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RESUMO

ZARPELON, Talyta Galafassi, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Mapeamento genético da resisténcia e a influéncia da nutricio mineral na
intensidade da mancha-de-pteridis em eucalipto. Orientador: Acelino Couto Alfenas.
Co-Orientadores: Nairam Félix de Barros e Poliane Alfenas-Zerbini.

A mancha-de-pteridis, causada por Cylindrocladium pteridis, induz manchas
foliares pequenas e intensa desfolha em plantios de eucalipto, em regides quentes e
umidas. Para compreendermos melhor a influéncia de aspectos genéticos e nutricionais
sobre a doenca, objetivou-se: (i) avaliar a resisténcia em cinco familias oriundas de
cruzamentos controlados interespecificos de Eucalyptus spp., visando ao mapeamento
genetico e a deteccdo dos QTLs (Quantitative Trait Loci) em uma das familias de irmaos
completos; (ii) validar marcadores microssatélites proximos aos QTLs que controlam a
resisténcia a desfolha e (iii) determinar os efeitos das doses de nitrogénio (N), fosforo
(P) e potassio (K) na intensidade da mancha-de-pteridis. No primeiro estudo, detectou-
se cinco QTLs, Rd-1, Rd-2, Rd-3, Rd-4 e Rd-5, na familia de Eucalyptus urophylla (EU11)
x E. camaldulensis (EC06), que explicaram, respectivamente, 22, 15, 16, 17 e 49 % da
resisténcia a desfolha. Trés QTLs no genitor EU11, Rd-1 e Rd-2 localizados no grupo de
ligacdo (LG) 1, e Rd-4 localizado no LG6; e dois QTLs no mapa do genitor ECO6,
presentes nos LG2 (Rd-3) e LG8 (Rd-5). Marcadores ligados ao QTL Rd-2 foram
validados em duas familias ndo relacionadas pela andlise de regressao linear simples.
No segundo estudo, determinou-se, o efeito de doses de N, P e K na area foliar lesionada
(AFL) e na desfolha (D). Para a D ajustou-se uma equacdo linear e para a AFL uma
equacao quadratica, em relacdo a adubacdo testada. O efeito do fésforo (P) na
intensidade da doenca nao foi definido claramente, provavelmente devido a baixa
absorcao do elemento pela planta. Altas doses de K reduziram significativamente a D e a
AFL. Detectou-se sinergismo entre N e K, em que maiores doses de K relacionadas com
menores doses de N resultaram em menor D e AFL. O manejo da adubagao,
principalmente da potassica, de forma adequada e equilibrada em plantios clonais de
eucalipto podem minimizar as perdas em volume de madeira devido a desfolhas

consecutivas causadas por C. pteridis.
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ABSTRACT

ZARPELON, Talyta Galafassi, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2011.
Genetic mapping of resistance and the influence of mineral nutrition on intensity
of blight-to-pteridis on eucalyptus. Advisor: Acelino Couto Alfenas. Co-advisors:
Nairam Félix de Barros and Poliane Alfenas-Zerbini.

Cylindrocladium pteridis induces leaf blight and severe defoliation in plantations
of eucalyptus in hot and humid regions. To better understand the influence of genetic
and nutritional aspects of the disease, objective to: (i) evaluate the strength of five
families from interspecific controlled crosses of Eucalyptus spp., aimed at mapping and
QTL (Quantitative Trait Loci) detection in a full-sib family, (ii) to validate microsatellite
markers close to QTLs that control resistance to defoliation and (iii) determine the
effects of nitrogen (N), phosphorus (P) and potassium (K) in the intensity of blight-to-
pteridis. In the first study, there were five QTLs, Rd-1 Rd-2, Rd-3, Rd-4, Rd-5, the family
of Eucalyptus urophylla (EU11) x E. camaldulensis (EC06), which explained, respectively
22, 15, 16, 17 and 49 % resistance to defoliation. Three QTLs were detected in the
parental EU11, Rd-1 and Rd-2 located on linkage group (LG) 1 and Rd-4 located on LG6;
and two QTLs located on the map of the parental EC06, present in LG2 (Rd-3) and LG8
(Rd-5). Markers linked to QTL Rd-2 were validated in two unrelated families by simple
linear regression analysis. In the second study, we determined also the effect of N, P and
K in diseased leaf area (DFA) and defoliation (D) caused by the disease. For the D was
adjusted a linear equation and the DFA a quadratic equation. The effect of phosphorus
(P) in the intensity of the disease was not clearly defined, probably due to poor
absorption by the plant element. High doses of K and D significantly reduced the DFA.
Synergism was detected between N and K, wherein K higher doses of related lower N
rates resulted in lower D and DFA. The fertilizer management, mainly potassium, in a
proper and balanced clonal eucalyptus can minimize losses in timber volume due to

consecutive defoliation caused by C. pteridis.
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INTRODUCAO GERAL

Diversas espécies do género Cylindrocladium foram relatadas como importantes
patégenos em culturas florestais, agrondmicas e em plantas ornamentais (Crous 2002),
causando danos econdémicos principalmente em culturas como amendoim, coco, pinus e
eucalipto ( Crous et al. 1991; Crous et al. 1993; Cedefio & Carrero 2000; Poltronieri et al.
2003; Lombard et al. 2009). Em eucalipto, Cylindrocladium spp. incide sobre
miniestacas, nas fases da propagacao clonal, e, no campo, em plantios clonais a partir de
seis meses até a idade de corte, causando acentuadas perdas na producao de mudas e no
crescimento volumétrico (Ferreira 1989; Alfenas et al. 2009). Dentre as espécies de
Cylindrocladium, C. pteridis F.A. Wolf é comumente encontrada em viveiros e em plantios
de eucalipto no campo, sendo considerado um dos principais patégenos da
eucaliptocultura em regides de clima quente e imido (Ferreira 1989; Ferreira & Milani
2002; Alfenas et al. 2009).

No Brasil, C. pteridis foi relatado pela primeira vez em eucalipto, causando intensa
desfolha em plantios clonais de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, com um ano de idade
(Ferreira et al. 1995). As condi¢cOes favoraveis a infeccao de C. pteridis sdo altas
temperaturas e periodos prolongados de chuva (Alfenas et al. 2009). A mancha-de-
pteridis é observada, principalmente, em procedéncias de E. camaldulensis Dehnh., E.
cloeziana F. Muell,, E. grandis, E. saligna Smith, E. tereticornis Smith, E. urophylla S.T.
Blake e hibridos de E. grandis x E. urophylla, entre outros (Alfenas et al. 2009). Desta
forma, em decorréncia dos aspectos climaticos e da presenc¢a de hospedeiros suscetiveis
em todo o territério, esta doenca encontra-se amplamente distribuida no Brasil. Em
condi¢des de campo, C. pteridis incita lesdes foliares inicialmente pequenas e
arredondadas de coloragdo cinza clara, progredindo para manchas que coalescem e se
tornam de coloragdo marrom clara, podendo ocupar todo o limbo foliar, o que resulta
em intensa desfolha dos genétipos suscetiveis (Ferreira et al. 1995). Além da reduc¢ado da
area foliar e, consequentemente, do crescimento volumétrico, a desfolha permite maior
entrada de luz no sub-bosque, o que favorece o crescimento de plantas invasoras,
expondo as arvores aos efeitos de matocompeticao (Alfenas et al. 2009).

Dentre os principios de controle, que podem ser adotados no campo para redugao

da mancha-de-pteridis estdo a imunizagdo e a regulacao (Alfenas et al. 2009). No que se



refere a resisténcia genética, a ampla variabilidade genética inter e intraespecifica
quanto a resisténcia a mancha foliar e a desfolha, causada por C. pteridis, possibilita a
selecao e o plantio clonal de genétipos resistentes (Alfenas et al. 2009). Entretanto, além
da selecao de genotipos resistentes, é essencial conhecer a base genética da resisténcia e
a variabilidade na populacdo do patégeno a fim de embasar os programas de
melhoramento genético e predizer a estabilidade da resisténcia. O mapeamento de
regides gendmicas e, ou, a identificacdo de marcadores moleculares ligados a genes que
conferem resisténcia pode auxiliar na selecao precoce de materiais promissores e no
entendimento dos mecanismos de resisténcia. Em um dos primeiros estudos sobre a
base genética da resisténcia, mapeou-se em uma familia de irmdos completos de E.
grandis, um gene de efeito principal, denominado Ppr1 (Puccinia psidii resistance 1), que
confere resisténcia a ferrugem do eucalipto (Junghans et al. 2003). Este gene determina
a primeira forma geneticamente conhecida de resisténcia a uma doenga em eucalipto.
Atualmente, avangos na area genomica, associados a reducdo dos custos de tecnologias
de genotipagem, clonagem e sequenciamento de DNA, tém favorecido a aplicacdo de
técnicas moleculares ao melhoramento genético do eucalipto (Grattapaglia 2004, 2007;
Poke et al. 2005). Diversos mapas de ligacao cobrindo quase a totalidade do genoma
foram construidos para eucalipto (Grattapaglia & Sederoff 1994; Thamarus et al. 2002;
Brondani et al. 2006) e QTLs (Quantitative Trait Loci) para caracteristicas de interesse
foram mapeados em alguns desses mapas (Grattapaglia et al. 1995; Grattapaglia et al.
1996; Thamarus et al. 2002; Junghans et al. 2003; Thamarus et al. 2004). O mapeamento
de algumas regides que conferem resisténcia a doengas também foram relatadas, como o
gene Pprl, posicionado no grupo de ligacdo 3 e flanqueado pelos marcadores
EMBRA125 e EMBRA1071 (Mamani et al. 2010) e dois QTLs que conferem resisténcia a
Teratosphaeria spp. em eucalipto, sob infec¢do natural (Freeman et al. 2008).

A constituicdo genética, o ambiente e suas interagdes podem influenciar
diretamente na expressdo da resisténcia a mancha foliar e a desfolha, causada por C.
pteridis em Eucalyptus. Assim, além de se estudar a herang¢a da resisténcia, outro
importante aspecto é o da nutricdo mineral das plantas que se enquadra no principio de
controle da regulacdo, e que por ser manipulavel pode aumentar ou reduzir a resisténcia
das plantas a doengas (Marschner 1995; Zambolim & Ventura 1993). Diversos trabalhos
foram desenvolvidos para avaliar os efeitos de nutrientes em varios patossistemas, mas

o seu modo de acao geralmente ndo é totalmente esclarecido (Biggs et al. 1997; Long et
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al. 2000). Atualmente, tem-se demonstrado mais claramente a atua¢do dos nutrientes na
expressao dos genes de defesa da planta e na patogenicidade do patégeno (Ros et al.
2008; Snoeijers et al. 2000). Entretanto, estudos que relacionam nutricdo mineral e
doencas do eucalipto sao escassos. Um trabalho pioneiro com o patossistema eucalipto-
Xanthomonas axonopodis demonstrou que a intensidade da bacteriose foi reduzida com
o aumento dos teores de potassio nos tecidos das plantas e que teores intermediarios a
altos de nitrogénio aumentaram a suscetibilidade das plantas a bacteriose (Silva et al.
2005; Silva 2007).

O conhecimento sobre a natureza da resisténcia da interacdo eucalipto-C. pteridis
e dos niveis adequados de nutricdo mineral que influenciam a resisténcia das plantas é
fundamental para embasar as estratégias de controle da doenga. Desta forma, neste
trabalho objetivou-se: (i) realizar a fenotipagem de cinco familias provenientes de
cruzamentos interespecificos de Eucalyptus spp., visando ao mapeamento genético e a
deteccao de QTLs em uma familia de irmdos completos e a validacao dos marcadores
microssatélites ligados aos QTLs que controlam a resisténcia a desfolha em eucalipto e
(ii) avaliar os efeitos de diferentes doses de nitrogénio, fosforo e potassio na resisténcia
do eucalipto a doenca. O trabalho foi dividido em dois artigos, sendo o primeiro
intitulado: “QTL associado a resisténcia a desfolha (Cylindrocladium pteridis) em
Eucalyptus spp.”, e o segundo “Nutricdo mineral e progresso da mancha-de-pteridis do

eucalipto causada por Cylindrocladium pteridis”.
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ARTIGO 1

QTL associado a resisténcia a desfolha (Cylindrocladium pteridis) em Eucalyptus spp.



RESUMO

A mancha-de-pteridis e a desfolha, causada por Cylindrocladium pteridis, é uma
das principais doencas foliares do eucalipto em regides com altas temperaturas,
periodos prolongados de chuva e na presenca de hospedeiros suscetiveis. A
variabilidade inter e intraespecifica na intensidade da desfolha indicam que o controle
pode ser realizado com o plantio de materiais resistentes. De modo a orientar os
programas de melhoramento genético e predizer a estabilidade da resisténcia é
fundamental conhecer o controle genético da resisténcia do eucalipto a mancha-de-
pteridis. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram o de construir os mapas
genéticos da familia Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis (EU11 x EC06), mapear e
posicionar QTLs (Quantitative Trait Loci) relacionados a resisténcia a desfolha e validar
os marcadores microssatélites associados aos QTLs em quatro familias nao relacionadas
envolvendo diferentes espécies de Eucalyptus. A desfolha foi avaliada nos ramos do
terco basal das plantas inoculadas em condi¢des controladas. Foram detectados cinco
QTLs para a resisténcia a desfolha (Rd), sendo trés no mapa do genitor EU11, Rd-1 e Rd-
2 localizados no grupo de ligacdao (LG) 1 e Rd-4 localizado no LG6; e dois QTLs no mapa
do genitor EC06, presentes nos LG2 (Rd-3) e LG8 (Rd-5). Marcadores ligados ao QTL Rd-
2 foram validados em duas familias ndo relacionadas pela analise de regressao linear
simples. Este é o primeiro mapeamento de regides gendmicas associadas a resisténcia a

desfolha, causada por C. pteridis, em Eucalyptus.

Palavras-chave: Mancha foliar; mapa genético; marcadores microssatélites



ABSTRACT

Leaf blight and defoliation caused by Cylindrocladium pteridis is one of the main
leaf diseases found in Brazilian eucalypt plantations in warm and high rainfall regions.
The inter and intraspecific variability in the intensity of defoliation indicate that your
control can be achieved by planting resistant genotypes. In order to guide breeding
programs and to predict the stability of resistance is essential to understand the genetic
control of resistance in eucalypts to defoliation. Thus, the objectives of this paper were
to map QTLs (Quantitative Trait Loci) associated with resistance to defoliation in a
Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis (EU11 x EC06) family and validate microsatellite
markers linked to QTLs in four unrelated pedigrees involving different Eucalyptus
species. Defoliation was evaluated on the branches of the lower third of the plants
inoculated under controlled conditions. We identified five QTLs for resistance to
defoliation (Rd), three on the map of the parental EU11, Rd-1 and Rd-2 located on
linkage group (LG) 1 and Rd-4 located on LG6; and two QTLs located on the map of the
parental EC06, present in LG2 (Rd-3) and LG8 (Rd-5). Markers linked to QTL Rd-2 were
validated in two unrelated families by simple linear regression analysis. This is the first
genomic map of QTLs associated with resistance to defoliation caused by C. pteridis in

Eucalyptus.

Keywords: Leaf blight, genetic mapping, microsatellite markers



INTRODUCAO

A mancha-de-pteridis (Ferreira et al. 1995), causada por Cylindrocladium pteridis,
¢ uma das principais doencas do eucalipto em regides de clima quente, periodos
prolongados de chuva e na presenca de hospedeiros suscetiveis (Alfenas et al. 2009). Em
plantios clonais de eucalipto, o patdgeno incide em plantas a partir de seis meses até a
idade de corte (Ferreira 1989; Alfenas et al. 2009). A mancha-de-pteridis causa redugao
da area foliar e do crescimento volumétrico, e a desfolha permite maior entrada de luz no
sub-bosque, o que favorece o crescimento de plantas invasoras, expondo as arvores aos
efeitos da matocompeticao (Alfenas et al. 2009).

Em decorréncia da variabilidade inter e intraespecifica observada em plantios
seminais e clonais, quanto a resisténcia a mancha-de-pteridis em eucalipto, a selecdo de
genotipos resistentes pode ser adotada como estratégia de controle na reducdo das
perdas causadas pela doenca (Alfenas et al. 2009). Para a selecdo de plantas resistentes,
é essencial aperfeigoar os protocolos de inoculacao, conhecer as condi¢des 6timas para o
desenvolvimento da doenca, a biologia do patégeno e os estadios fenolégicos do
hospedeiro, mais suscetiveis a infeccdo, para embasar a escolha dos componentes de
resisténcia. Estudos recentes tém preenchido algumas destas lacunas com bastante
sucesso (Graga et al. 2009; Guimarades et al. 2010) possibilitando a sele¢do de clones
resistentes a mancha-de-pteridis em inoculagdes sob condi¢des controladas. Entretanto,
para que o controle de doencas via resisténcia genética tenha sustentabilidade, além da
selecao de genotipos resistentes, é essencial conhecer o controle genético da resisténcia.
Desta forma, esse conhecimento torna-se fundamental para que seja realizada a selecdo
precoce de genotipos resistentes a desfolha.

O mapeamento de regides gendmicas (QTLs - Quantitative Trait Loci) que
conferem resisténcia a doencas pode auxiliar no entendimento do modelo de heranca da
resisténcia a mancha-de-pteridis, em eucalipto. Este tipo de estudo possibilita também a
identificacio de marcadores moleculares ligados a QTLs/genes que conferem
resisténcia, podendo, auxiliar na selecdo precoce de gendtipos promissores e no
entendimento dos mecanismos de resisténcia. Diversos mapas de ligacdo que cobrem
quase a totalidade do genoma foram construidos para diversas espécies de Eucalyptus

(Grattapaglia & Sederoff 1994; Thamarus et al. 2002; Brondani et al. 2006) e a partir
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desses mapas foram detectados QTLs para caracteristicas de interesse (Grattapaglia et
al. 1995; Grattapaglia et al. 1996; Thamarus et al. 2002; Junghans et al. 2003; Thamarus
et al. 2004). No entanto, os trabalhos sobre a base genética da resisténcia as doencas em
Eucalyptus se restringem a patdgenos, como Puccinia psidii e Terathosphaeria spp.
(Junghans et al. 2003; Freeman et al. 2008; Rosado et al. 2010; Mamani et al. 2010;
Rosado etl al,, 2011; Alves et al. 2012).

De forma a suprir a falta de trabalhos desenvolvidos para a detec¢ao de regides e,
ou genes relacionados a resisténcia a doengas, e devido a importancia da mancha-de-
pteridis em plantios clonais de eucalipto, esse trabalho teve como objetivos: (i) construir
0os mapas genéticos utilizando a estratégia de mapeamento por “pseudo-testcross”
(Grattapaglia & Sederoff 1994) para os genitores da familia Eucalyptus urophylla S.T.
Blake x E. camaldulensis Dehnh. (EU11 x EC06); (ii) detectar QTLs para resisténcia a
desfolha, na familia de irmdos completos EU11 x ECO06, utilizando marcadores
microssatélites e (iii) confirmar a presenca e a posi¢do dos QTLs encontrados por meio

da validagao dos marcadores microssatélites em quatro familias.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Empregou-se uma familia de irmados completos, constituida por 89 individuos (n)
derivados de um cruzamento entre Eucalyptus urophylla S.T. Blake x E. camaldulensis
Dehnh (EU11 x ECO06). A validacdo dos QTLs encontrados foi realizada em quatro
familias, ndo relacionadas com a familia de deteccdo, e que segregavam quanto a
resisténcia a desfolha. Duas familias de validacdo parcialmente relacionadas, com o
genitor materno em comum: (i) 9882 x 6021 (E. grandis Hill ex Maiden x E. urophylla) x
(E. grandis) n=33 e (ii) 9882 x 869 (E. grandis x E. urophylla) x (E. urophylla) n=56; e
duas independentes: (iii) G26 x G27 (E. grandis) n=17 e (iv) (DxG) x (UxGL) (E. dunnii
Maiden x E. grandis) x (E. urophylla x E. globulus Labill) n=55.

Para a avaliacdo da desfolha empregaram-se cinco réplicas de cada individuo da
progénie, com a excecdo da familia (DxG) x (UxGL), na qual foram utilizadas quatro
réplicas por individuo. Plantas dos clones 6021 (E. grandis, hibrido de Rio Claro) e 9882
(E. grandis x E. urophylla) foram utilizadas, respectivamente, como comparadores
resistente e suscetivel nas inoculagdes da familia EU11 x EC06. As mudas clonais de todas
as progénies foram transplantadas para vasos de 6 L de capacidade contendo uma mistura
de solo:areia:esterco (3:1:1), complementado com 4 g.dm-3 de NPK (6:30:6) e mantidas em
casa de vegetacdo. Adubagdes quinzenais de 100 mL/vaso a 8,0 g.L-1 do fertilizante Ouro
Verde® (15 % N, 15 % P20s5, 20 % K20) foram realizadas até idade e altura ideal para

inoculagao.

Indculo

Utilizou-se o isolado monoconidial LPF59, de C. pteridis, obtido de amostras de
folhas lesionadas coletadas em Monte Dourado, no Para, local que apresenta condigdes
de temperatura e umidade favoraveis a infeccdo do patdégeno. Além disso, ensaios
demostraram que este isolado era patogénico e esporulante, caracteristicas
fundamentais para a sua utilizacdo nas inoculagdes artificiais. O isolado encontra-se
armazenado, na micoteca do Laboratério de Patologia Florestal, DFP/BIOAGRO (UFV),
pelo método de Castelani. O in6culo foi preparado conforme descrito por Graca et al.

(2009). Para isso, discos de cultivo da cultura original de C. pteridis foram semeados em
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placas de Petri contendo meio de aveia-dextrose-agar (AVDA). As placas foram mantidas a
28° C, sob fotoperiodo de 12 h e 20 pmols photons s'1.m-2 de intensidade de luz, por 20
dias, até que o fungo colonizasse toda a superficie do meio de cultura. Apos este periodo,
visando estimular a producdo de conidios, as culturas do fungo foram submetidas a
estresse fisico, por meio de deposicdao de 20 mL de agua destilada autoclavada na
superficie da cultura. Posteriormente, foi realizada a friccdo com um pincel de cerdas
macias, autoclavado, na superficie da colénia, de modo a retirar todo o micélio aéreo
presente na superficie do meio. Ap6s a remoc¢ao do micélio, foram depositados na placa
10 mL de agua destilada esterilizada, de modo a submergir a cultura, por 48 horas. Apos
a remocao do excesso de dgua, as culturas foram mantidas em condi¢des de laboratério
(25° C = 3° C) por mais 48 h, até a esporulacdo do patégeno. Para obter a suspensao de
in6culo, os conidios foram removidos por meio da deposicio de agua destilada
esterilizada na superficie da col6nia e raspados com pincel autoclavado. A suspensao foi
filtrada, em camada dupla de gaze esterilizada, a que se adicionou Tween 20 na
proporg¢ao de 0,05 %. A concentracdo da suspensao foi ajustada para 1x104 conidios.mL-

1 (Graga et al. 2009).

Inoculacao

Cerca de 150 dias apdés o transplantio das mudas para vasos foi realizada a
inoculacdo do patdgeno. Dois dias antes de cada inoculagao, as folhas de seis ramos do terco
basal de cada planta, foram contadas e marcadas. A suspensao de inéculo foi atomizada
homogeneamente nas superficies abaxial e adaxial das folhas das plantas com o auxilio de
um pulverizador costal (4 L), acoplado a um regulador de pressao com bico do tipo leque n®
1001. Apo6s a inoculagao, as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro por 48 h, com
nebulizagao intermitente a cada 1 h durante 10 s das 6:00 as 18:00 h, e a cada 3 h por 10 s
das 18:00 as 6:00 h. Posteriormente, as mudas foram transferidas para casa de vegetacdo
com nebulizagdo a cada 2 h com duracgdo de 20 s das 6:00 as 18:00 h, e a cada 3 h por 10 s
das 18:00 as 6:00 h, onde permaneceram até a avaliagdo. Foram anotadas diariamente as
temperaturas maximas e minimas no periodo em que as plantas estavam na camara de

nevoeiro e posteriormente na casa de vegetacao.
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Avaliacdo da resisténcia

Aos 30 dias apds a inoculagdo, avaliou-se a desfolha nos seis ramos basais
anteriormente marcados em cada planta. Para isso, foi anotado o numero de folhas
marcadas antes da inoculacdo, contadas e anotadas as folhas existentes em cada ramo apds

a inoculacao, para em seguida calcular a porcentagem (%) de desfolha de cada planta.

Delineamento experimental e analise dos dados

Os ensaios foram instalados em blocos -casualizados, sendo a parcela
experimental constituida por uma planta e cada individuo representado uma vez no
bloco. Cada individuo foi representado por quatro [(DxG) x (UxGL)] ou cinco (demais

familias) réplicas. Esse procedimento foi adotado na fenotipagem das cinco familias.

Extracdao de DNA

O DNA de uma das réplicas de cada individuo e dos parentais das cinco familias
foi extraido (Grattapaglia & Sederoff 1994), e em seguida, ressuspenso em 50 pL de agua
MiliQ autoclavada. O DNA de todas as amostras foi quantificado em NanoDrop (ND-1000

Spectrophotometer) e a concentragdo ajustada para 1 ng.pL-1.

Amplificacdo dos locos microssatélites via PCR

As amplificacdes via PCRs (Polymerase Chain Reaction) dos locos microssatélites
foram realizadas em sistemas triplex até hexaplex combinando os marcadores de forma
que locos cujos alelos migram no mesmo intervalo foram marcados com diferentes
fluorocromos, sendo 6-FAM (azul), NED (amarelo) ou HEX (verde). Cada reacao de PCR
foi conduzida em placas com 96 pogos utilizando o Kit Multiplex PCR Qiagen® e
composta por: 2,5 uL. de PCR Master Mix; 0,5 pL de Q-Solution; 0,1 pL de uma solugao
contendo os primers direto e reverso juntos (10 uM); 0,4 uL. de RNase-free water e 1,0 pL
de DNA (2 ng.uL1) para um volume final de 5 pL. A PCR foi realizada utilizando um
programa com uma etapa inicial de desnaturacao a 95° C por 15 min, seguidos de 35
ciclos envolvendo uma etapa inicial de desnaturacdo (94° C por 30 s), uma de
anelamento dos primers (57° C por 90 s) e uma de extensdo (72° C por 1 min),
finalizando com uma etapa dnica de extensdo final a 60° C por 30 min. O produto da PCR

foi diretamente submetido a eletroforese capilar.
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Geracdo dos dados genotipicos dos locos microssatélites

Apés a reagdo de PCR, 1 pL da reacao foi adicionada a 8 uL. de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.) e a 1 pL. do padrao de tamanho em pares de
base marcado com fluorescéncia ROX (Brondani & Grattapaglia 2001). O DNA das
amostras foi desnaturado (95° C por 5 min) e colocado imediatamente no gelo para a
desnaturacdo dos fragmentos amplificados. Posteriormente, a placa foi submetida a
eletroforese capilar em sequenciador automatico ABI 3100XL (Applied Biosystems), de
acordo com o protocolo padrao utilizado no laboratério para deteccdo dos fragmentos.

Os programas GenScan e Genotyper, ambos da Applied Biosystems, foram
utilizados para analisar os dados brutos gerados (eletroferogramas). Os dois programas
permitiram a obtencdo das planilhas com tamanho estimado dos alelos a cada loco.
Essas planilhas foram submetidas, ao programa Allelobin (Idury & Cardon 1997) para

que o valor em pares de base de cada alelo fosse arredondado.

Mapeamento genético da familia de detecgao (EU11 x EC06)
As pressuposi¢oes de segregacdo mendeliana dos marcadores foram verificadas

por meio do teste de qui-quadrado ( y %), a 20 % de probabilidade para todo o genoma

(“experiment wise”) utilizando, para estabelecimento do nivel critico individual, a
protecao de Bonferroni a partir dos multiplos testes.

As tabelas de genotipagem dos microssatélites foram recodificadas para andlise
da segregacao de cada parental, separadamente, de acordo com a estratégia de “pseudo-
testcross” (Grattapaglia & Sederoff 1994). Assim, os locos foram separados em dois
grupos: um com aqueles marcadores que segregaram no parental feminino e outro com
aqueles que segregaram no parental masculino, sendo que os marcadores que segregam
para os dois parentais foram alocados em ambos os grupos. Em cada grupo, os alelos
segregantes ao loco foram codificados como 1 ou 2. Como nao se dispde da informacao
do genotipo dos progenitores dessa familia e, portanto, nao se conhece a fase da ligacao
dos marcadores, para que a ligacdo pudesse ser detectada e a frequéncia de
recombinacdo estimada entre marcadores em repulsdo, cada loco foi duplicado,
invertendo-se os codigos dos seus gendtipos (1 passou a ser 2 e vice-versa) de acordo
com a metodologia descrita na abordagem de “pseudo-testcross”.

As andlises de ligacdo foram realizadas utilizando o programa MapMaker, versdo

2.0 (Lander et al. 1987). Um LOD escore minimo de 3 e uma fracdo de recombinacado
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maxima (0) de 0,40 foram utilizados como parametros para estabelecimento dos grupos
de ligacdo, usando a fung¢do “group”. Ap6s o agrupamento dos marcadores, esses foram
permutados dentro de cada grupo de ligacdo (comando “ripple”) para verificar a
consisténcia do ordenamento. As distancias entre marcadores, em centiMorgans (cM),
foram calculadas por meio da fun¢do de mapeamento de Kosambi. As apresentacdes
graficas dos grupos de ligacao foram obtidas usando o programa MapChart, versao 2.1

(Voorrips 2002).

Analise de QTLs

As andlises para deteccao de QTLs foram conduzidas utilizando-se o modelo de
retrocruzamento do programa QTL Cartographer, versao 2.5 para Windows (Wang et al.
2006). Para o mapeamento de QTLs utilizou-se a estratégia de intervalo composto. Os
pontos de corte para a caracteristica de resisténcia foram determinados pelo programa,
via testes de permutacao (Churchill & Doerge 1994; Doerge & Churchill 1996), sendo
utilizadas 1000 permutag¢des, com trés repeticdes, e um nivel de significancia de 0,05. O
tamanho da janela de analise adotada foi de 10 cM e a resolu¢do do mapeamento de 1
cM. A escolha dos cofatores, marcadores supostamente ligados a QTLs, a serem incluidos
como variaveis independentes no modelo de regressao multipla, foi feita mediante uma
regressao stepwise (método forward) pelo préoprio programa. Nas analises, para cada
parental, foram utilizados os cofatores 0, 5, 8, 12, 15 e 18, empregando-se o modelo 6 do
QTL Cartographer. Com isso, escolheu-se, para cada caracteristica, o modelo cujo
nimero de cofatores proporcionou o maior numero de QTLs com as maiores

significancias estatisticas (maior valor de LOD).

Andlise e valida¢cao dos marcadores

Foi realizada a amplificacdo dos locos microssatélites via PCR e a geracao dos
dados genotipicos nas quatro familias de validagdo, conforme descrito anteriormente
para a familia de detec¢do. Foram amplificados 33 marcadores microssatélites -
correspondentes aos marcadores ligados aos QTLs detectados na familia EU11 x EC06 -
nas progénies das familias de validacdo, 9882 x 6021, 9882 x 869, G26 x G27 e (DxG) x
(UxGL). Efetuou-se a verificagdo das pressuposicoes de segregacdo mendeliana dos

marcadores para cada familia de validacdo por meio de um teste de qui-quadrado ( y 2)
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com um nivel de significancia igual a 20 %, para todo o genoma utilizando a prote¢do de
Bonferroni para multiplos testes.

Para se determinar a influéncia que cada marcador exerce sobre o nivel de
desfolha (variavel dependente), causada por C. pteridis, realizou-se analise de regressao
linear simples com a aplica¢do do teste F e obtencdo do coeficiente de determinacao (r2).
As analises para as familias de validacdo foram realizadas com o software GQMOL (Cruz

2008).
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RESULTADOS

Manchas foliares pequenas, circulares ou alongadas e de coloragdo cinza-clara
progredindo para marrom-clara e a desfolha ascendente sdo os sintomas caracteristicos
da mancha-de-pteridis em plantios de eucalipto no campo. Estes sintomas
caracteristicos da doenc¢a, foram observados em todos os individuos das familias
avaliadas a partir do sétimo dia apds as inoculagdes artificiais realizadas sob condicdes
controladas. A temperatura no interior da camara de nevoeiro durante o periodo de
molhamento foliar, 48 h depois da inoculagdo, considerando as inoculagdes de todas as
cinco familias, variou de 11,5° a 37° C. No interior da casa de vegetacao, a amplitude
térmica foi de 10° a 41,5° C, onde as plantas foram mantidas apds a retirada da camara
de nevoeiro até a avaliagao.

A distribuicao de frequéncia para as classes de desfolha, causada por C. pteridis,
nas cinco familias indicou a presenca de individuos com diferentes niveis de resisténcia
(Figura 1). Na familia 9882 x 6021 foi observado um maior nimero de individuos nas
classes acima de 50 % de desfolha. Ao contrario, na familia G26 x G27, os individuos
ocuparam classe com menor nivel de desfolha (Figura 1). A média de desfolha obtida,
nas cinco familias avaliadas ficou entre 42,2 %, para a (DxG) x (UxGL), e 68,9 %, para a
9882 x 6021 (Tabela 1). Ja para a familia de detec¢ao dos QTLs, EU11 x EC06, a média foi
de 47,5 %, variando entre 3,2 % de desfolha, para o individuo mais resistente, a 81,4 %,
para o mais suscetivel. Os comparadores, 6021 e 9882, inoculados nesta familia
obtiveram média de desfolha de 18,6 e 63,1 %, respectivamente, resistente e suscetivel a
C. pteridis (Tabela 1). A maior amplitude de desfolha foi observada na familia (DxG) x
(UxGL), que variou de 9,8 % a 97,8 %. Em relacdo as medidas de dispersdo, o menor
desvio padrao (DP) calculado foi 12,0, referente aos dados coletados em cinco réplicas
de cada individuo da familia G26 x G27. Entretanto, o menor coeficiente de variagdo (CV)
foi de 25,5 na familia 9882 x 6021 (Tabela 1).

Os 11 grupos de ligacao (LG) de Eucalyptus foram mapeados para os genitores da
familia de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis (EU11 x EC06), seguindo a estratégia
de “pseudo-testcross” (Figura 2). Cento e trinta marcadores foram amplificados, destes
49 % foram homozigotos ou monomorficos, sendo 35 marcadores homozigotos para o

genitor EU11 e 45 para o genitor EC06. No genitor EC06, 31 % do total dos marcadores
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homozigotos estdo presentes no LG7, seguido por 13,3 e 11, 1 % nos LG's 1 e 2,
respectivamente. No genitor EU11, o maior nimero de locos homozigéticos foi
observado nos LG’s 1 e 8, perfazendo 34 % do total de marcadores monomorficos para
esse parental. Nos LG’s 1, 2, 3, 6,7, 10 e 11 foram observados marcadores com alelo nulo
no loco correspondente a um dos genitores. A média de marcadores mapeados em
relacdo ao total de marcadores amplificados, para os genitores EU11 e EC06, foi de 57 e
50 %, respectivamente. No LG7, do genitor EC06, foi determinada a menor porcentagem
de marcadores mapeados em relacdo aos amplificados, uma vez que nesse grupo de
ligacdo também foi encontrado o maior nimero de locos homozigotos. Além disso, o
LG5, para ambos os genitores, e 0 LG3, somente para o EC06, foram os grupos de ligacdo
com menor numero de marcadores mapeados, consequentemente os de menor tamanho
(cM) (Figura 2). Do total de 104 marcadores mapeados, 57,7 % foram completamente
informativos, isto é, segregaram em ambos os parentais resultando em trés ou quatro
alelos diferentes. Os LG’s com maior nimero de marcadores mapeados, para o genitor
EU11, foram os LG7, LG1 e LG6, com 14, 11 e 11 marcadores, respectivamente, e para o
mapa genético do genitor EC06, o LG1 com 12 marcadores mapeados (Figura 2). O
tamanho médio dos LG’s foi de 111,9 e 95,0 cM para os genitores EU11 e ECO06,
respectivamente. No mapa EU11 os maiores grupos de ligacdo foram LG1 e LG10, com
176,3 cM; e no mapa do EC06, o LG7 com o tamanho de 185,6 cM (Figura 2).

Pelo método de intervalo composto foi possivel detectar cinco regides gendmicas
relacionados a resisténcia a desfolha (Rd), sendo que quatro destes QTLs estdo em
diferentes cromossomos. Trés QTLs foram detectados usando o mapa do genitor EU11,
sendo dois (Rd-1 e Rd-2) localizados no LG1 e o terceiro (Rd-4) no LG6. Os outros dois
QTLs foram encontrados no mapa genético do genitor EC06, presentes nos LG2 (Rd-3) e
LG8 (Rd-5) (Figura 2). A variagao fenotipica (R?) estimada para cada QTL variou de 15 a
49 %. O LOD maximo observado foi de 8,58 para o Rd-5, localizado no LG8 do mapa
paterno (EC06), que também apresentou o maior RZ2 Entretanto, o menor LOD foi
observado para o Rd-1, presente no LG1 do mapa genético do genitor materno (EU11) e
que explica 22 % da variacdo fenotipica. O Rd-2, localizado no LG1 do mapa do genitor
EU11, foi o QTL que abrangeu o maior nimero de marcadores, sendo EMBRA154,
EMBRA2002 e EMBRA70 (Tabela 2). Os marcadores que mais se aproximaram do pico
maximo dos QTLs, Rd-1, Rd-2, Rd-3, Rd-4 e Rd-5, foram EMBRA1562, EMBRA70, EN16,
EG96 e EMBRA203/EMBRA197, respectivamente (Tabela 2).
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Na andlise realizada para a validagdo dos marcadores, o EMBRA2002 e o
EMBRA70 foram significativos pelo teste F para o genitor 6021, de E. grandis, e os
marcadores EMBRA222 e EMBRA70 significativos para o genitor 869, de E. uroplylla,
sendo que estes marcadores estdo relacionados ao QTL, Rd-2, encontrado no genitor
EU11 (Tabela 3). Nenhum marcador relacionado aos QTLs encontrados na familia EU11
x ECO06 foi significativo pela andlise de regressao linear simples para os genitores das

familias G26 x G27 e (DxG) x (UxGL) (Tabela 3).
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DISCUSSAO

Neste estudo, utilizando-se a estratégia de mapeamento por “pseudo-testcross”
(Grattapaglia & Sederoff 1994), foi possivel construir os 11 grupos de ligacoes (LG) dos
genitores da familia EU11 x EC06. Mapas genéticos ja foram construidos para diversas
espécies de Eucalyptus, como: E. grandis, E. urophylla, E. globulus, E. nitens e E.
camaldulensis e sdo ferramentas indispensaveis na deteccao de locos que conferem
caracteristicas de interesse, utilizando diferentes técnicas moleculares (Grattapaglia &
Sederoff 1994; Grattapaglia et al. 1996; ; Agrama et al. 2002; Thamarus et al. 2002;
Myburg et al. 2003; Brondani et al. 2006; Thumma et al. 2010). Os mapas de ambos os
genitores da familia EU11 x EC06 possuiram alta similaridade, em relagdo a posicdo e a
distancia entre os marcadores, com o mapa genético de referéncia para Eucalyptus
(Brondani et al. 2006). Em relagdo ao mapa de E. camaldulensis publicado anteriormente
(Agrama et al. 2002), o mapeamento dos 11 grupos de ligacao (LG) foi realizado com 73
marcadores RAPDs, 81 RFLPs e 14 SSRs. Neste trabalho, foram mapeados 75
marcadores microssatélites no parental paterno de E. camaldulensis, saturando o mapa
geneético com marcadores codomimantes e que apresentam alto nivel de polimorfismo e
alta reprodutibilidade (Grattapaglia, 2007). Foi observado para alguns LG’s uma alta
porcentagem de marcadores microssatélites homozigotos para um dos parentais ou com
locos duplicados, o que resultou em LG’s mapeados com poucos marcadores, como
observado principalmente para o LG3 e LG7 em relacao ao genitor de E. camaldulensis
(EC06) e para o LG5 em ambos os genitores da familia. Em geral, tem-se observado que o
LG3 do mapa de Eucalyptus é um cromossomo dificil de ser mapeado quando comparado
aos demais e em decorréncia disto, frequentemente o tamanho e a saturagdo por
marcadores ficam reduzidos (Brondani et al. 2006; Manani et al. 2010). Recentemente, o
gene de Pprl (Puccinia psidii resistance 1) (Junghans et al. 2003), que confere
resisténcia a ferrugem do eucalipto, causado por Puccinia psidii, foi posicionado no mapa
genético de referéncia de Eucalyptus (Brondani et al. 2006) entre os marcadores
EMBRA125 e EMBRA1071, localizados no LG3 (Manani et al. 2010). O trabalho discute a
hipotese do gene Pprl estar localizado em uma regido de recentes duplicacdes em
tandem no genoma, em que os microssatélites sdo frequentemente amplificados em

locos duplicados, impossibilitando seu mapeamento (Manani et al. 2010). Os produtos
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das regidoes NBS (Nucleotide-binding site - Sitios de ligacdo a nucleotideos) e LRR
(Leucine-rich repeats - Repeti¢cdes ricas em Leucina) associadas aos dominios NBS-LRR,
podem conferir resisténcia (genes R) a doencas, como relatado em alamo e videira
(Kohler et al. 2008; Yang et al. 2008). Estas regides também organizadas em tandem,
foram detectadas em Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Medicago truncatula, Lotus
japonicus e Populus trichocarpa, por meio da analise do genoma completo destas plantas
(Kohler et al. 2008; Tamura & Tachida 2011). Trabalhos futuros, principalmente com E.
camaldulensis, devem priorizar o mapeamento de marcadores microssatélites nos
cromossomos que apresentaram reduzido numeros de marcadores, podendo-se
determinar outra regido responsavel pela resisténcia a desfolha, a qual nao foi detectada
neste estudo.

Eucalyptus camaldulensis possui madeira de alta densidade e resistente a seca,
sendo destinada principalmente a producdo de carvdo e madeira serrada. Seu
crescimento é lento e em decorréncia da suscetibilidade ao psilideo-de-concha
(Glycaspis brimblecombei), praga relatada em florestas de eucalipto no estado de Sao
Paulo, em 2003 (Wilcken et al. 2003), algumas matrizes de alto rendimento foram
eliminadas dos pomares de hibridizacdo, no Brasil. Uma alternativa para transferir as
qualidades desejaveis da madeira desta espécie é a obtencdo de cruzamentos com outras
espécies, como realizado na familia EU11 x EC06, gerando inicialmente 200 progénies.
Apos o teste de paternidade, com a amplificacdao de 12 marcadores microssatélites em
todos os individuos da familia, detectou-se que somente 89 individuos eram irmaos
completos, isto é, 44,5 % da progénie eram individuos contaminantes. Varias causas
resultam nas altas taxas de contaminac¢des, como por exemplo, a falta de cuidado e
critério nas etapas de coleta e beneficiamento de pdlen. Neste trabalho foi adotada a
técnica de protogénia artificialmente controlada (PAI) (Assis et al. 2005) em ambiente
ndo protegido, o que provavelmente aumentou a taxa de individuos contaminantes.
Estudos de paternidade realizados com diferentes espécies de eucalipto estimaram que
o indice de contaminacdo por pélen foi de 17,6 % em um pomar de E. globulus (Rao et al.
2008), 39 % em um pomar de E. grandis (Chaix et al. 2003), 29 % em um pomar de
sementes de E. urophylla (Grattapaglia et al. 2004) e 46 % para uma populacao de E.
grandis (Jones et al. 2008). Diante destes resultados, destaca-se que a andlise da
paternidade por meio de marcadores microssatélites é indispensavel nos estudos

genéticos e de melhoramento, pois assegura a realizagdo correta das analises genéticas.
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Como consequéncia do numero reduzido de individuos na familia de detec¢do dos QTLs
(Quantitative Trait Loci) (EU11 x ECO06), foi necessario incluir outras familias nao
relacionadas para a validacao dos marcadores ligados aos QTLs, de modo a determinar a
transferibilidade das regides genomicas de resisténcia a desfolha em diferentes espécies
de eucalipto.

A maior parte da resisténcia da progénie detectado na familia EU11 x ECO06 foi
proveniente do genitor materno EU11 com a presenca trés QTLs. No LG1 do genitor
materno foram detectados dois QTLs explicando 22 e 15 % da variac¢ao fenotipica, isto é,
da resisténcia a desfolha nos individuos desta familia. A variacdo fenotipica (R?)
estimada para cada QTL em esséncias florestais, geralmente é inferior a 5 % (Neale &
Kremer, 2011), dependendo da caracteristica estudada. Entretanto, quando se refere a
QTLs que conferem resisténcia em Eucalyptus a patégenos, tem-se observado valores
maiores atribuidos a R2. Um estudo sobre a resisténcia em Eucalyptus a mancha foliar,
causada por Teratosphaeria cryptica (Cooke) Hansf., detectou dois QTLs que explicaram
52 % da variac¢do fenotipica na severidade do dano causado por T. cryptica, segundo o
qual pode ser classificado como um controle oligogénico (Freeman et al. 2008). Outro
exemplo importante, refere-se a base genética da resisténcia de Eucalyptus a ferrugem,
causada por Puccinia psidii, no qual mapeou-se o gene Pprl (Junghans et al. 2003) e
posteriormente, detectou-se um QTL explicando entre 29,8 e 44,8 % da variagao
fenotipica (Alves et al., 2012). Uma maneira de se verificar que o QTL realmente
expressa a caracteristica desejada e, por consequéncia, o quanto esta sendo explicado
desta caracteristica é por meio da validacdo dos marcadores ligados ao QTL. Assim,
recentemente a presenca e o posicionamento do gene Ppr1, foi validado em trés familias
de irmdos completos nao relacionados geneticamente (Mamani et al. 2010).

Atualmente, a deteccdo do QTL seguida da validacdo em diferentes genotipos
tornou-se fundamental para a utilizacdo desta ferramenta nos programas de
melhoramento assistido por marcadores (MAS) (Collard & Mackill 2008). Os marcadores
ligados aos QTLs devem revelar polimorfismo em diferentes populacdes derivadas de
uma ampla gama de diferentes genitores para que as regides gen0micas selecionadas
sejam independentes dos genoétipos e do ambiente (Langridge et al. 2001; Collard &
Mackill 2008). Em espécies florestais o uso do mapeamento de QTLs é limitada em
decorréncia da validacdo em outros genoétipos nao relacionados ao de detec¢do (Neale &

Kremer, 2011). Neste trabalho, foi realizada a validacdo dos marcadores microssatélites
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proximos ao Rd-2, no LG1, que foram significativos para os genitores, 6021 e 869, das
familias de validacdo 9882 x 6021 e 9882 x 869, respectivamente, confirmando a
importancia do Rd-2 na resisténcia a desfolha. Futuramente é importante investigar os
LGs dos demais QTLs, saturando a regido com marcadores, para que a caracteristica
estudada, a resisténcia a desfolha, seja amplamente definida.

Diversos fatores afetam a deteccdo e a validacao de um QTL, como o tamanho da
amostra, a magnitude do efeito do QTL e a herdabilidade da caracteristica estudada
(Erickson et al. 2004). Dentre estes, o tamanho reduzido de individuos nas familias pode
superestimar os efeitos dos QTLs detectados, como observado em espécies de Pinus para
caracteristicas da madeira (Beavis 1998; Sewell et al. 2000; Lerceteau et al. 2001).
Entretanto, é frequente no caso de espécies florestais, onde o alto custo e tempo
envolvidos na obtencao e manutencao de varios cruzamentos com nimero de individuos
elevados sejam fatores que reduzem a obtencdo de grandes progénies (Devey et al
2004; Grattapaglia 2007). Nesse caso, é dificil determinar quantos QTLs poderiam ser
detectados e quais os seus efeitos na resisténcia a desfolha causada por C. pteridis.
Assim, certamente o nimero reduzido de individuos nas familias de valida¢do impediu a
validacao de todos os QTLs detectados na familia EU11 x ECO6.

Outro fator que afeta diretamente o estudo de heranca e mapeamento da
resisténcia a doengas sdo os fatores ambientais e de infeccdo do patégeno que refletem
nos dados fenotipicos. Nas coletas das varidveis para o mapeamento de QTLs em
ambiente com inoculagdo natural do patégeno (Freeman et al. 2008; Teixeira et al. 2009;
Riaz et al. 2011) pode haver escape que ndo é detectado prontamente, e pode levar a
erros na deteccao das regides gendmicas. No presente estudo, a determinacao prévia das
condi¢des de ambiente adequadas para avaliar a desfolha (Graga et al. 2009), foi
essencial para que a inoculacao do patogeno fosse realizada em condigdes controladas e
padronizadas para as diferentes familias ao longo do tempo. Assim, o molhamento foliar,
a temperatura e o tamanho das plantas foram adequados para o desenvolvimento da
doenca. A baixa temperatura observada no interior da cdmara de nevoeiro e
posteriormente na casa de vegetacdo no periodo noturno nao prejudicou a infecgdo por
C. pteridis nas plantas inoculadas, conforme previamente observado nos resultados de
germinacao de conidios x temperatura (Alfenas et al. 2006). Os primeiros sintomas de
mancha foliar foram observados 48 h apés a inoculagdo e com o progresso da doenga

formaram-se manchas caracteristicas da doenca, com esporulacao do fungo, seguida de
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desfolha, principalmente nos ramos do terco basal das plantas (Gracga et al. 2009), onde
se determinou a porcentagem de desfolha de cada individuo.

A caracteristica quantitativa dos dados fenologicos de desfolha é essencial para a
deteccao dos QTLs para a resisténcia a C. pteridis. O cruzamento entre E. urophylla
(EU11) e E. camaldulensis (EC06) gerou individuos com ampla variacdo fenotipica,
resultando em maior segregacao da resisténcia a desfolha causada por C. pteridis em
experimentos anteriormente realizados (dados ndo publicados). Neste trabalho, os
resultados fenotipicos obtidos evidenciaram que as diferengas no nivel de resisténcia a
doen¢a manifestaram-se por diferencas quantitativas, expressas pela variacdo nos niveis
de desfolha, ndo sendo evidente a separagdo dos gendtipos em classes bindrias
(suscetivel e resistente) ou por escala de notas como foi realizada em outros
patossistemas (Junghans et al. 2003; Devey et al. 2004; Riaz et al. 2011). Assim, por se
tratar de uma caracteristica quantitativa, a resisténcia a Cylindrocladium é influenciada
por multiplos locos genéticos, bem como, pelo ambiente e pelas interagdes epistaticas.

No presente trabalho determinou-se pioneiramente a heranga da resisténcia em
Eucalyptus a mancha-de-pteridis, por meio do mapeamento de regides gendmicas
(QTLs) responsaveis por esta caracteristica. Foram detectados cinco QTLs para a
resisténcia a desfolha em uma familia de irmdos completos de E. urophylla x E.
camaldulensis, sendo que o Rd-2 detectado no LG1 do genitor E. urophylla, foi validado
pelos marcadores EMBRA2002 e EMBRA70, para o genitor 6021, e pelos marcadores
EMBRA222 e EMBRA70, no genitor 869, em duas familias de validacado distintas. Estudos
devem ser realizados para validacao completa de todas as regides que conferem
resisténcia a desfolha em Eucalyptus visando a sele¢do precoce de materiais promissores
resistentes a C. pteridis. Contudo ganhos de resisténcia podem ser obtidos por meio da
propagacdo clonal dos individuos resistentes selecionados dentro das familias e pela

identificacdo precoce dos QTLs presentes principalmente no LG1.
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ARTIGO 2

Nutricao mineral e progresso da mancha-de-pteridis do eucalipto causada por

Cylindrocladium pteridis
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RESUMO

A mancha-de-pteridis, causada por Cylindrocladium pteridis, incita sintomas de
manchas foliares e desfolha das plantas que resultam em perdas de crescimento
volumétrico dos plantios de Eucalyptus spp.. No intuito de reduzir os impactos
negativos dessa doenga, avaliaram-se neste trabalho, os efeitos da nutrigdo mineral, na
severidade da doenca e desfolha das plantas. Para isso, mudas com raizes nuas do clone
6021 (hibrido de Eucalyptus grandis - Rio Claro) foram transplantadas para vasos
contendo solo que receberam cinco doses de N (0; 55; 99; 143 e 198 mg.dm-3),
combinadas com cinco de P (0; 82,5; 148,5; 214,5 e 297 mg.dm-3) e cinco de K (0; 55;
99; 143 e 198 mg.dm-3), de acordo com o modelo da matriz experimental Plan Plueba III
modificada. O experimento foi montado em delineamento de blocos casualizados, com
16 tratamentos e quatro repeticdes. Mudas com 200 dias do transplantio foram
inoculadas e apds 45 dias foram quantificadas a area foliar lesionada (AFL) e a desfolha
(D) das plantas. A D e a AFL ndo se correlacionaram significativamente, porém foram
influenciadas pelas diferentes concentracdes de NPK e pelo tamanho das mudas. Para a
D ajustou-se uma equagao linear e para a AFL uma equagdo quadratica, em relacdo a
adubacao testada. O efeito do fésforo (P) na intensidade da mancha-de-pteridis nao foi
definido, provavelmente devido a baixa absorcao do elemento pela planta, confirmado
pela analise foliar. Altas doses de K reduziram significativamente a D e a AFL. As
interacdes N K e P K foram significativas e evidenciaram o efeito importante do K tanto
individualizado quanto nas interagdes, com ambos os nutrientes, na redu¢do da
desfolha. O sinergismo entre N e K foi observado, sendo que maiores doses de K
relacionadas com menores doses de N, apresentaram menores D e AFL. As doses de
100:300:200 e 100:80:160 mg.dm-3 (N-P-K) reduziram, respectivamente, a area foliar
lesionada e a desfolha. O manejo da adubacgao, principalmente da potassica, de forma
adequada e equilibrada em plantios clonais de eucalipto podem minimizar as perdas em

volume de madeira devido a desfolhas consecutivas causadas por C. pteridis.

Palavras-chave: Severidade; Desfolha; Potassio; Manejo nutricional
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Mineral nutrition and progress blight-to-pteridis in Eucalyptus caused by

Cylindrocladium pteridis

ABSTRACT

The blight-to-pteridis, caused by Cylindrocladium pteridis has symptoms of leaf
blight and defoliation of plants that result in loss of volumetric growth of Eucalyptus
spp.- To reduce the negative impacts of this disease, this study assessment the effects of
mineral nutrition in disease severity and defoliation of plants. For this, seedlings with
bare roots the clone 6021 (hybrid of Eucalyptus grandis - Rio Claro) were transplanted
into pots containing soil, which received five doses of N (0, 55, 99, 143 and 198 mg.dm-
3), combined with five of P (0, 82.5, 148.5, 214.5 and 297 mg.dm-3) and five K (0, 55, 99,
143 and 198 mg.dm3), according to the experimental matrix model III Plan Plueba. The
experiment was a randomized block design with 16 treatments and four replications.
Plants were inoculated after 200 days of transplantation and 45 days was quantified
diseased leaf area (DFA) and defoliation (D) of plants. The D and the DFA did not
correlate significantly, but were influenced by the different concentrations of NPK and
the seedling height. For the D was adjusted a linear equation and the DFA a quadratic
equation, for the fertilization test. The effect of phosphorus (P) in the intensity of the
disease has not been defined, probably due to poor absorption element by the plant leaf
confirmed by analysis. High doses of K significantly reduced the D and the DFA. The NK
and PK interactions were significant and showed the important effect of the K both
individualized and in interactions with both nutrients, reducing defoliation. The
synergism between N and K was observed, with higher doses of K related to lower rates
of N, had lower D and DFA. Doses of 100:300:200 and 100:80:160 mg.dm-3 (NPK)
reduced, respectively, the D and DFA. The fertilizer management, mainly potassium, in a
proper and balanced clonal eucalyptus can minimize losses in timber volume due to

consecutive defoliation caused by C. pteridis.
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INTRODUCAO

Cylindrocladium pteridis F.A. Wolf é a espécie fungica mais comumente
encontrada causando mancha foliar e desfolha em plantios comerciais de Eucalyptus
spp. no Brasil (Ferreira 1989; Ferreira & Milani 2002; Alfenas et al. 2009). A doenca,
conhecida como mancha-de-pteridis caracteriza-se por apresentar lesdes foliares
inicialmente pequenas e arredondadas de coloracdo cinza clara, progredindo para
manchas que coalescentes de cor parda, podendo ocupar todo o limbo foliar, o que
culmina em intensa desfolha dos genoétipos suscetiveis (Ferreira et al. 1995). Além da
reducao da area foliar fotossinteticamente ativa e do crescimento volumétrico, a
desfolha permite maior entrada de luz no sub-bosque, o que favorece o crescimento de
plantas invasoras, expondo as arvores aos efeitos da matocompeticao (Alfenas et al.
2009). No Brasil, esse patégeno encontra-se amplamente distribuido em regides onde
prevalecem hospedeiros suscetiveis, altas temperaturas e periodos prolongados de
chuvas, condig¢des essas favoraveis a infeccdo (Alfenas et al. 2009).

Medidas de manejo do ambiente como a nutricio mineral das plantas, pode
tornar o meio desfavoravel a acdo do patogeno, ou ainda favorecer o aumento da
resisténcia de plantas a doenca (Marschner 1995; Agrios 2005). Os efeitos da nutricao
mineral na incidéncia e severidade de doengas em espécies florestais ainda sao pouco
conhecidos e comumente relacionados as diferentes teores de N, P e K. Em geral, os
estudos relatam que a maior disponibilidade de nitrogénio (N) para as plantas aumenta
a suscetibilidade a doengas cujos patdgenos incidem sobre tecidos jovens (El-Hajj et al.
2004; Blodgett et al. 2005); ao contrario, plantas em condi¢cdoes de falta de N sao
suscetiveis a patégenos que colonizam tecidos em senescéncia ou debilitados (Snoeijers
et al, 2000; Agrios, 2005). Os trabalhos com fésforo (P) tém demostrado que a
pulverizacgao foliar ou a injecdo de fosfito (H2P0O3-) no tronco de arvores, forma reduzida
de fosfato (H2PO4), e que é mais prontamente absorvido, resulta em uma maior
resisténcia da planta ou menor sobrevivéncia do patégeno dependendo da
concentracdo de fosfito, como observado especialmente para Phytophthora cinnamomi
Stukely & Crane (1994) (Jackson et al. 2000; Wilkinson et al. 2001; Shearer et al. 2006;
McCarren, 2009). Como exemplo, um estudo realizado com a aplicacao de fosfito em um

clone de E. marginata (326]51), classificado como moderadamente resistente a infec¢cao
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por Phytophthora cinnamomi, evidenciou a acdo direta e indireta do fosfito sobre o
patégeno, dependendo da concentragao usada. Assim, o fosfito em baixas concentragdes
atuou como indutor de resisténcia e em altas concentrag¢des inibiu o patégeno antes da
associacdo com o hospedeiro, permanecendo suas defesas inalteradas (Jackson et al.,
2000). Outro nutriente, o potassio (K), tem seu efeito na reducdo de doencgas
intimamente relacionado a outros elementos, como calcio (Ca), magnésio (Mg) e cobre
(Cu), bem como o equilibrio entre eles (Marchner 1995; Biggs et al. 1997; Pozza et al.
2001; Agrios 2005). O K pode aumentar a resisténcia as doengas por promover rapida
recuperacao dos tecidos, aumentar a espessura da cuticula e da parede celular, ou ainda
gerar um melhor controle estomdtico (Xu & Heath 1998; Fromm 2010). Um trabalho
pioneiro, com o patossistema eucalipto-Xanthomonas axonopodis, demonstrou que a
intensidade da mancha foliar foi reduzida com o aumento dos niveis de K na solugado
nutritiva e com a redugdo da relagio N/K (Silva et al. 2005). Com base nestes
resultados, algumas modificagdes nas adubagdes em viveiros clonais foram facilmente
implantadas, reduzindo a incidéncia da macha foliar, causada por essa fitobactéria.

Com base nos trabalhos realizados com espécies florestais, e nos relatos de
resultados benéficos da atuacdo de nutrientes na reducdo das doencas em culturas
agrondmicas (Leser & Treutter 2005; Nam et al. 2006; Tavernier et al. 2007; Ros et al.
2008; Xu et al. 2009), acredita-se que a nutricdo mineral apresente grande potencial
para reduzir as perdas por doencas na cultura do eucalipto. No caso da eucaliptocultura,
¢ uma medida de controle que pode ser facilmente implantada, na rotina de adubacao,
tanto em viveiro clonal, quanto no campo. Em virtude do potencial de reducdo das
perdas causadas por doengas, por meio do manejo nutricional das plantas, avaliaram-se
neste trabalho os efeitos de diferentes doses de N, P e K, na severidade da mancha foliar

e na intensidade da desfolha em Eucalyptus spp., causada por C. pteridis.
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MATERIAL E METODOS

Utilizou-se solo da regidao de Trés Marias, Minas Gerais, cuja analise quimica
revelou um pH de 5,0, teores de 0,2 e 7 mg.dm-3 para P e K, respectivamente, e 0,9
dag.Kg! de matéria organica. A irrigacdo foi realizada para se atingir 85 % da
capacidade de campo (cc) obtida com base na retencdo de umidade do solo,
determinada no Laboratério de Fisica do Solo, do Departamento de Solos, da UFV.
Porg¢oes de 20 L de solo foram misturados em betoneira com os fertilizantes e as doses
correspondentes de N, P e K. Em seguida, o solo foi dividido em quatro porg¢oes iguais e
colocado em vasos plasticos com capacidade de 5 L. Apdés 24 h da mistura dos
fertilizantes e aplicagdo de agua ao solo, foi realizado o transplantio das mudas.

Os tratamentos consistiram de cinco doses de N (0; 55; 99; 143 e 198 mg.dm-3),
cinco de P (0; 82,5; 148,5; 214,5 e 297 mg.dm3), e cinco de K (0; 55; 99; 143 e 198
mg.dm-3), que foram combinadas de acordo com a matriz Plan Plueba III modificada
(Leite 1984), com 2k + 2k + 1 + 1 tratamentos, sendo k o niimero de fatores em estudo,
acrescido de um ponto (+1) correspondente a dose zero NPK (testemunha). Os niveis
maximos e minimos da matriz foram de -11 a 209 para N (NH4NO3); -16,5 a 313,5 para
P [Ca(H2P04)2.H20] e -11 a 209 mg.dm=3 para K (KCl) (Tabela 1). Assim, foram
constituidos 16 tratamentos repetidos por quatro vezes. Empregou-se o delineamento
experimental em blocos ao acaso, sendo a parcela util composta por uma planta.

As fontes utilizadas de N, P e K foram respectivamente: nitrato de amonio
(NH4NO3), fosfato monocalcio [Ca(H2P04)2.H20] e cloreto de potassio (KCI), em
diferentes concentragdes, conforme o tratamento. Os demais nutrientes foram
adicionados na mesma propor¢ao para todos os tratamentos, como segue: calcio
(CaCO03) a 1,5 cmolc.dm-3 de solo; magnésio (MgCO3) a 0,5 cmolc.dm3 de solo; enxofre
(CaS04) a 60 mg.dm=3 de solo; e os micronutrientes, boro (H3BO3) a 0,63 mg.dm-3 de
solo; cobre (CuS04.5H20) a 1,0 mg.dm-3 de solo; manganés (MnS04.H20) a 2,75 mg.dm-3
de solo; e zinco (ZnS04.7H20) a 3 mg.dm-3 de solo.

Empregaram-se mudas sadias, de altura uniforme (30 cm) e aparentemente bem
nutridas do clone 6021, hibrido de Eucalyptus grandis (Rio Claro/SP), com 60 dias de
idade. As mudas com raizes nuas e sistema radicular de 10 cm foram transplantadas

para vasos sem abertura para o escoamento da agua (fechados). As mudas
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permaneceram sob telado de sombrite por 15 dias, e durante esse periodo foram
borrifadas com agua, trés vezes ao dia, no intuito de minimizar os efeitos negativos das
raizes nuas e manter a umidade da planta. Além disso, cerca de 20 vasos foram pesados
diariamente para o ajuste da cc.

Para o combate de acaros, pulgdes e cochonilhas, apds 90 dias do transplantio, as
mudas foram pulverizadas com 6leo de Neem, a 1 % na primeira semana; Confirdor®,
principio ativo (p.a.) imidacloprid, a 0,6 g.L-1 durante as trés semanas seguintes e;
Vertimec®, p.a. abamectina, a 2 mL.L-1 durante quatro semanas consecutivas. Todos os
produtos foram aplicados uma vez por semana em todos os tratamentos.

Foram realizadas duas adubag¢des complementares, aos 170 e 190 dias apés o
transplantio das mudas, que consistiram de 20 % dos teores de NPK previamente
definido nos 16 tratamentos, de modo a ndo desequilibrar as doses dos nutrientes,
seguindo a mesma propor¢dao. Na segunda adubacdo complementar, adicionou-se

também cloreto de calcio (CaCl2) a 100 mg.L-1 a todos os tratamentos.

Indculo

Foi utilizado o isolado monoconidial LPF59, de C. pteridis, da micoteca do
Laboratorio de Patologia Florestal, Universidade Federal de Vicosa, obtido de amostras
de folhas lesionadas coletadas em Monte Dourado, no Para. Para o preparo do inéculo,
discos de cultivo da cultura original de C. pteridis foram repicados para placas de Petri
contendo meio de aveia-dextrose-agar (AVDA). As placas foram mantidas a 28 °C, em
fotoperiodo de 12 h, por 20 dias, até que o fungo colonizasse toda a superficie do meio
de cultura. Apos este periodo, visando estimular a produc¢ao de conidios, as culturas do
fungo foram submetidas a estresse fisico, por meio de deposicio de 20 mL de agua
destilada autoclavada na superficie da cultura. Posteriormente, foi realizada a fric¢do de
um pincel de cerdas macias, autoclavado, na superficie da colénia, de modo a retirar
todo o micélio aéreo presente na superficie do meio. Apds a remogao do micélio, foram
depositados na placa 10 mL de agua destilada esterilizada, de modo a submergir a
cultura. Decorrido 48 h, o excesso de agua foi removido e as culturas mantidas em
condi¢des de laboratério por mais 48 h, até a esporulacao do patégeno. Para obter a
suspensdo de ino6culo, os conidios foram removidos por meio da deposicdo de agua
destilada na superficie da colonia e a raspagem com pincel autoclavado. A suspensao foi

filtrada, em camada dupla de gaze esterilizada, e em seguida adicionados 0,05 % de
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Tween 20. A concentracdo da suspensao foi ajustada para 1x10% conidios.mL-! (Graca et

al. 2009).

Inoculacao

A inoculacgdo foi realizada aos 200 dias ap6s o transplantio das mudas. Dois dias
antes da inoculacdo, folhas de seis ramos do ter¢o basal de cada planta foram contadas e
marcadas (Graga et al. 2009). Imediatamente antes da inoculac¢ao, coletaram-se trés folhas
completamente expandidas de cada repeticao, totalizando 12 folhas por tratamento,
para andlise nutricional das folhas antes da infeccdo. As diferentes doses dos
macronutrientes, NPK, incorporadas ao solo refletiram os teores nas folhas expandidas
das mudas de eucalipto, a exce¢ao do tratamento testemunha (Tabela 1).

A suspensdo de in6culo foi atomizada homogeneamente nas superficies abaxial e
adaxial das folhas das plantas com o auxilio de um pulverizador costal (4 L), acoplado a um
regulador de pressdo com bico do tipo leque n? 1001. Ap6s a inoculagao, as plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro por 48 h, com nebulizacdo a cada 1 h durante 10 s das
6:00 as 18:00 h, e a cada 3 h por 10 s das 18:00 as 6:00 h. Posteriormente, as mudas foram
transferidas para casa de vegetacdo com nebulizacao a cada 2 h com duracdo de 20 s das
6:00 as 18:00 h, e a cada 3 h por 10 s das 18:00 as 6:00 h, onde permaneceram até a época
de avaliacdo. Foram anotadas diariamente as temperaturas maximas e minimas no periodo
em que as plantas permaneceram na camara de nevoeiro e posteriormente na casa de

vegetacdo até a data de avaliacao.

Avaliacoes

A area foliar lesionada (AFL) foi quantificada aos 45 dias apés a inoculagdo, por
meio da captura de imagens digitais do segundo par de folhas (completamente expandidas)
a partir da base de ramos situados na parte mediana do terc¢o basal (Graca et al. 2009). As
imagens obtidas foram analisadas no programa Quant (Vale et al. 2003), para estimar a
porcentagem de area foliar lesionada e, assim, determinar a severidade da doenca.

Aos 45 dias apds a inoculacdo, quantificou-se o ndmero de folhas remanescentes no
ramo em relacdo ao nimero de folhas existentes imediatamente antes da inoculacdo, para

em seguida, calcular a porcentagem de desfolha em cada planta.
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Analises estatisticas

Foram ajustadas equacdes de regressao para as variaveis dependentes: desfolha
(%) e area foliar lesionada (%). A desfolha (D) foi representada pela equacao linear:
D=2,56 + 0,054 N + 0,035 P - 0,042 K- 0,00032 N K + 0,00008 P K. Para a area foliar
lesionada (AFL) foi ajustada uma equacao quadratica: AFL=4,202 - 0,0075 N - 0,0316 P
+ 0,0194 K - 0,000353 Kz + 0,000474 N K. Para estimar a superficie de resposta, foi
ajustado o modelo quadratico as médias dos tratamentos (Alvarez V. 1991). Cada
componente do modelo foi testado até o nivel de 10% de probabilidade, pelo teste F. A
partir das equacdes estimadas, elaboraram-se graficos com as respectivas superficies de
resposta com doses de P fixas em 0, 100, 200 e 300 mg.dm3. As equag¢des foram
estimadas com o auxilio do programa STATISTICA versao 7.0 (StatSoft 2004) e as
superficies de respostas plotadas no programa SigmaPlot (SIGMAPLOT 1999). Os
valores de AFL e D foram submetidos a andlise de correlagdo de Pearson, utilizando o

programa SAS (The SAS Institute Inc., Version 6.01, Cary, NC, Estados Unidos).
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RESULTADOS

O coeficiente de correlacdao de Pearson (r) entre as porcentagens de desfolha e de
area foliar lesionada foi de 0,097, indicando que nao houve associacdo entre as duas
variaveis. Entretanto, a area foliar lesionada (AFL) e a desfolha (D) foram afetadas pelas
doses de N, P e K e por suas interagdes. O N e o K foram os que mais afetaram as
variaveis testadas, desta forma, valores de P foram fixados para obter a superficie de
resposta e para que a observacao dos efeitos de N e K sob a AFL e a D fossem mais
abrangentes (Figuras 1 e 2).

O tratamento T16, correspondente a testemunha, em que nao foi adicionado ao
solo nenhuma dose de NKP demostrou também as menores doses foliares desses
nutrientes, com 0,56, 0,10 e 0,44 dag/Kg de folha, respectivamente. O coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) entre as doses adicionadas no solo de N, P e K e os teores
destes nutrientes nas folhas foram de 0,81, 0,17 e 0,7, respectivamente, demonstrando
que o elemento P ndo foi expresso nas folhas. A correspondéncia entre as doses no solo
e teores dos nutrientes nas folhas também foi observada para as maiores doses de N e
K, a excecdo dos T8 e T10 para K em que foi detectado 0,52 e 0,60 dag/Kg de folha
(Tabela 1). Nas maiores doses de N e menores de K no solo, a relacao N/K na folha se
manteve alta, como observado nos tratamentos T5, T7, T10 e T13. Os tratamentos T2,
T6 e T11, com doses de K superiores as de P, adicionadas ao solo, resultaram em uma
baixa relacdao P/K nas folhas (Tabela 1).

As plantas no momento da avaliagcdo da desfolha possuiam altura média de 69,0
cm, com desvio padrao de 5,1 cm. Para a variavel desfolha foi ajustada uma equacgao
linear (D=2,56 + 0,054™ N + 0,035 P - 0,042 K - 0,00032* N K + 0,00008° P K) em
relacdo a adubacdo testada. Foi observado o efeito significativo de N, P e K, e das
interacdes entre N e K, e entre P e K. Os efeitos do N e do P seguiram a mesma
tendéncia, de modo que nos maiores teores de N ou de P obteve-se uma maior
porcentagem (%) de desfolha (Figura 1). Ja o efeito do K na reducdao da desfolha foi
negativo, assim quanto maior a dose de K, menor a desfolha. As interacdes N K e P K
foram significativas e evidenciaram o efeito importante do K tanto individualizado
quanto nas interacdes, com ambos os nutrientes, na reducdo da desfolha. A maxima
porcentagem de desfolha foi observada, para todos os teores de P, quando as doses

maximas de N e minimas de K foram relacionadas. A menor porcentagem de desfolha foi
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obtida nas doses com até 100 mg.dm-3 de P, combinado com doses altas de K, variando
de 75 a 200 mg.dm3, e baixas de N, inferiores a 100 mg.dm-3 (Figura 1).

Manchas foliares pequenas, circulares ou alongadas e de coloragdo cinza-clara
progredindo para marrom-clara sdo os sintomas da mancha-de-pteridis em plantios de
eucalipto no campo. Estas manchas foram observadas em todas as plantas a partir do
quinto dia apés as inoculagdes artificiais realizadas sob condi¢cdes controladas. A
severidade da mancha-de-pteridis, expressa pela porcentagem de area foliar lesionada,
se relacionou de forma quadratica com NPK segundo a equagdo: AFL=4,202 - 0,0075° N
- 0,0316 P + 0,0194 K - 0,000353° Kz + 0,000474" N K. O efeito significativo foi
observado para o N, K2 e na interacao NK, sendo que os demais termos acrescentados (P
e K) fazem parte do modelo matematico. O efeito do N na reducao da AFL foi negativo,
assim quanto maior a dose de N, menor a AFL observada. Entretanto, na intera¢do do N
com o K, em que maiores doses de K relacionadas com menores doses de N, foram
observados menores valores de AFL (Figura 2). O K apresentou efeito quadratico
negativo, indicando sua importancia na redu¢do da AFL por C. pteridis. Os maiores
valores de AFL foram observado em doses altas de N e K relacionadas com baixas doses
de P. Porém, os menores valores de AFL foram obtidos em doses de P superiores a 200
mg.dm-3, relacionadas a doses de K acima de 100 mg.dm-3, e doses N inferiores a 100

mg.dm-3 (Figura 2).
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DISCUSSAO

O nitrogénio (N), o fosforo (P) e o potassio (K) influenciaram a intensidade da
doenca causada por Cylindrocladium pteridis, em Eucalyptus. Como C. pteridis causa
mancha foliar e desfolha em Eucalyptus foi essencial que as folhas do material vegetal
utilizado neste estudo refletissem os tratamentos propostos para que pudéssemos
estudar os efeitos da nutricdo na intensidade desta doenca. Os teores de nutrientes nas
folhas corresponderam as doses de N e K incorporados ao solo, desta forma o solo
utilizado foi adequado e contribuiu com infimas doses dos nutrientes nao alterando as
relacdes entre os nutrientes nas folhas. Da mesma forma, o clone 6021 foi eficiente em
absorver os nutrientes adicionados ao solo. Assim as relagdes solo, planta e nutricao
foram atingidas em niveis satisfatorios para que o estudo fosse realizado. Entretanto, as
plantas apresentaram altura abaixo do esperado, provavelmente devido ao desbalanco
nutricional em decorréncia dos diferentes tratamentos e da utilizacdo de vasos
completamente fechados, o que prejudicou o desenvolvimento normal das raizes e
consequentemente afetou o crescimento das plantas. Com isso os ramos basais, bem
como as folhas ndo atingiram a maturidade para que a area foliar lesionada
correspondesse a desfolha. A correlacdo entre estas varidveis foi observada em um
estudo que se determinou as condi¢Oes ideais para a inoculacgado artificial de C. pteridis
em FEucalyptus. Plantas com altura acima de 100 cm foram definidas para que a
quantificacao da desfolha, expressa no terco basal (0-40 cm), correlacionasse fielmente
com a area foliar lesionada pelo fungo (Graca et al. 2009).

O fésforo (P), componente de biomoléculas faz parte de importantes processos
metabolicos nas plantas (Marschne 1995; Vance et al. 2003; Walters & Bingham 2007) e
pode induzir respostas de defesas a patégenos (Nemestothy and Guest, 1990; Carnegie
et al, 2001; Suddaby et al., 2008; Pilbeam et al,, 2011). Na aduba¢do é comumente
utilizado na forma de fosfato (PO4), porém este é absorvido em menor quantidade pela
planta (Abel et al. 2002; Ghorbani et al., 2008) e translocado principalmente para folhas
mais novas, o que possivelmente explica a nao correlacdo entre as doses de P
adicionadas no solo e os teores nas folhas. Neste trabalho, o efeito do P na intensidade
da mancha-de-pteridis foi contraditério, uma vez que o aumento das doses de P resultou
em aumento da D e reducao da AFL. Este efeito pode ser explicado pela baixa absorc¢ao

de PO4 que limitou o crescimento, em altura, das mudas, e dificultou a quantificagdo do
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efeito da doenca em folhas completamente expandidas. Em contraste a este resultado,
relatou-se reducao da severidade da doenca foliar causada por Mycosphaerella cryptica
em FEucalyptus globulus, em maiores doses de P, aplicado na forma de superfosfato
simples, sendo que a concentracdo deste elemento nas folhas correspondeu ao
adicionado ao solo apds 72 meses. Entretanto, neste mesmo trabalho ndo se observou os
elementos N e K expressos nas folhas, bem como nao houve efeito significativo destes na
severidade da doenca (Carnegie et al,, 2001).

Uma alternativa ao uso do fosfato é o emprego da sua forma reduzida o fosfito
(H2PO3-), mas rapidamente absorvido pelas plantas. Tem-se relatado a eficiéncia do
fosfito no controle de doencas flingicas em espécies florestais por meio de aplicagdes
foliares ou injetado no tronco (Jackson et al. 2000; Hardy et al. 2001; Wilkinson et al.
2001; Shearer et al. 2006). O fungo Phytophthora cinnamomi, tem reduzido a
biodiversidade na Australia por infectar as raizes de arvores nativas causando o seu
declinio. Um trabalho com espécies de Banksia e Eucalyptus marginata demonstrou que
o fosfito injetado no tronco destas arvores é uma opc¢ao de controle desta doenca ao
longo do tempo (Shearer et al. 2006). Outro trabalho também utilizando o patossistema
E. marginata-P. cinnamomi, com a aplicacdo foliar de fosfito, demonstrou que o modo de
acao do fosfito pode ser de forma direta ou indireta (Jackson et al. 2000). Assim em altas
concentracoes, o fosfito, atua inibindo o crescimento do patégeno (Guest & Grant, 1991;
Wilkinson et al, 2001; Jackson et al, 2000; Nojosa et al, 2009) e em baixas
concentracgoes estimula a producdo das enzimas de defesa da planta (Guest & Bompeix,
1990; Panicker & Gangadharan, 1999). Em decorréncia dos resultados benéficos do
fosfito na reducdo de doencas em espécies florestais, a acdo de fosfito em manchas
foliares de eucalipto causadas por fitopatégenos pode ser estudada visando o seu
controle, principalmente com a aplicagao foliar.

Estudos tém relatado que a adicao de potassio (K) aumenta a resisténcia de
plantas as doengas, desde que ndo se interfira na absor¢do de calcio (Ca), magnésio (Mg)
e cobre (Cu), em decorréncia da competicdo pelos sitios de absor¢ao (Marschner, 1995;
Saur et al, 2000; Pozza et al,, 2001; Silva et al. 2005; May-De-Mio et al. 2008). O K
participa de diversos processos fisioldgicos, como por exemplo, fotossintese,
turgescéncia da célula, regulacdo estomatica e sinteses de proteina e de amido nas
folhas, cujas fung¢des podem influenciar as fases de estabelecimento de uma doenca a

nivel celular (Xu & Heath, 1998; Agrios, 2005). A relacdo entre os niveis de K na planta e
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a reducdo de doencas foi relatada em eucalipto para a mancha foliar bacteriana, causada
por Xanthonomas axonopodis, que penetra e inicia sua colonizacdo pelos estomatos. A
reducdo da bacteriose foi observada com o aumento das doses de K e pela reducao da
relacio N/K, e pode, em parte, ser explicada pelo melhor controle estomatico
proporcionado pelo K e também devido a reducao dos teores de agtcares nas folhas
(Silva et al. 2005). Estes resultados corroboram com o apresentado neste trabalho, uma
vez que menor area foliar lesionada (AFL) foi observada nas baixas relagdes N/K. As
maiores doses de K reduziram a desfolha e a area foliar lesionada causada por C. pteridis.
Uma das hipéteses para explicar este efeito do K na reducao da doenga é a influéncia
desse nutriente no maior controle estomatico evitando a entrada do patégeno, uma vez
que a penetracdo de C. pteridis em eucalipto ocorre principalmente na fase abaxial das
folhas via estdbmatos (Graga et al. 2009). Além disso, os sintomas da mancha-de-pteridis
foram avaliados em folhas expandidas no terco basal das plantas e essas, por nao
possuirem um controle estomatico tdo eficiente quanto as folhas jovens, provavelmente
potencializaram o efeito do K sobre a regulacao estomatica dificultando a penetracao de
C. pteridis. Outra hipotese para explicar o efeito positivo do K na reducdo da doenga é
que com a adicdo de K as folhas apresentam menor senescéncia, isto €, possuam maior
perspectiva de vida. Um trabalho realizado em um plantio de Eucalyptus grandis,
demonstrou que com a adubac¢do potassica a expectativa média de vida das folhas
marcadas aumenta de 111 para 149 dias (Laclau et al. 2009). Acredita-se que este
resultado seja em decorréncia da diminuicdo do declinio da capacidade fotossintética da
folha com o envelhecimento e da melhoria nos mecanismos de controle estomatico,
levando a uma diminuicdo na quantidade de agua transpirada por area de folha.

Dentre os varios efeitos do N sobre a intensidade de doencas em plantas, destaca-
se que altos niveis de N podem gerar o desbalanco de outros nutrientes importantes
para defesa da planta (Anglberger & Halmschlager 2003), ou proporcionar maior fonte
de energia para o crescimento e a sobrevivéncia dos patégenos (Snoeijers et al. 2000;
Walters & Bingham 2007), ou, ainda, reduzir a producao de alguns compostos inibitdrios
da planta aos patoégenos (Blodgett et al. 2005). No presente trabalho nao se determinou
o efeito dos nutrientes sobre a planta ou o patdgeno. Desta forma, sugere-se que
trabalhos futuros sejam realizados para definir o fluxo de nutrientes do hospedeiro para
o patégeno e desta forma determinar seus efeitos na intensidade da mancha-de-pteridis

em eucalipto, como foi demonstrado no patossistema Pseudotsuga menziesii x
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Phaeocryptopus gaeumannii, com a utilizacdo de is6topos marcados de 15N (El-Hajj et al.
2004). Neste trabalho observou-se um forte sinergismo entre N e K na reducao da
doenca e alta correlacdo entre estes nutrientes adicionados ao solo e nos expressos nas
folhas. A alta relacdo N e K foi também observada em frutos de cacaueiro predispondo-
os a infeccdo por Moliniophthora (=Crinipelis) perniciosa, em duas plantacdes com
caracteristicas de solos diferentes, uma de terra roxa estruturada eutrdéfica (TR) e outra
de latossolo amarelo (LA) (Morais, 1998). Para o patossistema cafeeiro-Phoma tarda,
ndo se observou interacao significativa entre o N e o K na redu¢dao da mancha de Phoma.
Porém as diferentes doses de N e K na solucao nutritiva influenciaram a nutricao das
mudas de cafeeiro, afetando significativamente os teores de N, K, Ca, S e B na parte aérea
das mudas (Lima et al., 2010). Os efeitos dos nutrientes, bem como das interagdes
variam de acordo com o patossistema estudado, as condigdes ambientais e
principalmente das fontes utilizadas de cada nutriente (May-De-Mio et al., 2008; Pozza
etal., 2001).

Neste trabalho foi observada a influéncia de NPK na porcentagem de area foliar
lesionada (AFL) e da desfolha (D) causada por C. pteridis em E. grandis, inoculado sob
condi¢des controladas. Desta forma, em um programa de manejo que inclua a nutricao
mineral no controle da mancha-de-pteridis em eucalipto, causada por C. pteridis, é
fundamental estabelecer o equilibrio entre os nutrientes expressos nas folhas das
plantas. Assim, o manejo da adubacdo, principalmente da potassica, de forma adequada
e equilibrada em plantios clonais de eucalipto pode contribuir para a reducao da
incidéncia e da severidade da mancha-de-pteridis, minimizando as perdas em volume de

madeira devido a desfolhas consecutivas causadas por C. pteridis.
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Tabela 1. Doses dos nutrientes, nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) para cada

tratamento (matriz experimental Pan Plueba Il modificado), os teores de N,

P e K nas folhas completamente expandidas de cada tratamento no momento

da inoculacdao com Cylindrocladium pteridis (LPF59) e as relacdes entre os

nutrientes N/K e P/K presentes na folha

Solo Folha
Tratamento N P K N P K
mg.dm-3 de solo dag/kg de folha N/K  P/K

T1 55 82,5 55| 1,04 007 068 153 0,10
T2 55 825 143| 098 008 104 094 0,08
T3 55 2145 55| 092 013 064 144 0,20
T4 55 2145 143] 1,15 0,14 092 125 0,15
T5 143 82,5 55| 157 0,09 056 280 016
T6 143 825 143 1,29 0,10 108 1,19 0,09
T7 143 2145 55| 1,37 013 056, 245 0,23
T8 143 2145 143| 1,20 006 052 231 0,12
T9 0 82,5 55| 1,12 0,17 0,72, 1,56 0,24
T10 198 2145 143 151 006 060 252 0,10
T11 55 0 55| 1,20 008 076, 158 0,11
T12 143 297 143 132 014 096, 1,38 0,15
T13 55 82,5 0/, 1,15 o016 064 180 0,25
T14 143 2145 198 134 0,11 1,24| 1,08 0,09
T15 99 148,55 99| 1,29 012 096 1,34 0,13
T16 (Testemunha) 0 0 0/ 056 010 044 1,27 0,23
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste trabalho permitiram concluir que:

1. Foram detectados cinco QTLs, Rd-1, Rd-2, Rd-3, Rd-4 e Rd-5 associados a
resisténcia a mancha-de-pteridis em Eucalyptus spp., pela analise de intervalo composto;

2. Pela andlise de intervalo simples, 18 marcadores microssatélites foram
significativos na familia EU11 x EC06;

3. 0 QTL, Rd-2, localizado no grupo de ligagdo 1 (LG1), foi validado em duas
familias de irmaos completos distintas;

4. Ganhos imediatos quanto a resisténcia a mancha-de-pteridis podem ser

obtidos com a propagacdo clonal dos individuos resistentes selecionados dentro das

familias;
5. Altas doses de K reduziram significativamente a D e a AFL;
6. Foi observado sinergismo entre N K e P K, evidenciando o efeito

importante do K tanto individualizado quanto nas interagdes, com ambos os nutrientes,
na redugao da desfolha;

7. 0 manejo da adubacao, principalmente da potassica, de forma adequada e
equilibrada em plantios clonais de eucalipto é indicado para reduzir a incidéncia e a

severidade da mancha-de-pteridis.
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