
termociclador.

Os fragmentos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
usando como tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio. A visualizacio do gel foi realizada sobre
um transiluminador de luz U.V., no sistema de fotodocumentacéo digital Eagle Eye II (Stratagene).

As andlises de Segregantes em Bulk (“Bulk Segregant Analysis”, Michelmore et al., 1991)
foram usadas para identificar marcadores moleculares associados a resisténcia de plantas aos patégenos
C. cubensis e Botryosphaeria sp. Este procedimento consistiu em detectar diferencas entre duas
amostras agrupadas de DNA obtidas de uma populacdo segregante. Estas amostras foram constituidas
ao se misturar quantidades iguais de DNA de individuos selecionados com base na expressdo
fenotipica de um cardter que no caso € a resisténcia ao cancro por C. cubensis e Botryosphaeria sp.
para se ter um gendtipo idéntico em uma regido de interesse e genodtipos aos acaso em regides nao
ligadas a regido alvo.

A fazenda Baronesa foi constituida por parentais moderadamente resistentes € moderamente
suscetiveis, e suas progénies constituiram os bulks com 10 individuos para a resisténcia e 9 individuos
para a suscetibilidade. Analogamente ocorreu para a Fazenda Sdo Joaquim onde DNA de parentais
resistentes e moderadamente suscetiveis foram extraidos. Para a formagdo do bulk foram extraidos
DNA das progénies compondo 12 plantas para o bulk resistente e 9 plantas para o suscetivel. No caso
dos bulks relacionado ao Botryosphaeria sp. foram utilizados parentais resistentes e moderadamente

resistentes compondo 10 individuos da suas progénies com DNA resistente e suscetiveis.
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Tabela 1: Individuos componentes dos bulks resistentes (BR) e bulks suscetiveis (BS) para a

Fazenda Sdo Joaquim, Baronesa e Viveiro de Pesquisa.

Fazendas BR BS

Sao Joaquim 8,17, 18, 38, 51, 58, 60, 61, 68,76, 80, 84 1, 6, 26, 36, 37, 40, 44, 47, 49

Baronesa 4,6,12, 17,20, 22, 26, 29, 36, 38 27,28, 30, 43, 44, 49, 50, 62, 64
Viveiro pesquisa 3,6, 12, 50, 58, 67, 75, 33, 90, 96 21, 15, 35, 52, 62, 64, 84
RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao dos bulks e andlise do marcador

Na composicdo do “bulk” de DNA para a Fazenda Baronesa, de plantas resistentes, utilizaram-
se apenas plantas com intervalo de classe de 2,08 a 4,16 enquanto que no bulk de DNA de individuos
suscetiveis foram empregados plantas com intervalo de classe de maiores que 8,32 para o tamanho da
lesdo para o patégeno C. cubensis.

A selecdo fenotipica vem sendo aplicada hd muito tempo, apresentando resultados bastante
significativos. No entanto, nas avaliagdes fenotipicas, principalmente para caracteres de baixa
herdabilidade, sdo necessdrias técnicas aprimoradas de experimentacdo, para que se tenha uma boa
aproximacao entre o fendtipo e o genétipo dos individuos. Além disso, a interacdo gendtipo x ambiente
existente para os caracteres de baixa herdabilidade pode dificultar os processos de sele¢do. Para
aqueles caracteres em que a avaliacdo fenotipica apresenta elevado custo, ou exige ambientes
especificos como a inoculacdo de patdgenos, a técnica de BSA apresenta a vantagem de agrupar
individuos contrastantes para o fenétipo de interesse.

Os bulks de DNA foram amplificados pela técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA) (Williams et al., 1990), com 410 primers da "Operon Technologies" Kits OPA-01 a OPZ-20.
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Em algumas espécies vegetais, a BSA requer uma grande quantidade de “primers” RAPD, e de
progénies F2 ou F3 para a avaliacdo de seus resultados. Yang et al. (2004) utilizaram 820 marcadores e
progénies F1 e F2 para o mapeamento de um gene de resisténcia em milho; em cevada, foram
necessdrios 186 “primers” e a andlise de 140 linhagens para a identificacdo de genes de resisténcia por
BSA (Kutcher et al., 1996).

Os primers polimérficos potencialmente associados ao cancro do eucalipto foram identificados.
Entre os primers avaliados 10,98 % ndo apresentou produtos de amplificacdo para os clones da
Fazenda Baronesa e para a Fazenda Sao Joaquim foi obtido um valor de 11,95 % enquanto que para o
viveiro de pesquisa encontrou-se um valor de 13,32 %. O nimero de bandas monomérficas gerado foi
elevado com valores de 97,3 %, 94,8 % e 87 % para a Fazenda Baronesa, Fazenda Sao Joaquim e para
o viveiro de pesquisa, respectivamente. Resultados das andlises de RAPD té€m revelado elevado nivel
de polimorfismo e baixa repetibilidade dos resultados (Hosokawa et al., 2000). A técnica RAPD, no
entanto, apresenta uma série de vantagens em relacio aos demais métodos, que torna o seu uso bastante
vidvel e popular. Dentre essas vantagens estdo a rapidez, o baixo custo e a necessidade de pouco
material. McKay et al. (2002) sugerem que marcadores moleculares e caracteres fenotipicos
comportam-se de maneira diferente na divergéncia adaptativa das populacdes e, por isso, ndo se deve
extrapolar as conclusdes de um para outro.

Dos 410 primers testados, 5 deles apresentaram polimorfismo sendo X02, Y18, J10, W04 e
X01, entre os dois bulks de todas as fazendas. Porém, estes primers que apresentaram polimorfismo a
resisténcia ao cancro, no auxiliaram avaliar a segregacdo destes marcadores quando avaliados nas
progénies. Isto se deve ao tipo de técnica utilizado.

A técnica de BSA associado ao RAPD foi usada para vérios trabalhos para selecionar genes que
estdo ligados a caracterisitca de interesse.

De acordo com Yang (1994), no caso de macieiras a resisténcia ao fungo Venturia inaequalis é

regulado pelo gene de VI, O DNA de cinco individuos resistentes e de dez variedades suscetiveis
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foram usados e os marcadores obtidos foram usados na selecio em um programa do gene de
resisténcia. Tartarini (1995) relatou existéncia de oito genes na macieira a resisténcia do controle aos
Venturia inaequalis. Em Populus deltoides, Tabor et al. (2000) utilizou a técnica BSA para estudar a
resisténcia da ferrugem da folha causada por Melampsora medusae e encontrou uma distancia genética
estimada em 2,6 e 7.4 cM para o l6cus resistente.

Em espécies de Eucalyptus sp. Junghans (2003) mapeou seis marcadores em acoplamento com
o gene Pprl, perfazendo uma janela genética de 11,2 cM. O marcador AT9/917 foi constatado apenas
nas plantas resistentes a ferrugem. Zamprogno (2005) observou o marcador AKO1 manteve-se presente

na populacio segregante de individuos resistentes a ferrugem com uma distancia genética de 20 cM.

Figura 2: Gel de agorose 1,5% para os bulks resistentes e suscetiveis da fazenda

Baronesa

O estudo da heranca e da variagdo dos caracteres hereditdrios em plantas tem permitido a
manipulacio sistemdtica do processo de hereditariedade pela selecdo dos individuos e familias seguida

pela recombinagdo preferencial dos gendtipos portadores da maior freqiiéncia de alelos favordveis ao
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cultivo agricola (Cruz et al. 2003). Além da relevancia econOmica das caracteristicas quantitativas, as
caracteristicas governadas por poucos genes tém mostrado sua importidncia econdmica em muitos
cultivos, com destaque para as caracteristicas de resisténcia das plantas as doencas (Alzate-Marin et al.
2005).

A genética molecular explica os mecanismos da patogenicidade do fungo e estuda a variagio
em fungos patogénicos. Os sinais genéticos sdo de fundamental importancia no estudo dos genes ou
dos grupos de genes associados com a resisténcia de doenga. A associacdo dos marcadores com
caracteristicas fenotipicas com marcadores genéticos auxilia a selecdo de individuos dentro de um
programa de melhoramento.

Nao foi possivel avaliar a co-segregacdo dos marcadores nas progénies das Fazendas Sao
Joaquim, Baronesa e no viveiro de pesquisa da empresa devido aos progenitores serem poucos
contrastantes quanto a caracteristica fenotipica observada. Existe a possibilidade de, ao identificarmos
o marcador potencialmente associado ao gene de resisténcia pela andlise de BSA, ndo estarmos
acompanhando efetivamente a co-segregacdo do marcador ao gene de reacdo ao cancro do eucalipto.
Nestes casos em técnicas co-dominantes o uso do AFLP seria mais indicado por apresentar um poder

de deteccdo mais sensivel a essas variagdes.
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CONCLUSOES GERAIS

s Dentro dos clones avaliados o patégeno C. cubensis, proveniente de
Bofete foi mais patogénico que o isolado proveniente de Piracicaba;

«  Para o isolado de C. cubensis foram encontrados 46,66% de individuos
resistentes, 6,67% moderadamente resistentes 13,33% moderadamente suscetiveis € 33,34%
suscetiveis. Enquanto o isolado de Botryosphaeria sp., verificou-se 91,67% resistentes 5%
moderadamente resistentes, 1,67% moderadamente suscetiveis € 5,26% suscetiveis.

s Os parentais inoculados com C. cubensis encontram-se divididos em:
R (VRI1, P1, VR3, C2, E. camaldulensis Penapolis, E. camaldulensis Ipef e TC3); MR (C1);
MS (VR2, TC2); S (TC1, P3, P2, C4 e C3);

« Os parentais inoculados com Botryosphaeria sp. encontram-se
divididos em: R ( C4, VR3, P2, E.camaldulensis Penépolis, E.camaldulensis Ipef, VR2, C1,

C2, TC2, TC3 e P3); MR (VRI e P1); MS (C3); S (TC1);
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< As variancias fenotipicas encontradas para os parentais inoculados
com C. cubensis foram de 41,32 a 0,23 enquanto os coeficientes de variagdo foram de 125% a
15,05%. Ja para Botryosphaeria as variancias fenotipicas tém uma amplitude de 156,88 a
0,285 e os coeficientes de variagdo foram de 101,13% a 28,67%;

s O maior coeficiente de variacdo encontrado nas progénies foi na
fazenda Trés Marias (C1 x TC2) com 78,64%, enquanto o menor foi de 28,22% para a fazenda
Sao Joaquim I (C2 x P3);

s O ntmero de bandas monomodrficas gerado foi de 97,3% (Fazenda
Baronesa), 94,8% (Fazenda Sao Joaquim ) e 87% (viveiro de pesquisa);

+  Nio foi possivel avaliar a co-segregacéo dos marcadores nas progénies

das Fazendas Sao Joaquim, Baronesa e no viveiro de pesquisa da empresa devido aos

progenitores serem poucos contrastantes quanto a caracteristica fenotipica observada.



95

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS GERAIS

ABRAF. Anudrio estatistico da ABRAF: ano base 2005. Brasilia, 80p. 2006.

ALFENAS, A. C., JENG, R., AND HUBBES, M. Virulence of Cryphonectria cubensis on Eucalyptus

species differing in resistance. Eur. J. For. Pathol. 13:179-205, 1983.

ALFENAS, A.C.; ZAUZA, E.A.V.; et al. Clonagem e doencas do eucalipto. Vicosa, MG:

Universidade Federal de Vigosa, Imprensa Universitdria, 442p., 2004.

AVENA-SACCA, R. Contribuicio para o estudo das doengas criptogimicas das plantas citricas: uma

gomose produzida por Dothiorella. Revista de Agricultura, v. 13, p.107-126, 1938.



96

BARBER, P. A.. BURGESS, T. J. et al. Botryosphaeria species from Eucalyptus in Australia are
pleoanamorphic, producing Dichomera synanamorphs in culture. Mycological Research , v. 109,

Issue 12, p 1347-1363, 2005.

BARIL, C.P. et al. Struture of the specific ability between two species of Eucalyptus; 1- RAPD.

Theoretical applied genetics, v.94, p.796-803, 1997.

BARRETO, R.W.; ROCHA, F.B. et al. First Record of natural infection of Malierea edulis by the
eucalyptus canker fungus Chrysoporthe cubensis. New disease Reports. Plant Pathology, 55 (4),

p.577-577, 2006.

BENDENDO, I.P. Ambiente e doenga. In. BERGAMIN, F.A. et al. Manual de Fitopatologia:

principios e conceitos 3ed. Sdo Paulo: v1, Ceres, 1995.

BOCARDO, P.J.; SILVA, R.R.; COLTURATO, A.B.; FURTADO, E.L. Controle de Dothiorella sp in
vitro com Oleos essenciais. In: XL Congresso Brasileiro de Fitopatologia, 2007, Maringd, Anais do

Congresso Brasileiro de Fitopatologia. Sociedade Fitopatoldgica do Brasil, 2007.

BOERBOOM, J.H.A., MAAS, P.W.T. Canker of Eucalyptus grandis e E. saligna in Suriname caused

by Endothia havanensis. Turrialba n.20, p. 90-94, 1970.

BRACELPA, 2007 In: Associagdo Brasileira de de Celulose e Papel

(http://www.bracelpa.org.br/bra/estatisticas/pdf/booklet/DesempenhoA gosto2008.pdf). Acesso em

19/08/08.



97

BRUNER, S.C. Una enfermedad gangrenosa de los eucaliptos. Estacion Experimental Agronomica:

Santiago de Las Vegas, Cuba. Boletine n. 37, p. 1-38, 1917.

CARVALHO, C.M.; et al. Aspectos sintomatolégicos, morfolégicos e anatomicos da deficiéncia de
boro em plantagdes de Eucalyptus. In: Symposium and Wookshop on Genetic, Improvement and

Productivity of Fast Growing Tree Species. Aguas de Sdo Pedro, 8p. 1980.

CHEN, D.M.; DE FILIPPIS, L.F. Applicationos Genomic DNA and RAPD-PCR in Genetic Analysis

and Fingerprinting of Various Species of Woody Trees. Aus. Forest. V.59, p. 46-55, 1996.

COLTURATO, A. B.; FURTADO, E. L. Efeito dos fungicidas “in vitro” no controle do crescimento
micelial de Dothiorella sp. causador de seca de ponteiro em Corymbia citriodora. In: XL Congresso
Brasileiro de Fitopatologia, 2007, Maringd, Anais do Congresso Brasileiro de Fitopatologia. Sociedade

Fitopatoldgica do Brasil, 2007.

ELDRIGDE, K.; DAVIDSON, J.; HARWOOD, C.; et al. Eucalypt Domestication and Breeding.

Oxford Science Publications, Claredon Press, Oxford, 1994.

FERREIRA, A.F.; MILANI, D. Avaliacio de resisténcia de clones de Eucalipto as infec¢cdes naturais

de Cryphonectria cubensis, com nova metodologia. Arvore, Vigosa —-MG, v.28, n.2, p.313-316, 2004.

FERREIRA, F. A Portas de entrada para Cryphonectria cubensis em troncos de Eucaluptus citriodora

e Eucalyptus grandis. Revista Arvore, v.25, n.4, p- 513-519, 2001.



98

FERREIRA, F.A . Patologia florestal — principais doencas florestais no Brasil. Vicosa:

Universidade Federal de Vigosa, SIF, 570p. 1989.

FERREIRA, F.A. Resisténcia de Eucalyptus spp. ao cancro causado por Diaporthe cubensis Bruner.

Vicosa: Universidade Federal de Vicosa, 75p. 1977.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducio ao uso de marcadores moleculares em

analise genética. 3. Edicdo. Brasilia —DF: Embrapa-Cenargen, 220p. 1998.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducio ao uso de marcadores RAPD e RFLP em

analise genética. Brasilia: EMBRAPA/CENARGEN, 220p., 1995.

FOELKEL, C.E.B.; ZVINAKEVICIUS, C. et al. Avaliagdo da qualidade da madeira de Eucalyptus

saligna e Eucalyptus grandis afetados por cancro. O Papel, 37:12, 1976.

GAIOTTO, F.A. Estimativa de recombinacdo e estrutura genética em uma populacio de
melhoramento de Eucalyptus urophylla com marcadores RAPD e AFLP. 1996. Dissertagio de

Mestrado — Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho. Botucatu, 66p. 1996.

GIBSON, LA.S. A canker disease of Eucalyptus new to Africa. FAQ, Forest general Research

Information, n.10, p.23-24, 1981.

GRATTAPAGLIA, D. & SEDEROFF, R. Genetic linkage maps of Eucalyptus grandis and Eucalyptus
urophylla using a pseudo-testcross: mapping strategy and RAPD markers. Genetics, n. 137, p. 1121-

1137, 1994.



99

GRYZENHOUT, M.; MYBURG, H. et al. Chysoporthe, a new genus to accommodate Cryphonectria

cubensis. Stud. Mycol. N.50, p.119-142, 2004.

GRYZENHOUT, M.; WINGFIELD, M. J. et al. Chrysoporthe doradensis sp. nov. pathogenic to

Eucalytus in Ecuador. Fung Div. N.20, p.39-57, 2005.

HODGES, C. S., REIS, M. S. et al. Duas enfermidades em plantacdes de esséncias florestais exdticas

no Brasil. Brasil Florestal, n.4, p.5-12, 1973.

HODGES, C.S., GEARY, T.F. et al. The ocorrence of Diaporthe cubensis on Eucalyptus in florida,

Hawai and puerto Rico. Plant Disease, n.63, p.216-220, 1980.

HODGES, C.S., REIS, M.S., FERREIRA F.A., HENFLING, J.D.M. O cancro do eucalipto causado

por Diaporthe cubensis. Fitopatologia Brasileira, v.1, p. 129-161, 1976.

HODGES, C.S.; ALFENAS, A.C.;CORDELL, C.E. The conspeceficity of Cryphonectria cubensis and

Endothia eugeniae. Mycologia, n.78, p.334-350, 1986.

HODGES,C.S. Preliminary Exploration for Potencial Biology Control Agents for Psiduim cattleianum.
Honolulu, Hawaii: Cooperative National Park Resources Studies Unit, Unicersity of Hawaii at

Manoa. (Technical Report66.), 1988.

KRUGNER, T.L. ET AL. Seca de ramos em plantas enxertadas de eucaliptos no Estado do Espirito

Santo. Circular técnico IPEF n.6, p.69-75, 1973



100

KRUGNER, T.L., AUER, C.G. et al. Doencas dos Eucaliptos. In; KIMAT, H.; AMORIM, L. Et al.
Manual de Fitopatologia: Doencas das plantas cultivadas, 4a ed. Sdo Paulo: Agronémica Ceres, v.2,

p.320-333, 2005.

KRUGNER, T.L.; BACCHI, L.M.A. Fungos. In. BERGAMIN, F.A. et al. Manual de Fitopatologia:

principios e conceitos 3ed. Sdo Paulo: v1, Ceres, 1995.

LEITE, S.M.M.; BONINE, C.AV.; LOPES, C.R.; MORI, E.S.; VALLE, C. F.; MARINO, C.L.
Genetic variability in a breeding population of Eucalyptus urophylla S.T. Blake. Silvae Genetica,

v.51, p.253-256, 2002

LUQUIE, J. et al. Seasonal changes in susceptibility of Quercus suber to Botryosphaeria stevensii and

Phytophthora cinnamomi. Plant Pathology, v.51, p.338-345, 2002.

MAGNANI, G. 1964. Diseases of Eucalyptus. Proceedings of the FAO/IUFRO Symposium on

Internationally Dangerous Forest Diseases and Insects; Oxford, England July 1964.

MERWE, N., MYBURG, H. et al. Identification of Cryphonectria cubensis from Colombia based on

rDNA sequence data. South Africam Journal of Science, n.97, p.295-296, 2001.

MICHELMORE, R.W.; PARAN, I.; KESSELI, R.V. Identification of markers linked to disease-
resistance genes by “bulk”ed segregant analysis: A rapid method to detect markers in specific genomic

regions by using segreganting populations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v.88, p.9828-9832, 1991.



101

MIRZAEE, M.R. et al. Natrassia mangiferae, the cause of die-back amd trumk camker of Ficus
religiosa and branch with of Psidium guajava in Iran. Jounal of Phytopatholog, Berlin, v.150, p.244-

247, 2002.

MOURA, V.P.G.; CASER, R.L;ALBINO, J.C. et al. Avaliacdo de espécies e procedéncias de
Eucalyptus em Minas Gerais e Espirito Santo: resultados parciais. Planaltina: EMBRAPA —CPAC,

Boletim técnico, 104p., 1980.

MULLIS, K.; FALOONA, F. Specific synthesis of DNA in vitro via a polimerase catalysed chain

reaction. Methods Enzymolecular, v. 55 p. 335-350, 1987.

MYBURG, H.; GRYZENHOUT, M. Et al. Endothia eugeniae and Cryphonectria cubensis: a re-

evaluation based on morphology and DNA sequence data. Mycoscience, v. 44, p.187-196, 2003.

MYBURG, H.; GRYZENHOUT, M.; WINGFIELD, B.D.et al. DNA sequence data and morphology
define Cryphonectria species in Europe, China and Japan. Canadian Journal of Botanical n. 82,

p.1730-1743, 2004.

NSOLOMO, V.R. et al. The ability of some fungi to cause decau in the East African camphor tree,

Ocotea usambarensis. Mycology Research, v.104, n.12, p.1473-1479, 2000.

OLD, K.M.; WINGFIELD, M.J. et al. A manual of diseases of eucalypts in South-East Asia. Center

for International Forestry Research, 2003. 106p.



102

PARIS, A. Caracterizacao molecular de clones de Eucalyptus sp. Tese de Mestrado do Instituto de

Biociéncias da Unesp de Botucatu em 2000, p. 90.

ROCHA, R. B, ABAD, J. I. M., PIRES, L. E.E ARAUJO, E. F., Fingerprint and genetic diversity
analysis of Eucalyptus ssp. genotypes using RAPD and SSR markers. Scientia Florestalis, 62, 24-31,

2002:

RODAS, C.A.; GRYZENHOUT, M.; MYBURG, H.; WINGFIELD, B.D.; WINGFIELD, M.J.
Discovery of the Eucalyptus canker pathogen Chrysoporthe cubensis on native Miconia

(Melastomataceae) in Colombia. Plant Pathology, n.54, p.460-470, 2005.

ROXO, C.A. Proposta de agenda do setor brasileiro de florestas plantadas. Palestra no semindrio “A

questdo Florestal e o Desenvolvimento”, Brasilia, 8 de julho de 2003.

SALZEDAS, L.F.; NETO, S.M.R. Ocorréncia do cancro da goiabeira Botryosphaeria dothidea na

regido de Aracatuba, Estado de Sdo Paulo. O Biologico, v.51, n.11, p.295-297, 1985.

SANCHES-HERNANDEZ, M.E. Botryosphaeria canker of Cistus ladanifer. Plant Pathology v.51,

p.365-373, 2002.

SEIXAS, C. D.S.; BARRETO, R.W.; ALFENAS, A.C.; FERRERIA, F.A. Cryphonectria cubensis on
na indigenous host in Brazil: a possible origin for eucalyptus canker disease? Mycologist, v.18, p. 39-

45, 2004.



103

SHARMA, J. K., MOHANAN, C. et al. Occurence of Cryphonectria canker disease of Eucalyptus in

kerala, India. Annals of Applied Biology, n.106, p.265-276, 1985.

SILVA, E. Avaliacio quantitativa de impactos ambientais do reflorestamento no Brasil. Vicosa,

309p. Dissertagdo de Doutorado em Engenharia Florestal -—Universidade Federal de Vicosa, 1994.

SILVA, R.R.; BOCARDO, P.J.;COLTURATO, A.B.; FURTADO, E.L. Extratos vegetais no controle
de Dothiorella sp., causador da seca de ponteiro em Corymbia citriodora. In: XL Congresso Brasileiro
de Fitopatologia, 2007, Maringd, Anais do Congresso Brasileiro de Fitopatologia. Sociedade

Fitopatoldgica do Brasil, 2007.

SILVEIRA, R.L.V.A.; GONCALVEZ, A.N. et al. Estado nutricional de Eucalyptus citriodora Hook

cultivado sob diferentes doses de boro e sua correlagdo com a agressividade de Botryosphaeria ribis.

Scientia Florestalis, n.53, p.57-70, 1998.

SPAULDING, P. Foreign diseases of forest trees ol the world. Agric. Handbook n.9 197, 1961.

TOKESHI, F.; GUIMARAES, R.F.; et al. Deficiéncia de boro em Eucalyptus em Sdo Paulo. Summa

Phytopathologica, v.2, n.2, p.122-126, 1976.

TONACO, I.A.N. Macho esterelidade em Eucalyptus urophylla , 2002, 51p. Dissertacdo (Mestrado

em genética e melhoramento de plantas)- Universidade Federal de Lavras, MG, 2002.

VALENCIA-BOTIN, A.J. et al. Botryosphaeria dothidea causing stem spots on Hyloceurus undatus in

Mexico. Plant pathology, v.52, p.803, 2003



104

VAN HEERDEN, S. W., AND WINGFIELD, M. J. Effect of environment on the response of

Eucalyptus clones to inoculation with Cryphonectria cubensis. For. Pathol. 32:395-402, 2002.

VAN ZYL, L. M.; WINGFIELD, M. J. Wound response of Eucalyptus clones after inoculation with

Cryphonectria cubensis. Eur. J. For. Pathol. 29:161-167, 1999.

VENTER M., MUBURG. H. et al. A new species of Cryphonectria from South Africa and Australia,

pathogenic on Eucalyptus. Sydowia, n.54, p.98-117, 2002

VERHAEGEN,D. et al. Quantitative trait dissection analysis in Eucalyptus using RAPD markers: 1-

detec- using RAPD markers: 1- detec-tion of QTL in interespecific hybrid progeny, stability of QTL,

expression across diferent ages. Theoretical applied genetics, v.95, p.597-608, 1997

WAUGH,G. Sawing of young fast-grow eucalyptus. In: Semindrio internacional sobre produtos

s6lidos de madeira de alta tecnologia. Anais Belo Horizonte, p.69-81, 1998.

WEAVER, D.J. Role of conidia of Botryosphaeria dothidea in the natural spread of peach gummosis.

Phytopathology, Saint paul, v.69, n.4, p.330-334, 1999.

WET. J.; , SLIPPERS B. et al. Phylogeny of the Botryosphaeriaceae reveals patterns of host

association. Mol Phylogenet Evol.v. 46(1), p.116-26, 2008.

WHITESIDE, J.O. et al. Compendium of citrus disease. Florida: APS, 1988, 80p.



105

WINFIELD, A.J. Increasing threat of diseases to exotic plantation forests in the Southern Hemisphere:

lessons Cryphonectria canker. Australian Plant Pathology, v. 32, p.133-139, 2003.

WINGFIELD, M. J., ABEAR, B. First recorde of Cryphonectria canker of Eucalyptus in South Africa.

Phytophylactica, n.21, p.311-313, 1989.

WINGFIELD, M.J.; RODAS, C.; WRIGHT, J. et al. First report of Cryphonectria canker on

Tibouchina in Colombia. Forest Pathology, v.31, p.297-306, 2001

WOLF, F. T. e F. A. WOLF. A stud y of Botryosphaeria ribis on willow. Mycologia 31:217-227.,

1939.

ZAMPROGNO, K.C. Utilizacdo de Bulked Segregant Analysis na identificacio de marcadores
ligados a genes que controlam a resisténcia a Ferrugem (Puccinia psidii WINTER) em

Eucalyptus. 52p. Tese de Mestrado em Agronomia — Area de Concentracio - Protecio de Plantas) -

Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Unesp de Botucatu, 2005.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	FOLHA DE APROVAÇÃO
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	SUMÁRIO
	RESUMO
	SUMMARY
	1- INTRODUÇAO GERAL
	2- REVISÃO DE LITERATURA
	2.1. O Eucalipto
	2.2. Chrysoporthe cubensis
	2.3. Botryosphaeria sp.
	2.4. Marcadores moleculares
	2.5.Análise de segregantes em amostras agrupadas (BSA)

	CAPÍTULO 1: - AVALIAÇÃO FENOTÍPICA PARA Chrysoporthe cubensis
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS E DISCUSSÃO
	REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
	CAPÍTULO 2: - AVALIAÇÃO FENOTÍPICA DE Botryosphaeria sp.
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS E DISCUSSÃO
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	CAPÍTULO 3: - SELEÇÃO DE CLONES DE EUCALIPTO CONTRA O CANCRO DE Chrysoporthe cubensis eBotryosphaeria sp.
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	MATERIAL E MÉTODOS
	RESULTADOS E DISCUSSÃO
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	CONCLUSÕES GERAIS
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS GERAIS

