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RESUMO

XAVIER. Adelica Aparecida, D.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2002. Histopatologia da interacdo Puccinia psidii e viruléncia de isolados
do patégeno em espécies de Myrtaceae. Orientador: Kiyoshi Matsuoka.
Conselheiros: Acelino Couto Alfenas e Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Clones de Eucalyptus grandis com resposta de resisténcia completa do
tipo HR, imunidade, resisténcia parcia e suscetibilidade a ferrugem foram
inoculados com o isolado Iyr,/-01 de P. psidii e avaliados sob microscopia de luz
e microscopia eletronica de transmisséo. Observou-se maior desenvolvimento de
hifas, haustérios e células-mée do haustorio (HMC) no clone suscetivel (Dyg/-1)
gue nos resistentes (Dygy-5, Dyry-3 € Dyrv-4), havendo tendéncia de reducéo do
nimero dos eventos citados com o nivel de resisténcia. Em todos os clones,
observou-se resposta celular de agregacdo de citoplasma e parede com
intensidade de brilho, sendo mais pronunciada nos clones resistentes. Sob
microscopia eletrbnica de transmissdo, esse desarranjo citoplasmatico foi
observado nos clones resistentes Dyr,-5, Dyry-3. No clone com resposta de HR,
encontraram-se haustérios totalmente encapsulados 144 horas apés a inoculacdo
(h.ai.). No materia imune Dyg,-4 ndo foram observados haustorios, e nos clones
suscetivel e com resisténcia parcia os haustérios desenvolvidos foram |lobados.

A patogenicidade de 32 isolados de Puccinia psidii, obtidos de diferentes
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hospedeiras e regides, foi avaliada em plantas da familia Myrtaceae (goiabeira
var. Paloma, jambeiro, jabuticabeira, eucalipto e pitangueira). A freqiéncia de
isolados patogénicos a eucalipto, jambeiro, jabuticabeira, goiabeira e pitangueira
foi de 100, 87, 81, 31 e 4%, respectivamente. A viruléncia de 21 desses isolados
de P. psidii foi avaliada em oito clones de eucalipto e reconheceram-se trés
respostas diferenciais dentro da interacdo, as quais foram caracterizadas como
raca 1, raca 2 e raca 3, com frequéncia de 90,5, 4,8 e 4,8%, respectivamente. As
ragas 2 e 3 foram inoculadas nos clones diferenciadores e em um clone suscetivel
a ambos (Dyrs-1) e quantificaram-se os componentes de agressividade.
Determinou-se diariamente o numero de lesdes/folha (NLF) e o nimero de lesbes
esporulando (NLE); aos 12 dias da inoculagdo, foram quantificados o nimero de
sorog/pistula (NSP), o tamanho de uredinia (TU) e a producdo de
esporos/pustula (PEP). A &rea foliar total e doente foi determinada por meio do
software QD - Quantificacdo de doencas de plantas. Estimaram-se a severidade
da doenca, a frequiéncia de infeccdo, a eficiéncia de infeccdo e a producdo de
esporos/lesdo. Pela andlise estatistica, a interacdo clone x raca foi significativa
para todas as variaveis citadas, exceto para Fl. Detectou-se diferenca estatistica
entre as ragas 2 e 3 nos clones Dyr/-3 e Dypy-1, para a producéo de
soros/pustulas e severidade da doenca. Maior tendéncia foi observada para araca
3 em todas as variaveis. O periodo infeccioso em todos os clones foi de 16 dias.
Na raca 3 observou-se um pico de producdo de esporos aos 12 dias com
aproximadamente 5 x 10° urediniosporos/lesdo/mL, que continuou constante até
o fina do periodo infeccioso, com uma média de seis a oito pustulas ainda
produzindo esporos. A raca 2 apresentou maior variagdo na producdo de esporos
e, em média, 3 x 10° urediniosporos/lesio/mL foram produzidos, com mesma
tendéncia nos dois clones avaiados. A variabilidade de P. psidii ficou
evidenciada nas inoculacdes tanto da gama de hospedeiros dentro da familia
Myrtaceae quanto nos diferentes clones de eucalipto utilizados, nos quais foi
possivel diferenciar trés racas de P. psidii. A comparagdo das duas ragas de
menor ocorréncia (ragas 2 e 3) demonstrou maior agressividade da raca 3 que a

raca 2 no clone suscetivel as duas ragas.



ABSTRACT

XAVIER, Adelica Aparecida, D.S., Universidade Federal de Vigosa, February
2002. Histopathology of interaction of Puccinia psidii and virulence of
the isolates of the pathogen on species of Myrtaceae. Advisor: Kiyoshi
Matsuoka. Committee members. Acelino Couto Alfenas and Sérgio
Herminio Brommonschenkel .

Eucalyptus grandis clones with HR type complete resistance, immunity,
partial resistance or susceptible response to rust were inoculated with ITUFV-01
isolate of P. psidii and then evaluated by the use of light and transmission
electron microscope. Development of hyphae, haustoria, haustoria mother cell
(HMC) was greater in the susceptible clone (DUFV-1) compared to in the
resistant clones (DUFV-5, DUFV-3 and DUFV-4). The number of event
occurrence showed a decreasing tendency with increasing level of resistance.
There was cytoplasm aggregation in all the clones, and the cell wall brilliance
was greater in the resistant clones. Under electron microscope this cytoplasm
disorder was observed in resistant clone (DUFV-5, DUFV 3). In clones with HR
response, totally encapsulated haustorias were found 144h after inoculation
(h.aii.). While no haustoria were observed in the immune clone DUFV-4, lobed
haustoria developed in the susceptible and partialy resistant clones. The
pathogenicity of 32 isolates of P. psidii, obtained from different hosts and



regions was evaluated on plants of Myrtaceae family (guava var. paloma, jambo,
jabuticaba, eucalyptus and pitanga). The frequency of isolates pathogenic on
eucalyptus, jambo, jabuticaba and pitanga was 100, 87, 81, 31 and 4%,
respectively. Virulence testing of 21 of these isolates on eight eucalyptus clones,
showed three different interaction responses, which were characterized as race 1,
race 2, and race 3, with the frequency of 90.5, 4.8 and 4.8% respectively. The
components of aggressiveness of race 2 and 3 were quantified by inoculating the
set differential clones and one clone (DUFV-1) susceptible to both the races.
Number of lesions per leaf (NLF) and number of sporulating lesions (NSL) was
quantified daily and the number of sori/pustule (NSP), the urediniasize (US) and
the number of spores/pustule (NSP) was quantified 12 days after inoculation. The
total and the diseased leaf area were estimated by the use of QD software -
Quantification of Plant diseases. Disease severity, infection frequency, infection
efficiency and the spore production/lesion were estimated. The interaction
between clone x race was significant for all the variables except FI. The race 2
and 3 differed on clones DUFV-3 and DUFV-1, for the number of sori/pustule
and disease severity, with greater tendency for race 3 in al the evaluated
variable. The infectious period in all the clones was of 16 days. In the race 3
there was a peak in the spore production at 12 days with approximately
5 x 10° uredinospores/lesionsmL and remained constant till the end of the
infectious period, while about 6 to 8 pustules still producing the spores. The
race 2 showed a greater variation in the spore production with an average of
3 x 10° uredinospores/lesion/mL, on both the clones. The variability of P. psidii
was evident in the inoculation of arange of the hosts in Myrtaceae family as well
as on different clones of eucalyptus, which alowed for differentiation of three
races of P. psidii. The comparison of the two less frequent races (race 2 and 3)
showed greater aggressiveness of the race 3 on the two clones susceptible to both

races.

Xi



INTRODUCAO GERAL

O eucalipto € nativo da Austrélia e tem sido a esséncia florestal exética
mais plantada no mundo. Esta espécie adaptou-se bem as condicbes
edafocliméticas, em 1985 o Brasil ja possuia aproximadamente 40% da area
plantada no mundo. O eucadipto atuamente possui uma area plantada de
3 milhdes de hectares e contribui com 21 bilhGes de doélares no PIB
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 2000).

A area plantada com eucalipto no Brasil comegou a expandir-se a partir
da década de 70; desde entdo, a ferrugem do eucalipto causada por Puccinia
psidii Winter tornou-se uma doenca importante para a cultura. Em 1973, no
Espirito Santo, mudas de Eucalyptus grandis (procedentes da Africa do Sul)
foram severamente atacadas pela ferrugem, causando perdas de mais de
400.000 mudas (FERREIRA, 1983). A prética do plantio clonal de eucalipto no
fina da década de 80 - de hibridos interespecificos de Eucalyptus grandis e
Eucalyptus urophylla (FERREIRA e SANTOS, 1997) - e as expansdes de &rea
plantadas em regides sob condigdes favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno
tornaram frequentes os relatos de epidemias severas de ferrugem, principamente
no Vae do Rio Doce, na Zona da Mata de Minas Gerais e na costa do Espirito
Santo (FERREIRA, 1983; FERREIRA, 1989). Mais recentemente observou-se



ocorréncia generalizada em areas de plantio nas trés regides do Vale do Paraiba,
no Estado de S&o Paulo (TAKAHASHI et a., 1997).

Puccinia psidii foi primeiramente descrita no Brasil em Psidium
pomiferum L por Winter em 1884 e 45 anos depois foi observada em eucalipto;
entretanto, somente em 1944 Joffily descreveu este patégeno ocorrendo em
Eucalyptus citriodora (FERREIRA, 1989; COUTINHO et a., 1998). Conhecida
também como ferrugem das mirtaceas, esse patdgeno € capaz de infectar espécies
de diversos géneros pertencentes a Myrtaceae, como Psidium, Syzygium e
Eugenia (VIEGAS, 1961), aém de Eucalyptus. Esporos obtidos em diferentes
espécies hospedeiras sdo infectivos em eucaipto (APARECIDO, 2001,
COELHO, 1988; CASTRO et a., 1983; FERREIRA, 1983). Esta caracteristica
propicia a presenca de inéculo primério, que, aliada a abundante esporulacdo e a
facilidade de dispersdo de urediniosporos pelo vento, torna esta doenca uma
ameaca para areas de cultivo de eucalipto onde condicdo de ambiente favoravel a
doenca ocorra. A ferrugem no campo tem sido bem correlacionada com as
condicdes de ambiente e fenologia dos seus hospedeiros (APARECIDO, 2001;
BLUM e DIANESE, 2001; ROCABADO, 1999; XAVIER, 1997; RUIZ et 4.,
1989). A infeccdo por P. psidii ocorre principalmente em 0rgéos tenros da planta.
Na cultura do eucalipto esta doenca é particularmente importante na fase de
mudas no viveiro, no campo do plantio até o estadio fenoldgico B (FERREIRA,
1989) e em brotagdes, apds o corte raso, bem como em jardins e minijardins
clonais.

O controle da ferrugem do eucalipto no campo pode ser realizado por
meio de aplicagdes de fungicidas, plantios de materiais com rgpido crescimento
ou utilizacdo de materiais com resisténcia genética (ALFENAS et al., 1993;
FERREIRA, 1989). A selecdo de clones resistentes a ferrugem tem sido a medida
de controle mais utilizada para esta doenca, sendo uma pratica comum nas
empresas florestais. Dentre as resistentes destacam-se as espécies de E. pellita,
E. microcorys, E. urophylla, E. camaldulenses, E. pilulares, E. saligna,

E. citriodora, E. tereticornis, E. maculata, E. paniculata, E. robusta, E.



propinqua, E. torelliana e algumas procedéncias de E. grandis (FERREIRA,
1989).

Diante da ampla gama de hospedeiros deste patdgeno e da constante
utilizacdo de clones resistentes, € possivel que populagdes mais adaptadas ao
eucalipto tenham sido selecionadas e que ocorra ata variabilidade tanto em
patogenicidade quanto em agressividade dentro da populacéo de P. psidii em
eucalipto. A respeito dos resultados dos estudos de inoculacdes cruzadas
(CASTRO 1983; COELHO, 1988; FERREIRA, 1983; APARECIDO, 2001),
pouco se sabe sobre o comportamento de diferentes isolados em diferentes
gendtipos de eucalipto. A variabilidade de um determinado patdégeno pode ser
avaliada por inoculagdes de diferentes isolados do fungo em materiais genéticos
diferentes de um hospedeiro particular; em eucalipto, além dos trabalhos de
inoculagdes cruzadas, apenas o trabalho de CASTRO et al. (1985) estudou a
agressividade de cinco isolados em seis diferentes clones de eucalipto.

Apesar de aresisténciaa P. psidii ser considerada uma caracteristica para
selecdo no melhoramento genético, pouco se sabe da genética da interacdo
Eucalyptus spp.x P. psidii. Recentemente, foi demonstrada a existéncia de um
gene de efeito principal, associado a genes de efeitos secundarios, no clone G-21
de E. grandis (JUNGHANS, 2000). Entretanto, os mecanismos envolvidos na
resisténcia sdo pouco estudados. Além do trabalho de XAVIER et a. (2001a),
ndo ha dados caracterizando a patogénese deste fungo em eucalipto. Nesse
trabalho, os autores observaram que para os clones avaliados a resisténcia se da
apos a formagdo do haustorio. Essas informacfes sdo importantes para subsidiar
Investigagdes citoquimicas e imunocitogquimicas necessarias ao entendimento dos
mecanismos de resisténcia e de expressdo de genes envolvidos na resisténcia e
podem auxiliar na compreensdo da durabilidade desta.

A compreensdo de aspectos envolvidos na resisténcia genética do
hospedeiro a P. psidii, bem como a variabilidade genética na populacdo do
patogeno, € importante para auxiliar na selecdo de materiais resistentes no
programa de melhoramento genético do eucalipto e no mangjo da doenca no

campo. Diante do exposto, elaboraram-se as seguintes hipoteses de trabal ho:



1- A patogénese de P. psidii em clones com reagOes de resisténcia do tipo
“flecks’, hipersensibilidade, imunidade e resisténcia parcial é diferenciada
morfol 0gica e temporal mente.

2- Ocorre variabilidade quanto a viruléncia de isolados de P. psidii a
diferentes gendtipos de E. grandis e a diferentes Myrtaceae.

3- Ha diferenca de agressividade das ragas 2 e 3 de P. psidii em clone de
E. grandis suscetivel asragas.



CAPITULO 1

HISTOLOGIA DE Puccinia psidii EM Eucalyptus grandis
COM DIFERENTESNIVEISDE RESISTENCIA

1. INTRODUCAO

A ferrugem das mirtaceas, causada por Puccinia psidii Winter, € uma das
doengas mais importantes para a cultura do eucalipto no Brasil (FERREIRA,
1989; ALFENAS et a., 1989) e tem sido considerada uma ameaca para paises
onde se cultiva eucalipto (Eucalyptus spp.), como Australia, onde esta planta é
nativa e a doenca ndo ocorre (COUTINHO et al., 1998). Dentre os métodos de
controle, a resisténcia constitui a medida mais utilizada, porém pouco se sabe
sobre 0s mecanismos estruturais e citol 6gicos que operam na sua manifestacéo.
Em estudos sobre a heranca da resisténcia, verificaram-se materiais com resposta
de resisténcia do tipo hipersensibilidade ou imunidade a resisténcia governada
por um gene de efeito principa (JUNGHANS, 2000). A caracterizacéo
histologica do desenvolvimento do patdogeno em clones com diferentes nivels de
resisténcia, como ocorre em outras interacfes, é de extrema importancia para o

entendimento dos possiveis mecanismos de resisténcia envolvidos. A resisténcia



de plantas hospedeiras a ferrugens pode ser pré ou pos-haustorial (HEATH,
1981; NIKS, 1983; NIKS e DEKENS, 1991; HOOGKAMP et al., 1998). Pela
guantificagdo dos componentes histol6gicos de pos-penetracdo em Melampsora
lini ((Ehrenb.) Lév.), podem-se observar diferengas no desenvolvimento fungico
em materiais com diferentes niveis de resisténcia (KOWALSKA e NIKS, 1999).
Em P. psidii o processo de pré-penetracéo foi caracterizado em jambeiro
(Eugenia jambos L) (HUNT, 1968); em eucalipto o processo de infecgdo foi
descrito em clone suscetivel e resistente de eucalipto (XAVIER et a., 2001a),
bem como em folhas jovens e velhas de clone suscetivel (XAVIER, 1997). Este
patogeno penetra entre as paredes anticlinais das células da epiderme (XAVIER
et a., 2001a; HUNT, 1968), ao contrario da maioria das ferrugens, em que a
penetracdo ocorre via estbmato. No mesdéfilo, o fungo desenvolve uma vesicula
intra-epidermal e, a partir desta, surgem hifas de infeccdo primarias e secundarias
(XAVIER, 1997; HEATH, 1997). Apos o desenvolvimento de hifas primérias e
secundarias, forma-se a célulamée do haustorio (CMH), a qual, em contato com
a superficie da célula hospedeira, forma uma hifa que penetra na parede e
invagina a plasmalema da célula hospedeira sem rompé-la, chamada de pescoco
haustorial. O corpo haustorial desenvolve-se na extremidade distal do pescoco
haustorial e assume formas variadas, dependendo da espécie de ferrugem, e
possui funcdo béasica de nutricdo (BUSHNELL, 1972). O haustério € envolvido
pela membrana citoplasmatica da célula hospedeira e uma matriz extra-haustorial
e fomada na sua extremidade. Esse padrédo de desenvolvimento é observado na
maioria das ferrugens de clima temperado, porém em ferrugens de climatropical,
em particular, o desenvolvimento ultra-estrutural de P. psidii ndo € conhecido.
Informagbes dessa natureza poderdo subsidiar estudos bioguimicos e moleculares
necessarios para entender 0s mecanismos envolvidos na resisténcia. Assim, este
trabalho teve como objetivos estudar o desenvolvimento de P. psidii em clones
de E. grandis com diferentes graus de resisténcia e caracterizar ab microscopio

de luz e transmissdo as estruturas de infecgao.



2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados clones de E. grandis suscetivel (Dyr/-1) e resistente
(Duryv-5, Dypy-3 € Dyry-4) e o isolado (Iypy-1) de P. psidii mantidos no banco
clonal e na micoteca do laboratorio de Patologia Florestal do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo e adubadas a cada 15 dias com 20 g.L™ de fertilizante
contendo N, P, K e micronutrientes. Mensalmente as plantas eram podadas, para
induzir novas brotacoes.

Isolado Iyry-1, monopustular de P. psidii, obtido de E. grandis-
Itapetininga-SP foi multiplicado em folhas jovens de jambeiro e utilizado no
preparo da suspensdo aos 12 dias apos a inoculagdo, conforme descrito por RUIZ
et a. (1989).

2.1. Microscopia de luz

Folhas novas (primeira folha semi-expandida do galho apical) de plantas
de eucalipto suscetiveis (Dyr/-1) e resistente (Dyry-4, Dypv-3 € Dyry-5), com
resposta a P. psidii caracterizada na Tabela 1, foram inoculadas por atomizagéo
de uma suspensdo concentrada a 10° urediniosporos/mL, para facilitar a andlise

do material sob microscopio.



As plantas inoculadas foram mantidas em camara de nevoeiro, sob
escuro nas primeiras 24 horas (RUIZ et a., 1989) e posteriormente sob
fotoperiodo de 12 horas e 36 mmol m?s. Apés 48 e 96 horas, coletaram-se
fragmentos retangulares de aproximadamente 1 x 0,5 cm das folhas inocul adas,
gue foram submetidos ao clareamento em clora hidratado (5:2 v/v) durante cinco
dias em ambiente de laboratorio (LONGO et a., 1994). Os fragmentos clareados
foram montados em laminas contendo lactofenol e avaliados em microscopio de
luz, utilizando-se a técnica de contraste de interferéncia diferencial de Normarski
(BENCHIMOL, 1996). Avaliaram-se a presenca e a forma de vesicula, o nimero
de ramificagéo de hifas e o numero de células-mée do haustério (CMH) e de
haustorios. As células do fungo em associacdo com células hospedeiras e com
septo bem delimitado, porém sem formacdo de haustérios, foram quantificadas
como células-mée-do-haustorio (CMH). Quantificaram-se os sitios de infeccéo
associados a células hospedeiras com agregacéo de citoplasma e parede celular
com maior refracdo. Essas manifestacbes foram consideradas alteractes em
resposta a presenca do patdgeno (Célula Alterada em Resposta a Presenca do
Patdégeno - CARPP).

Tabela 1 - Reacdo de clones de Eucalyptus grandis a Puccinia psidii de acordo
com aescala de notas de JUNGHANS et al. (2000)

Grau de severidade na escala Clone Reacéo
S0: Imunidade ou reacdo de hipersensibilidade (HR) ou “fleck”. Durv-3 R-HR
Durv-4 R-

S1: Pastulas puntiformes, menores que 0,8 mm de didmetro, com Dygp-5 R-S1
uma ou duas uredinias.

S2: PuUstulas medianas, variando de 0,8 a 1,6 mm de didmetro, ----- S
com aproximadamente 12 uredinias.

S3: Pastulas grandes, maiores que 1,6 mm de didmetro, com Dyg-1  S-S3
aproximadamente 20 uredinias, podendo ocorrer em
peciol os e hastes.

R-HR = hipersensibilidade; R-I = imunidade; R-S1 = resisténcia do tipo Si;
S-S3 = suscetibilidade com resposta tipo S3.
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Os tratamentos foram constituidos da combinac&o genotipo x periodo de
coleta com trés repeticbes, e uma planta/repeticdo. Avaiaram-se 20 sitios de
infeccdo/repeticao, totalizando 60 sitios/tratamento. Calcularam-se a média e os
desvios-padrdes dos eventos avaliados. O ensaio foi repetido, mas na primeira

vez realizou-se apenas avaliacdo qualitativa.

2.2. Microscopia de luz e eletr 6nica de transmissao

Plantas dos genétipos Dygpy-1, Dypy-5, Duyry-3 € Dyps-4 foram
inoculadas (RUIZ et al., 1989). Fragmentos de 2 mm foram coletados 48, 96 e
144 horas ap06s a inoculacdo (h.a.i.) em glutaraldeido 2,5%, em tampado de
cacodilato de sodio 0,05 M, pH 6,9. Estes fragmentos foram fixados em
glutaraldeido 2,5% por 12 horas temperatura de 4°C. Em seguida, foram lavados
em tampdo de cacodilato 0,05 M, pH 6,9, durante uma hora e pos-fixados em
tetroxido de 6smio 1% em cacodilato, por quatro horas em geladeira (4°C). Os
fragmentos foram lavados novamente no mesmo tampdo, durante uma hora,
desidratados em série acodlica, infiltrados em resina Epoxi Spurr e
polimerizados a 70°C. Os blocos foram submetidos a cortes de aproximadamente
0,5-1 mm de espessura com navalha de vidro, corados com azul-de-toluidina e
observados ao microscopio de luz. Os cortes ultrafinos (90 nm) foram obtidos em
ultramicrotomo, com navalha de diamante, e contrastados em acetato de uranila e
citrato de chumbo. Em seguida, os cortes foram avaliados em microscopio
eletrénico de transmisséo e voltagem de aceleracdo de 80 KV (MATSUOKA e
VANETTI, 1993).



3. RESULTADOS

Pontuagdes diminutas no limbo foliar foram observadas 48 h.ai. nos
clones resistentes Dyr/-3 (R-HR); essas reacBes evoluiram e, a 96 h.ai. os
“flecks’” visivels foram caracterizados por lesdes com descoloragdo de limbo e
halo amarelado. Decorridas 144 h.ai. estas lesdes tornaram-se necréticas. Os
clones Dyry-1 (SS3) e Dypv-5 (R-S1) apresentaram pontuagOes diminutas e
levemente salientes no limbo foliar a 48 h.a.i. Com a evolucéo da infeccéo a 96
h.ai. observou-se uma expansdo na lesdo, e a 144 h.ai o clone Dyp/-1
apresentava esporulac&o no limbo. No clone imune Dyg/-4 (R-I) nenhuma reagéo
foi observada no limbo foliar.

Acima de 70% dos sitios de infeccdo avaliados, em todos os clones,
formaram vesicula 48 h.ai. (Figuras 1 e 2). Esse percentual foi relativamente
menor para 0 clone imune (Dyr-4), qQue a 96 h.ai. apresentava
aproximadamente metade do nimero de vesiculas observado em relacdo aos
demais clones (Figura 1). As vesiculas geralmente se desenvolviam
imediatamente abaixo das células epidérmicas e eram predominantemente
circulares e raramente alongadas. A partir das vesiculas surgiam as hifas de
infeccdo, e imediatamente ap0s a formacdo da vesicula observou-se o

desenvolvimento de um haustério na célula adjacente a vesicula. Nos clones
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Durv-1, Dyrv-5 € Dypy-3 ndo se observaram estruturas de pré-infeccéo e inicio
de colonizagéo.

O desenvolvimento da colonia, estimado pelo numero de ramificagcdo de
hifas, foi similar nos clones Dyp/-1, Dypy-5 € Dygr/-3, com média de duas
ramificagbes/sitio em aproximadamente 60% dos sitios avaliados 48 h.ai. A
96 h.a.i. esse nimero foi 40% superior no clone suscetivel (Dyry-1) em relagéo
aos clones Dypy-5 e Dypy-3. O numero médio de hifas no clone suscetivel foi de
14 hifad/sitio de infecgdo e aproximadamente 7 e 4 hifas/sitio nos clones
resistentes Dyr/-5 € Dypy-3, respectivamente. No clone imune (Dygy-4), 0
numero de ramificagdes por sitio de infecgdo foi muito reduzido, sendo a
avaliagdo dificultada pela alta incidéncia do nimero de céulas alteradas em
resposta a presenca do patégeno (CARPP) nos sitios avaliados.

Em aproximadamente 50% dos sitios de infecgdo dos clones resistentes
com resisténcia parcial (Dyry/-5) e com resposta HR (Dyg/-3), pelo menos um
haustorio se estabeleceu a 48 h.a.i., ao passo que no clone Dyp/-1 (S-S3) apenas
35% dos sitios possuiam haustérios, e no clone imune (Dyr/-4) 0 percentual
ficou em torno de 14 %. Os clones suscetivels (Dyr/-1) € com resisténcia parcial
(Dyryv-5) aP. psidii apresentaram 87 e 64% de sitios de infecgdo com haustorios,
respectivamente (Figura 1). A 96 h.a.i., registraram-se aproximadamente quatro,
sete e treze haustoriog/sitio de infeccdo nos clones Dyry-3, Dypy-5 € Dypy-1
respectivamente (Tabela 2). Ndo foi possivel quantificar o nimero de
haustorios/sitio em Dygpy-4 em funcéo da morte das células.

Tanto nos clones resistentes quanto no suscetivel observou-se um
adensamento de citoplasma nas células associadas ao desenvolvimento micelial
do patégeno. Aproximadamente 15% dos sitios de infeccdo do clone suscetivel
(Duryv-1) apresentaram esse adensamento de citoplasma. Em torno de 28% de
células com essa reagdo foram observadas no clone Dyg/-5 (R-S1), e nos clones
com resposta de HR necrético (Dyg/-3) e imunidade (Dyry-4) observaram-se 50
e 81%, respectivamente, evoluindo nestes para 90 e 100% a 96 horas da

Inocul agéo.
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Tabela 2 - Numero médio de vesiculas, célulasmée do haustorio (CMH),
haustorios e ramificagdo de hifag/sitio de infeccdo de Puccinia
psidii nos clones Dygy-1, Dyry-3 , Dyrv-4 € Dyry-5 de E. grandis

48 e 96 horas apos a inoculacéo

Evento/tempo Clones com reaco de resisténcia diferenciada
Durv-1 Durv-5 Durv-3 Durv-4

Vesicula

48 h.ai. 1,00£0,00 1,00£0,00 0,97+ 0,04 1,00%0,00

96 h.a.i. 1,00£0,00 1,00£0,00 1,00+0,00 0,30%+0,00
C.M.H.

48 h.ai. 1,25+0,17 1,70£0,27 1,27+018 042 +0,56

96 h.a.i. 6,93+0,74 457+104 186+124 0,00 £0,00
Haustorio

48 h.ai. 1,76+0,02 157+044 104+0,05 0,89 +0,59

96 h.a.i. 13,74+231 6,80+223 370+246 0,00 £0,00
N® de hifas

48 h.ai. 264+009 237048 229+047 0,67+0,89

96 h.a.i. 1421+189 657+266 411+274 0,00 £0,00
CARPP

48 h.ai. 9,72+128 1040+226 13,13 £+3,24 >30Céulas

96 h.a.i. 19,18+544 281+080 383+518 >230Cédulas

‘Durv-1 — suscetivel; Dypy-5 — resisténcia parcial; Dypy-4 — imunidade e
Durv-3 — hipersensibilidade.

Na avaliacéo de microscopia eletronica de transmissdo, o fungo néo foi
observado associado a célula hospedeira do clone Dygy-4 (R-1), provavel mente
em razdo das limitagOes da técnica de clareamento usada e do reduzido
desenvolvimento do patégeno nesse genétipo. Entretanto, nos demais clones,

foram constatadas alteractes de células do fungo e da planta (Figura 3C e D) nos
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cortes semifinos e ultrafinos obtidos. Essas alteragbes constituem estruturas de
infeccdo de P. psidii ainda ndo relatadas para essa espécie.

Glébulos lipidicos foram observados em hifas intercelulares e na célula-
mée do haustorio (HMC). Esta célulafoi caracterizada pela presenca de um septo
separando-a da hifa intercelular. Septos de hifas de infeccdo de P. psidii séo
perfurados e caracterizados pela presenca de um poro centra com um
prolongamento da membrana citoplasmética em cada lado do poro (Figura 3B).

Nos sitios contendo CMH observou-se uma camada eletrodensa
(Figura 4B) na superficie de contato com a célula hospedeira responsavel pela
ades&o desta célula fungica com o ponto de penetracdo do haustorio. Uma hifa de
infeccdo mais afilada origina-se da célula-mée do haustorio e atravessa a parede
da célula hospedeira sem penetrar na plasmalema. Esta hifa dilata-se, formando o
pescoco haustorial (Figura 6A). Na parte distal do pescoco, observou-se a banda
do pescoco (Figura 6A), caracterizada por uma regido de coloracdo mais densa.
Associados a0 pescoco, corpos eletrodensos foram encontrados (Figura 4A), os
guais sdo transferidos para 0 haustorio. Dois nucleos foram observados na célula
mée do haustério (Figura 5B), porém estes ndo foram visualizados no haustorio.

Os haustorios inicialmente sdo globosos e, aos 6 d.ai., lobados e
ramificados (Figura 5A). Intracelularmente, a hifa ramificase e associa-se
intimamente com a plasmalema do hospedeiro. Na interface entre o citoplasma
do hospedeiro e o haustério forma-se uma regido delgada de baixa densidade
eletronica, denominada matriz extra-haustorial (Figura 6B). No clone Dyg/-3
resistente (R-HR) observou-se desorganizacdo celular no ponto de penetracéo
(Figura 7A) e, posteriormente, o encapsulamento do haustorio com material
amorfo e eletrodenso (Figura 7B) e a desagregagéo do contelido citoplasmatico

da célula hospedeira.
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Figura 1 - Percentagem de sitios de infecgdo com formag&o de vesiculas, células-
mée do haustério (HMC), haustorios, ramificagdo de hifas e células
alteradas em resposta a presenca do patogeno (CARPP) a 48 e
96 h.ai., em quatro clones de E. grandis com diferentes graus de
resisténcia a Puccinia psidii. (Dypy-3, Dury-4 € Dyp/-5 — clones
resistentes; e Dyr/-1 — clone suscetivel).
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Figura 2 - Desenvolvimento de estruturas de infeccdo de Puccinia psidii em
clone suscetivel de Eucalyptus grandis sob microscopia de luz.
Formacdo de micélio ramificado, vesicula (V), célulamée do
haustorio (HMC) e haustorio lobado (H).
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Figura 3 - Hifas intercelulares (HI) no clone Dyg/-5 parcidmente resistente a
144 h.ai. (A). Poro septa de hifa intercelular de Puccinia psidii em
Eucalyptus grandis (A). Hifas intercelulares no clone Dygp/-3
apresentando resposta de resisténcia do tipo HR com hifas totalmente
degeneradas (HD) (C) e células alteradas em resposta a presenca do
patogeno (CARPP) (D). (A x 10.320; B e C x 963; D x 3370,5).
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Figura4 - Célula-mée do haustorio e haustério de Puccinia psidii em Eucalyptus
grandis. Haustério em clone suscetivel (H) (Dyry-1) com presenca de
material amorfo no ponto de contato com a célula hospedeira (A)
(x 75.600). Deposicdo de material eletrodenso entre célulamée do
haustorio (HMC) com a célula hospedeira (B) (x 36.000).
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Figura 5 - Haustério tipicamente ramificado de Puccinia psidii em Eucalyptus
grandis. Haustério formado em células hospedeiras do clone
parcialmente resistente (Dyr/-5) (A) quando comparado ao clone
suscetivel (Dyry-1) (B). HMC — célulamd@ do haustorio;
H — haustorio; N — nicleo. (x 4.882,5).
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Figura 6 - Regido do pescoco haustoria de Puccinia psidii em Eucalyptus
grandis com formagdo de regido eletrodensa na parte distal
denominada banda do pescoco haustorial (A) (x 14.385). Detalhe da
matriz extra-haustorial (M) (B) (x 21.000). HMC — célulamée do
haustério; H — haustério, BH — banda do pescogco haustorial;
ME — matriz extra-haustorial.

Figura 7 - Haustério em formacdo de Puccinia psidii no clone Dyg/-3 de
Eucalyptus grandis com resposta de resisténcia do tipo HR
(x 14.595) (A), com presenca de material eletrodenso no tecido
fangico impedindo desenvolvimento normal do haustério (x14.595)
(B). Haustério degenerado encapsulado com papila (x 14.385) (C).
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4. DISCUSSAO

A analise histolégica em clones com diferentes niveis de resisténcia a
P. psidii mostrou a reducéo do desenvolvimento do patégeno em diferentes fases
do processo de infeccdo. Apos a penetracéo, o fungo formou uma vesicula e
iniciou a expansdo de hifas de colonizagdo. Estas hifas, em contato com células
hospedeiras, diferenciavam-se, formando na sua extremidade a célula-mé&e do
haustorio (CMH), a qual € separada da hifa por um septo. A CMH apresentou-se
firmemente aderida a parede da célula hospedeira, como ocorre comumente em
outras ferrugens (MATSUOKA e VANETTI, 1993; HEATH, 1997). No entanto,
em nenhum dos cortes foi observado espessamento da parede interna da célula
mée do haustério no ponto de contato com a célula hospedeira. Em outras
ferrugens esse espessamento € comumente encontrado; a partir do centro deste
espessamento € que normamente se forma uma hifa de penetragdo. Este
espessamento é tipico da fase dicaridtica de ferrugens, estando fregiientemente
ausente na fase monocariotica (HARDER e CHONG, 1991; CLASSEN et 4.,
2001; GRAY et d., 1982). Acredita-se que sua funcéo esteja ligada a penetracéo
na célula hospedeira (HARDER e CHONG, 1991). Apos a formagéo da hifa de
infeccdo na célula hospedeira com formag&o do haustorio, na maioria dos casos
lobados (RAJENDREN, 1972). A resisténcia foi associada a um menor
estabelecimento de haustorios no tecido do hospedeiro, como previamente
relatado em vérios patossistemas (NIKS, 1983; NIKS e DEKENS, 1991;
ORTELLI et a., 1996; NIKS e KUIPER, 1983).
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A principal manifestacdo de incompatibilidade foi a agregacéo
citoplasmética, bem como intensidade de brilho nas células afetadas e parede
celular mais espessada nas céulas circunvizinhas a infeccdo pelo patogeno.
Neste trabalho, optou-se por denominar tais células como células alteradas em
resposta a presenca do patégeno (CARPP), as quais ocorreram tanto no clone
suscetivel quanto nos resistentes, porém numa freqiiéncia muito maior nos clones
resistentes com reagdo de hipersensibilidade e imunidade. Associada a essa
manifestacdo histologica houve restricdo do desenvolvimento fungico, pela
reducéo de todos os componentes avaliados (clone imune). Neste clone, a reacéo
estabelecida pelas células impossibilitou a quantificagdo dos componentes a
96 h.ai. Além disso, o nimero de CMH quantificado neste clone pode ser estar
subestimado, uma vez que a visualizacdo do septo que separa a célulaamae do
haustorio e a hifaintercelular foi dificultada. Além disso, os haustorios formados
foram diminutos e as células hospedeiras apresentavam-se com brilho maior, a
parede celular exibiu espessamento posteriormente, entraram em colapso. Essa
reacdo € caracteristica de resposta hipersensivel que resulta da interacdo gene-a-
gene (FLOR, 1955). Com o desenvolvimento do haustorio, o fungo associa-se a
célula do hospedeiro, e essa adaptacéo confere ao fungo habilidade para nutrir-se
da célula hospedeira sem danifica-la. Acredita-se que a resposta de resisténcia
pos-haustorial dos clones resistentes (R-H e R-1), observada neste trabalho, sgja
em funcdo do reconhecimento do produto génico do fungo que se expressa
durante esta fase, ativando genes no hospedeiro envolvidos na resisténcia, o que
resulta na inibicdo do desenvolvimento do patogeno (KOBAYASHI, 1995;
AGRIOS, 1997). A intensidade e o0 tempo de desenvolvimento desta resposta tém
sido associados ao grau de resisténcia apresentado pela planta (LITTLEFIELD e
ARONSON, 1969). Anadisando esses dois aspectos da resposta de
hipersensibilidade e comparando-os com o0s componentes histologicos e
macroscopicos apresentados pelos clones Dyry-3 € Dyry-4, evidenciaram-se dois
diferentes padrbes da expressdo de resisténcia pos-haustorial. No clone com
resisténcia do tipo imunidade (Dyry-4) a resposta de resisténcia € desencadeada

antes do processo de estabelecimento de hifas de colonizac&o, e no clone com
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resisténcia do tipo HR observou-se o estabelecimento de maior percentual de
sitios com hifas e haustérios, bem como maior média desses eventos/sitio. A
paralisagdo do crescimento fungico apds formacdo de um a trés haustorios,
observada neste trabalho, mostra uma diferenca tempora na resposta de
resisténcia durante o processo de patogénese, evidenciando diferencas na
expressdo da resisténcia. Esse tipo de reacdo foi observado 24 horas apoOs a
inoculacdo de urediniosporos de P. pisidii em gendtipo resistente de E. grandis g,
macroscopicamente, foi constatado como HR 48 horas apds a inoculagdo
(XAVIER et a., 2001). Resultados semelhantes foram obtidos por ORTELLI et
a. (1996) no patossistema Puccinia recondita Roberge ex Desmaz-trigo, cujos
cultivares utilizados possuiam o gene L9 de resisténcia.

O clone Dyry-5 com resisténcia parcial mostrou reducéo de pelo menos
metade do nimero médio dos componentes histol 6gicos apresentados no clone
suscetivel. Essa reducdo pode explicar o estabelecimento de pustulas menores e
menor esporulacdo, de acordo com a caracterizacdo de severidade na escala de
JUNGHANS et al. (2000). Resultados semelhantes foram obtidos por JACOBS
et a. (2000), demonstrando que a resisténcia parcia de trigo a P. recondita
Roberge ex Desmz. f.sp. tritici E. Henn.) de cevada a Puccinia hordei Otth., e em
Melampsora lini  (Ehrenb.)) Lév. em linho esta associada ao baixo
desenvolvimento de haustorio e a reducéo de crescimento do patdgeno (LEE e
SHANER, 1984; NIKS, 1986; KOWALSKA e NIKS, 1999).

Hipersensibilidade tem sido a resposta mais comumente observada em
interacbes incompativeis envolvendo ferrugens (LITTLEFIELD e HEATH,
1979; HEATH, 1997; HEATH, 1981). Todavia, associadas a essa resposta
existem algumas formacgoes estruturais em nivel celular que podem ser formadas
de modo a prevenir a formacdo de haustério (BUSHNELL, 1972), como papilas,
halos, agregacOes citoplasméticas, deposito de silica e de materiais fibrilar na
matriz extracelular, calose, materiais fendlicos na parede celular da planta e
lignina (AIST, 1976; BUSHNELL, 1972). Ultra-estruturamente, observou-se a
deposicdo de material eletrodenso no ponto de penetracdo da célula hospedeira

do clone com resposta de HR-necrotico, o que confirma as observagOes
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microscopicas e posteriormente o encapsulamento de haustério, tornando-o néo-
funcional. A velocidade de formagdo da papilafoi considerada por MATSUOKA
e VANETTI (1993) um fator importante na determinacdo da resisténcia. Os
autores observaram que a papila era formada antes ou durante a fase de
penetracdo, impedindo a formacdo do corpo haustorial; quando este se
desenvolvia, era encapsulado e a célula hospedeira era degenerada. No entanto,
essas respostas podem variar consideravelmente, dependendo do nivel de
resisténcia do hospedeiro. Em feijdo infectado por Uromyces phaseoli var.
vignae ocorre a formacdo de papila tanto em hospedeiro resistente quanto em
planta ndo-hospedeiras, e em plantas suscetiveis nunca formam papila apos a
penetracdo e colonizagdo do patogeno (EHRLICH e EHRLICH, 1971).

A quantificacBo dos componentes histolégicos foi exclusivamente
baseada nas avaliagOes de clareamento, em razédo do maior nimero de sitio de
infeccdo/area que a técnica permite avaliar. Comparativamente, a area utilizada
para obtencéo dos cortes histologicos € relativamente menor, e a obtencéo de
cortes, extremamente dificil. Entretanto, as duas técnicas forneceram
informagbes que se complementaram, confirmando a hipotese de que em
materiais com resposta de resisténcia imune a expressdo da resisténcia ocorre
numa fase inicial da patogénese e, nos materiais com respostas de resisténcia do
tipo HR-necrdtico e parcial, o desencadeamento da resisténcia ocorre numa fase
mai s adiantada da patogénese. Nos trés clones resistentes avaliados, a resposta de
resisténcia foi tipicamente pos-haustorial, porém a resisténcia foi expressa em

diferentes periodos do desenvolvimento do processo de infecgao.
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CAPITULO 2

VARIABILIDADE FISIOLOGICA DE ISOLADOS DE Puccinia psidii
EM CLONES DE Eucalyptus grandis E ESPECIES DA
FAMILIA MYRTACEAE

1. INTRODUCAO

A ferrugem do eucalipto, também conhecida como ferrugem das
mirtaceas, € causada pelo fungo Puccinia psidii Winter. Além do eucalipto, esse
fungo infecta a maioria das espécies de plantas da familia Myrtaceae, como
goiabeira, jambeiro, jabuticabeira, pitangueira e jameldozeiro, entre outras
(ALFENAS, 1989; VIEGAS, 1961). A doenca foi descrita pela primeira vez no
Brasil por Winter em Psidium pomiferum L (COUTINHO et al., 1998). A
primeira descricdo do fungo em eucalipto foi feita por Joffily (1944) em mudas
de Eucalyptus citriodora no Estado do Rio de Janeiro (FERREIRA, 1989). Na
Austrdlia, centro de origem do eucalipto, e em outros paises que cultivam o
eucalipto, onde néo ocorre a ferrugem, P. psidii tem sido considerada uma
ameaca paraacultura (COUTINHO et a., 1998).
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No Brasil, com a expanséo da area plantada na década de 70 e com a
utilizacdo de jardins clonais para producdo de mudas (ALFENAS et al., 1989) a
partir dos anos 80, a ferrugem tornou-se uma das doencas de maior importancia
para a cultura do eucalipto. No campo, 0 controle da doenca tem sido feito
mediante 0 uso de materiais resistentes. Todavia, pouco se sabe sobre 0s
mecanismos geneticos e citoldgicos da resisténcia no patossistema P. psidii-
Eucalyptus. Recentemente, estudos sobre a genética da resisténcia de eucalipto a
P. psidii demonstraram que a resisténcia do clone G-21 de E. grandis segue o
modelo de heranca mendeliana, sendo determinada por gene de efeito principal
Ppr1 (JUNGHANS, 2000).

A pressio de selecdo pela utilizagdo de clones com resisténcia
monogénica em grandes povoamentos pode favorecer o surgimento de racas
fisiologicas. No campo, sob condicbes favoraveis ainfecgdo alguns clones tem se
comportado como resistente em uma regido e suscetivel em outra. Além disso,
clones gque apresentam reacdo de resisténcia, sob condic¢des controladas, tém se
comportado como suscetiveis no campo (A. Alfenas, informacéo pessoal), o que
sugere a existéncia de variabilidade quanto avirulénciaem P. psidii.

Estudos de variabilidade de P. psidii realizados por diversos autores, por
meio de inoculagdes cruzadas, entre espécies de Myrtaceae tém mostrado que 0s
isolados oriundos de diversas plantas hospedeiras séo virulentos a eucalipto e
jambeiro. No entanto, ha alguns relatos de reacdo incompativel em jambeiro
(CASTRO et a., 1983; FERREIRA, 1983). Os isolados oriundos de eucalipto e
jambeiro tém mostrado comportamento varidvel em goiabeira, e todos os
isolados de goiabeira tém sido virulentos a0 hospedeiro de origem (CASTRO,
1983; COELHO, 1988; FERREIRA, 1983; APARECIDO, 2001). Considerando
que P. psidii € um patdgeno biotrofico de ampla distribuicéo geografica, capaz de
infectar diferentes espécies de Myrtaceae, € possivel que genes de viruléncia a
hospedeiros especificos tenham sido selecionados dentro da populacdo do fungo.
Apenas um estudo foi realizado por CASTRO et a. (1985) para avadiar a
viruléncia de isolados de P. psidii em seis clones de E. grandis. Os autores

evidenciaram diferencas na quantidade de doengca, sem constatar respostas
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diferenciais que surgerissem a existéncia de ragas fisiologicas. Esses trabalhos
subsidiam a hip6tese de existéncia de especiaizacdo fisiologica em P. psidii.

O conhecimento de variabilidade fisiologica e estabilidade genética na
populacdo de P. psidii € fundamenta para embasar o0s programas de
melhoramento do eucalipto e avaliar a estabilidade da resisténcia. Assim, neste
trabalho objetivou-se avaliar a viruléncia de isolados de P. psidii obtidos de
diferentes hospedeiras e regides a clones de eucalipto e em seis hospedeiras

diferentes da familia Myrtaceae.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e conducdo do material vegetal

Utilizaram-se quatro clones (Dyr/-1, Dypv-2, Dyry-3 € Dyry-4) das
Empresas Aracruz Celulose S.A. e quatro clones (Dypy-5, Dyry-6, Dyry-7 €
Durv-8) da Suzano Bahia Sul Celulose S.A., os quais foram estabelecidos em um
banco de clones do laboratorio de Patologia Florestal do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa.

No ensaio de gama de plantas hospedeiras, foram utilizadas plantas do
clone Dyr/-6 de eucalipto (Eucalyptus grandis Hill), de goiabeira var. Paloma
(Psidium guajava L), de jabuticabeira (Myrciaria jaboticaba Berg.), de
pitangueira (Eugenia uniflora Berg.) e de jambeiro (Syzygium jambos L.). As
mudas de goiabeira var. Paluma e de jambeiro utilizadas foram multiplicadas por
estaquia, e as de jabuticabeira e pitangueira foram propagadas por sementes,
obtidas no Departamento de Fruticultura da UFV e no viveiro do Instituto de
Estadual de Florestas (1EF).

As plantas utilizadas nas inoculagbes foram cultivadas em vasos
contendo uma mistura de solo e esterco (3:1), previamente esterilizado, e

mantidas em casa de vegetacdo. Periodicamente, as mudas foram podadas, com
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objetivo de induzir brotagbes jovens, e adubadas a cada 15 dias com 20 g/L de

adubo Ouro Verde (N, P, K e micronutrientes).

2.2. Coleta, isolamento, manutencéo dos isolados e producéo de inéculo

Urediniosporos de P. psidii foram coletados de vérias espécies de
hospedeiras, com infecgdo natural, em diferentes regides do Brasil (Tabela 1).
Em laboratorio, os urediniosporos foram transferidos, a seco, para folhas jovens
(primeira ou segunda) de jambeiro e, sempre que possivel, para a planta de
origem, com auxilio de pincel de cerdas macias. O jambeiro foi a multiplicadora
utilizada, em razéo da sua suscetibilidade a P. psidii (FERREIRA, 1989). Os
isolados que induziram lesdes necroticas e pustulas puntiformes em jambeiro
foram mantidos e multiplicados na hospedeira de origem.

Alguns isolados obtidos de goiabeira silvestre foram perdidos na fase
inicial de inoculagbes, por terem sido avirulentos a jambeiro e a variedade
Paluma de goiabeira. Assim, os novos isolados coletados foram inoculados no
jambeiro e nas variedades Paluma, Kumagai, Ogawa e Pirassununga Vermelha;
guando o indculo ndo era suficiente, somente no jambeiro e na variedade Paluma.

Apds a inoculagdo, as plantas foram mantidas por 24 horas, no escuro e
em camara de nevoeiro a 25°C (RUIZ et al., 1989) e, em seguida, transferidas
para casa de vegetacdo e mantidas em compartimentos individualizados. Os
urediniosporos obtidos da primeira inoculagdo foram reinoculados nos
respectivos hospedeiros e, aos 12 dias desta segunda inoculagdo, coletados e
transferidos para tubos Eppendorff e armazenados a - 20°C. Nessas condigoes,
permaneceram viaveis por no minimo trés meses. Antes do uso, 0s
urediniosporos foram novamente multiplicados nos respectivos hospedeiros e
coletados aos 12 dias apods a inoculacdo. Os isolados de eucalipto e jabuticabeira
foram multiplicados em jambeiro, com excecdo do isolado Eyr/-6, que,

inicialmente, nd&o esporulou nesse hospedeiro.
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Tabela 1 - Relagdo de isolados, hospedeiras de origem e local de coleta de 34
isolados de P. psidii obtidos de diferentes hospedeiras em diversas
regides do Brasil

Hospedeirade  Hospedeirade origem
Isolado origem (Nome Cientifico) Local de Coleta Coletor
(Nome Comum)
Eyr-01 Eucalipto Eucalyptus grandis Suzano — SP Davi Junghans
Eyr/-02 Eucalipto Eucalyptus grandis Guaiba— RS Acelino C. Alfenas
Eyr/-03 Eucalipto Eucalyptus grandis Guaiba— RS Acelino C. Alfenas
Eyr/-04 Eucalipto Eucalyptus grandis Aracruz — RS Rivadalve G.Coelho
Eyr-05 Eucalipto Eucalyptus grandis Foz do Iguagu — PR Acelino C. Alfenas
Eyr/-06 Eucalipto Eucalyptus grandis Aracruz — ES Acelino C. Alfenas
Eyr/-07 Eucalipto Eucalyptus grandis Guanhdes— MG AdelicaA. Xavier
Eyr/-08 Eucalipto Eucalyptus grandis Ipatinga— MG AdelicaA. Xavier
Eyr-09 Eucalipto Eucalyptus grandis Ipatinga— MG AdelicaA. Xavier
Eurv-10 Eucalipto Eucalyptus grandis Ipatinga— MG AdelicaA. Xavier
Eurv-11 Eucalipto Eucalyptus grandis Ipatinga— MG AdelicaA. Xavier
Eurv-12 Eucalipto Eucalyptus grandis Aracruz — ES Acelino C. Alfenas
Eur-13 Eucalipto Eucalyptus grandis Curvdlo-MG -
Jurv-01 Jambeiro Syzygium jambos Vigosa— MG AdelicaA. Xavier
Jurv-02 Jambeiro Syzygium jambos Guaiba— RS Acelino C. Alfenas
Jurv-03 Jambeiro Syzygium jambos Porto Alegre— RS Acdlino C. Alfenas
Jurv-04 Jambeiro Syzygium jambos Vigosa— MG DéboraT. do Amaral
Jurv-05 Jambeiro Syzygium jambos Mogi Guagu — SP Acdlino C. Alfenas
Jurv-06 Jambeiro Syzygium jambos Brasilia— DF Acdlino C. Alfenas
Gurv-01 Goiabeira Psidium guajava Luis Antbnio — SP Davi Junghans
Gurv-02 Goiabeira Psidium guajava Lavras— MG Alessandra J. Boari
Gurv-03 Goiabeira Psidium guajava Foz do Iguagu - PR Acelino C. Alfenas
Gurv-04 Goiabeira Psidiumguajava  StaMariado Jetiba - RS Ricardo T. Casa
Gupy-05 Goiabeira Psidium guajava Passo Fundo — RS Ricardo Trezzi Casa
Gurv-06 Goiabeira Psidium guajava Tijucas— SC Aiton Reis
Gurv-07 Goiabeira Psidium guajava Eungpolis— BA Edva Zauza
Gurv-08 Goiabeira Psidium guajava Tijucas—SC Ailton Reis
Gurv-09 Goiabeira Psidium guajava Belo Oriente— MG AdelicaA. Xavier
Gurv-10 Goiabeira Psidium guajava Macaé—-RJ AdelicaA. Xavier
Aypy -01 Aracazeiro Eugenia stipitata Manaus— AM Acelino C. Alfenas
Curv -01 Cergieira Eugenia involucrata Porto Alegre— RS Acdlino C. Alfenas
Curv -02 Cergieira Eugenia involucrata Niteroi - RJ Bernardo A. H. Vieira
Pury -01 Pitangueira Eugenia uniflora Vigosa— MG AdelicaA. Xavier
Joyry -01 Jabuticabeira  Myrciaria jaboticaba Tijucas- SC Ailton Reis
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Aos 12 dias apos a inoculagdo, urediniosporos de P. psidii foram
coletados das folhas da planta multiplicadora, com o auxilio de pincel de cerdas
macias, transferidos para tubo de ensaio contendo agua + Tween 80 a 0,05% e

homogenei zados em agitador magnético tipo Vortex por cinco minutos.

2.3. Inoculacéo dos clones de eucalipto

As duas primeiras folhas jovens de galhos terminais de cada planta foram
marcadas e, em seguida, inoculadas com suspensdo a 2 x 10* uredi niosporos/mL,
mediante uso de um atomizador De Vilbs (n.15) acionado por compressor
elétrico a 7 kgf/cm? de pressdo. As plantas inoculadas foram mantidas no escuro,
em camara de nevoeiro, por 24 horas, a 25 + 2°C, e em seguida transferidas para
camara de crescimento.

A avaliagdo foi realizada aos 12 d.a.i., utilizando a escala de notas de
severidade da doenca conforme JUNGHANS et a. (2000) (Tabela 2). Os
resultados foram transformados em dados binomiais, em que a nota O representa
a auséncia total de esporulacdo e a nota 1, presenca de esporulacdo. Foram
consideradas racas os isolados que diferiram em viruléncia nos clones de
Eucalyptus utilizados. As notas de severidade de doenca foram usadas para
avaiar a agressividade dos isolados. Consideraram-se agressivos aqueles
isolados que provocaram maior severidade (niveis S2 e S3) nos genotipos
avaliados (VANDERPLANK, 1968).

2.4. Inoculacéo das plantas hospedeir as

Folhas jovens de plantas de eucalipto (clone Dygr/-6), goiabeira,
jabuticabeira, jambeiro e pitangueira foram selecionadas, marcadas e,
posteriormente, inoculadas por pincelamento com diferentes isolados de

P. psidii. ApGs a inoculagéo, as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro
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Tabela 2 - Escala de severidade de Puccinia psidii em Eucalyptus grandis de
acordo com JUNGHANS et a. (2000)

Tipo de reacdo
Grau de severidade daplanta
hospedeira
S0: Imunidade ou reagdo de hipersensibilidade (HR) com R
necrose ou “fleck”.
S1: Pustulas puntiformes, menores que 0,8 mm de diametro, R
com umaou duas uredinias.
S2: Plstulas medianas, variando de 0,8 a 1,6 mm de S
diametro, com aproximadamente 12 uredinias.
S3: Pustulas grandes, maiores que 1,6 mm de didmetro, com S
20 ou mais uredinias, podendo ocorrer em peciolos e
hastes.

por 24 horas, no escuro, a 25°C (RUIZ et al., 1989), e em seguida transferidas

para camara de crescimento a 22 + 1°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade

luminosa de 36 nmol.m?2s?,

sob luz fluorescente. Aos 12 d.ai avaliou-se a
viruléncia dos isolados. Foi considerado virulento o isolado com habilidade de
causar doenca nas plantas (SHURTLEFF e AVERRE |11, 1997).

Alguns isolados de goiabeira que durante a fase de multiplicacéo
mostraram reacdes diferenciadas nas variedades utilizadas foram, apls a
multiplicacdo no hospedeiro multiplicador, reinoculados nas variedades Paluma,
Ogawa e Kumagai. As condicdes de inoculacdo e incubacdo foram as mesmas
descritas anteriormente.

Utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso, em que cada tratamento
se constitui da combinagdo hospedeiro x isolado. Cada tratamento constou de trés
repeticoes, sendo cada repeticdo representada por uma planta. O ensaio foi

repetido duas vezes no tempo.
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3. RESULTADOS

Pelo menos trés respostas diferenciais foram observadas (Tabela 3). A
maioria dos isolados testados foi virulenta aos clones Dygy-1, Dygy-5, Dypy-6,
Dupy-7 € Dypy-8 € avirulenta a Dypy-3, Dypy-2 € Dypy-4; estes isolados foram
designados como raga 1. O isolado Gyg,-07 induziu reagdo S1 no clone Dyg/-2,
gue para os demais isolados apresenta reacéo (S0O) tipo “Fleck”; este isolado foi
denominado raca 2. O isolado Eyr,-6 foi virulento ao clone Dyg/-3, 0 qual
apresentava reacao de hipersensibilidade para os demais isolados, e foi
denominado raga 3. Diante desses resultados, € evidente a capacidade dos clones
Durv-1, Dypy-2 € Dypy-3 de diferenciacdo de isolados de P. psidii dentro da
populacéo, podendo constituir uma diferenciadora para ragas em eucalipto.

A agressividade dos isolados, avaliada pela severidade da doenca nas
interagdes compativels, foi muito variavel (Tabela 4). Nos clones Dygy-1, Dypy-6
e Dyrv-7 obteve-se resposta de severidade entre S2 e S3 para mais de 50% dos
isolados oriundos de eucalipto. Resposta similar foi observada no clone Dygy-7
tanto para os isolados de P. psidii originario de goiabeira quanto para os de
jambeiro, e acima de 80% dos isolados desenvolveram pouca doenga no clone
Durv-5, apresentando severidade na classe S1. O clone Dygry-1 foi 0 mais

suscetivel aos 21 isolados testados. Acima de 85% dos isolados induziram reacéo
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Tabela 3 - Viruléncia de 21 isolados de Puccinia psidii obtidos de diversos
hospedeiras em varias regides do Brasil, em oito clones de
Eucalyptus grandis

Isolado Clones diferenciadores

Durv-1 Durv-2 Durv-3 Durv-4 Durv-5 Durv-6 Durv-7 Duyrv-8
Eurv-01 1 0 0 0 1 1 1 1
Eurv-02
Eurv-03
Eurv-04
Eur-05
Eur/-06
Eurv-08
Eur-09
Eurv-10
Eurv-11
Eurv-13
Gur/-01
Gurv-02
Gury-04
Gyry-07
Gyry-08
Jurv-03
Jurv-05
Jury-06
Curv-01
Curv-02

Py
8
o)

R T = = T T T S S e R e e e S S N e
O O O 0O O 0OFr OO OO O O O o O o o o o
O O O 0O O 0O 0O 0O 0O O 0O O O O o prFr O o o o
O O O 0O O OO0 0O O OO0 O O O o o o o o o
P PR P R R P R R R P R R R R R R R R R
P P R P R R P R R R P R R R R R R R R R
R T = = T T T S S e e e e e S S N e
P P R P R R P R R R P R R R R R R R R R
P P P P R R NP RPRRPRPRRPRERR®WERRR R R

0 = interacdo incompativel; 1 = interacdo compativel.
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Tabela 4 - Severidade de doenca obtida nas inoculagdes de 21 isolados de
Puccinia psidii oriundos de diversas hospedeiras em varias regides
do Brasil, em oito clones de Eucalyptus grandis

Isolado Clones
Durv-1 Durv-2 Duyrv-3 Durv-4 Durv-5 Duyrpv-6 Dyrs-7 Dyrv-8

Eupv-1 2 I HR I S1 S3 S3 2
Eypy-02 S3 F S3 I Sl S2 S2 S2
Eypy-03 2 I HR I S1 2 2 S1
Eup/-04 S3 I HR I S1 S3 S3 2
Eupy-05 S2 | HR I S2 S2 Sl S2
Eypy-06 S3 F S3 I Sl S2 S2 S3
Eyp/-08 S3 F HR I S1 S3 2 S3
Eupy-09 S3 | HR F S2 S2 S3 S3
Eurv-10 S2 F HR | Sl S3 S3 S2
Eurv-11 S2 I HR F S1 S3 S3 S3
Eupv-13 S3 I HR I S1 S3 S3 2
Gury-01 S3 F HR HR S2 S3 S3 S3
Gupy-02 S1 | HR F Sl S3 S2 S2
Gur/-04 S1 I HR F S1 S3 S3 S1
Gyry-07 S3 | HR I Sl S3 S3 S2
Gyry-08 S3 Sl HR HR Sl S3 S3 S3
Jupy-03 S3 I HR F S1 S3 S3 2
Jupv-05 2 F HR I S1 S3 S3 2
Jupy-06 S2 | HR I Sl S2 S3 S2
Curv-01 S1 | HR F S1 S3 S2 S1
Cupy-02 S1 I HR I S1 S1 S1 S1

I- reacdo imune; HR- hipersensibilidade; F- “fleck”.
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de suscetibilidade, nos graus entre S2 e S3, na escala de JUNGHANS et al.
(2000).

A coexisténcia de ragcas no mesmo local foi evidenciada para Eyr/-4
(raca 1) oriundo do clone Dyg/-1, que foi obtido do mesmo local de coleta de
Eurv-6 (ragca 3) infectando o clone Dyg/-3 (Tabelas 1 e 3). Essas clones estéo
plantados lado a lado no campo. A inoculagéo de Eyr/-4 € Eyry-6 no clone
diferenciador Dyp/,-3 apresentou resposta de resisténcia completa e S3,
respectivamente. As reacoes desses isolados no clone Dyg,-1 foram classificadas
como S2 para Eypy-4 e S3 para Eyr/-6, mostrando que as duasragcas - 1 e 3 -
ocorriam naquela regido concomitantemente.

Com relagéo as inoculagbes na gama de hospedeiras, todos os isolados
testados foram virulentos ao clone Dyr/-6 de E. grandis, mas variaram quanto a
viruléncia as demais espécies inoculadas. Dentre os 32 isolados testados,
28 foram virulentos a0 jambeiro, 26 a jabuticabeira e apenas 10 a goiabeira
(Tabela 5). O isolado originério da pitangueira foi avirulento apenas a goiabeira.
Por outro lado, pitangueira sd foi compativel ao isolado desta espécie. Somente
50% dos isolados de goiabeira infectaram a variedade Paluma de goiabeira
(Tabelab).

Acima de 50% dos isolados, de cada origem testada, foram virulentos a
pelo menos trés espécies distintas, mostrando que a maioria dos isolados de
P. psidii multiplica-se em outra hospedeira que n&o a de origem.

Os isolados diferenciados como ragas Eyr/-6 € Gyry-7, bem como os
isolados de goiabeira Gyr/-2 e Gyry-6, quando inoculados em jambeiro pela
primeira vez induziram inicialmente reacdo de hipersensibilidade do tipo leséo
necrética, mas de 20 a 25 d.ai. apresentaram pustulas puntiformes (pouco
esporulantes). A reinoculacdo desses urediniosporos no jambeiro resultou em
infecgdes com esporulagdo mais abundantes. Entretanto, nas reinoculagbes
utilizando urediniosporos das hospedeiras de origem, o jambeiro apresentou a
mesma reacdo. Para o isolado Gygy-7, 0s urediniosporos produzidos no jambeiro,

apos varias reinoculagdes, foram inoculados no hospedeiro de origem (goiabeira

35



Tabela 5 - Viruléncia de 32 isolados de Puccinia psidii obtidos de diferentes
hospedeiras em diversas regides do Brasil, em cinco hospedeiras da
familia das mirtéceas

Isolado  Hospedeira Hospedeiras inocul adas
deorigem Eucalipto Goiaba Jambo Jabuticaba Pitanga
Eurv-01  Eucdipto 1 0 1 1 0
Eurv-02  Eucalipto 1 0 1 1 0
Eurv-03  Eucalipto 1 0 1 1 0
Eurv-04  Eucdipto 1 0 1 1 0
Eurv-05  Eucalipto 1 0 1 0 0
Eur/-06 Eucalipto 1 0 1 1 0
Eypy-07 Eucalipto 1 0 1 0 0
Eurv-08  Eucalipto 1 0 1 1
Eur/-09 Eucalipto 1 0 1 1 0
Eurv-10  Eucalipto 1 1 1 1 0
Eurv-11  Eucdipto 1 1 1 1 0
Eupv-12 Eucalipto 1 0 1 1 0
Eurv-13  Eucalipto 1 1 1 1 0
Jurv-01 Jambeiro 1 1 1 0 0
Jupy-02 Jambeiro 1 0 1 1 0
Jupy-03 Jambeiro 1 0 1 0 0
Jurpv-04 Jambeiro 1 0 1 1 0
Jupv-05 Jambeiro 1 0 1 1
Gurv-01 Goiaba 1 0 1 0
Gupy-02 Goiaba 1 1 1 1 0
Gupy-03 Goiaba 1 1 1 1
Gupy-04 Goiaba 1 0 1 1
Gupy-05 Goiaba 1 1 1 1
Gupy-06 Goiaba 1 1 1 1 0
Gurv-07 Goiaba 1 0 1 1 0
Gurv-08 Goiaba 1 0 1 1 0
Gury-09 Goiaba 1 1 1 1 0
Gurv-10 Goiaba 1 0 1 1 0
Aur/-01 Araca 1 1 1 1 0
Curv-01 Cerga 1 1 1 0
Purv-01 Pitanga 1 0 1 1 1
Joyr/-01  Jabuticaba 1 0 1 1 0

0= isolados avirulentos; 1= isolados virulentos.
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var. PaAluma) e observou-se esporulagdo no mesmo padréo quando se inoculou
urediniosporos oriundos desta hospedeira.

A inoculagéo dos isolados Gyry-01, Gur/-04, Gyp/-05 e Gyry-10 nas
variedades Ogawa, Kumagai e Paluma apresentou respostas diferenciais. Os
isolados Gypy-01, Gyp/-04 e Gyp,-10 foram virulentos a variedade Paluma, e o
isolado Gygpy-05, avirulento. Na variedade Ogawa, os isolados Gyr/-04 e
Gury-10 foram virulentos, e Gyp/-05 e Gypy-01 avirulentos; todos os isolados
testados em Kumagai foram virulentos. Além dessas variagOes qualitativas, esses
isolados variaram quanto a intensidade de esporulacdo, porém isso ndo foi

quantificado.
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4. DISCUSSAO

O reconhecimento de racas é baseado na resposta diferencial de
hospedeiros com diferentes fontes de resisténcia qualitativa conhecida (CATEN,
1987; BRIGSS e JOHAL, 1994). Com base nessa reacéo, pelo menos trés ragas
foram definidas neste trabalho. Em interacGes envolvendo fungos biotroficos, a
associagaéo entre patogeno e hospedeiro possui alto grau de especializagéo, e a
reacd0 de resisténcia é resultado da interacdo de produtos génicos entre
hospedeiro e patdgeno; a maioria dessas interagdes segue a relagdo gene-a-gene
(FLOR, 1955). Entretanto, em aguns casos, mais de um gene de resisténcia e
aviruléncia podem estar envolvidos no reconhecimento de um isolado especifico
(AGRIOS, 1997) e, conseguentemente, na reagdo diferencia. Em muitos
patossistemas a série diferenciadora € geneticamente bem definida (MARTENS
et a., 1979; LEFEVRE et a., 1998, KOLMER, 1999), porém em alguns sistemas
florestais as tentativas de se estudar a variabilidade intra-especifica tem sido
feitas utilizando reagdo de materiais genéticos de uma mesma espécie e, muitas
vezes, 0 gene envolvido nesta reacdo ndo € determinado (PEl et al., 1996;
RAMSTEDT, 1999; EDWARDS et al., 1999).

Em eucalipto, os clones utilizados ndo possuem genes de resisténcia
definidos, e as reacdes de compatibilidade eram conhecidas somente para Dyg/-1

a Dyry-4 com base em inoculagbes anteriores com Eyry-1 (ALFENAS et d.,
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1997). Os demais foram fornecidos como resistentes (Dyry-5 € Dyrv-8) e
suscetiveis (Dyry-6 € Dypy-7), com base em observagdes de campo. Os clones
Durv-1, Dyrv-2 € Dyry-3 foram capazes de diferenciar as variantes entre os
isolados testados; assim, propfe-se a manutencéo destes como diferenciadores
dasracas 1, 2 e 3de P. psidii; no futuro se uma série diferencial baseada em um
anico gene de resisténcia for estabelecida, possivelmente mais ragas seréo
encontrados. A diferenca no grau de viruléncia de P. psidii observada nos clones
inoculados reflete a variabilidade deste patdogeno a que os clones de eucalipto no
campo estdo expostos; variabilidade também foi observada no trabalho de
CASTRO et a. (1983). E possivel que essas ragas possuam Varios genes de
viruléncia, pois, segundo GROTH e ROELFS (1989), o desenvolvimento de
ragas com multiplos genes de viruléncia parece ser derivado do desenvolvimento
do fungo sob condicdo de pressdo de selecdo, constituido principalmente pela
resisténcia do hospedeiro. Em eucalipto, o plantio de povoamentos utilizando
clones com resisténcia a P. psidii constitui-se numa presséo de selecdo.
Entretanto, hipétese pode ser contestada, pois a ampla gama de hospedeiras
de P. psidii poderia contribuir para reduzir a pressdo de selecdo dentro da
populagéo do patogeno (FERREIRA, 1989; FERREIRA, 1883). Por outro lado,
isolados mais adaptados fisiologicamente, principalmente ao eucalipto e a
goiabeira, podem ocorrer no campo e dentro desta popul agcdo isolados capazes de
infectar somente determinados gendtipos. Os resultados nas inoculagdes em
goiabeira mostraram a evidéncia dessa hipétese, porém seria necessario um
estudo utilizando nimero maior de isolados e clones de diferentes variedades de
goiabeira para comprova-la.

A deteccdo da raca 2 em eucalipto, originalmente obtida de goiabeira,
torna questionavel a origem dessas racas encontradas, ou seja, € possivel que a
raca 3 sgja um variante da populacéo existente em eucalipto, ou, da mesma forma
gue a raca 2, teria sua origem em outra hospedeira. Estudos adicionais de
inoculagdes e 0 uso de marcadores moleculares poderéo ser Uteis para elucidar a
estrutura genética da populacdo de P. psidii nas hospedeiras cultivadas e

silvestres. Um dos mecanismos mais importantes para 0 surgimento de
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variabilidade dentro de uma populagdo é a recombinacdo durante o ciclo sexual,
porém o ciclo de vida de P. psidii foi parciamente observado em jambeiro
(FIGUEIREDO et a., 1984); isso, todavia, ainda nd& foi demonstrado
inequivocamente. No caso de P. psidii, outra forma de gerar variantes dentro da
populacdo poderia ser a ocorréncia de mutacdes, parassexualismo, como sugere
WATSON (1970) para Puccinia striiformis e P. recondita f.sp. tritici em trigo.
No entanto, a ocorréncia e a importancia desses mecanismos neste patossistema
n&o sdo conhecidas.

A deteccdo de racas nainteracdo P. psidii x E. grandis € importante para
subsidiar 0 manejo de clones no campo e para estudos genéticos relacionados a
viruléncia nesse patossistema. A coexisténcia de ragas no mesmo local de cultivo
de eucalipto observada neste trabalho constitui-se, também, numa importante
informag@o para estratégia de manejo de clones, pois esta devera considerar a
potencialidade de infeccdo desses clones pelas duas racas. Além disso, essa
estratégiadefine os clones diferenciadores como fonte de resisténcia a estas ragas
detectadas e poder&o ser utilizados em programas de melhoramento.

Apesar de araga 2 ter induzido reacdo S1 no clone Dyg/-2 na escala de
JUNGHANS et al. (2000), deve-se considerar que o curto periodo de geracdo, a
alta producéo de urediniosporos e a reproducéo assexuada deste patdgeno, aliada
ao plantio clonal nesta cultura, poder&o possibilitar 0 aumento desses variantes
dentro da populacdo do patégeno, aumentando os riscos de uma epidemia.
Segundo ANTONOVICS e ALEXANDER (1989), individuos que s& mais
adaptados contribuem grandemente para proximas geracdes, produzindo grande
nimero de propagulos. Entretanto, a adaptabilidade desta raca 2 devera ser
comprovada para se testar essa hipotese.

Apesar de ter sido inoculado um nimero de isolados bem maior que os
numeros utilizados em outros trabalhos, testaram-se relativamente poucos
isolados de P. psidii para fazer generalizacfes sobre a especializacéo fisiologica
dessa ferrugem. No entanto, os resultados aqui obtidos confirmam essa resposta
dos isolados do patégeno oriundos de eucalipto e jambeiro sdo mutuamente

virulentos a ambos os hospedeiros, conforme tem sido citado na literatura
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(APARECIDO, 2001; COELHO, 1988; CASTRO et a., 1983; FERREIRA,
1983). As variacOes em viruléncia de P. psidii inoculado em goiabeira foram
também observadas neste trabalho. A freguéncia relativamente baixa (31,25%)
de isolados virulentos a goiabeira e as reagbes diferenciais obtidas nas
inoculacdes das variedades Paluma, Kumagai e Ogawa indicam a ocorréncia de
especializacdo fisioldgica na populagdo do patégeno em goiabeira, conforme
havia sido sugerido por FERREIRA (1983).

Diante dos resultados de infeccdo cruzada de urediniosporos de diversas
plantas hospedeiras, as variagbes tanto em viruléncia quanto em agressividade
podem refletir a variabilidade genotipica deste patdgeno em condicdo natural e
corresponder a diversidade de genética do hospedeiro (LEONARD e
CZOCHOR, 1980; LENNE e WOOD, 1991).

A resposta de HR-necrético em jambeiro, principamente para 0s
isolados de goiabeira, mostrou que esse hospedeiro ndo € um bom multiplicador
para os isolados de P. psidii oriundos de goiabeira. Essas observagdes também
foram relatadas por CASTRO et a. (1983) e FERREIRA (1983). Com base
nesses dados, a utilizacdo de jambeiro como multiplicador deve ser feita com
cautela para estudos de variabilidade do patdégeno e resisténcia no hospedeiro. A
producdo de lesBes necréticas com poucas uredinias em jambeiro, quando
inoculado com os isolados Gyry-2, Gury-7 € Eyry-6 em jambeiro, e 0 aumento de
urediniosporos produzidos nas inoculagdes subseqiientes demonstram que ocorre
mistura de genétipos do patdégenos no campo e gue € possivel a selecdo de
isolados dentro da populacdo de P. psidii. A resposta compativel de pitangueira
apenas a0 isolado de pitanga e a imunidade contra os 24 isolados de P. psidii
testados podem indicar a provavel existéncia de uma populacdo do patdgeno
adaptada a esta hospedeira. Todavia, um maior nimero de isolados oriundos
desta espécie deve ser testado para comprovar esssa hipotese. Ressalta-se,
contudo, que lesdes com pustulas pouco esporulantes foram observadas nas
inoculagOes cruzadas realizadas por APARECIDO (2001).

Um estudo mais amplo, em nivel de genética de populacles, seria

importante para compreender a estrutura, a evolucéo e a adaptacéo de P. psidii
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familia Myrtaceae. A deteccdo de ragas dentro da interacdo Eucalyptus x
P. psidii, bem como a possibilidade de inéculo produzido em outras mirtaceas
constituir-se em inoculo primario para eucalipto, devem ser consideradas, tanto
na selecdo de materiais resistentes quanto na adogéo de estratégia de controle.
Assim, sdo recomendadas a selecao de materiais resistentes por inoculagdes, sob

condigdes controladas, e a diversificacdo de material genético no campo.
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CAPITULO 3

COMPONENTESEPIDEMIOLOGICOSDA INTERACAO

Puccinia psidii x Eucalyptus grandis

1. INTRODUCAO

A ferrugem do eucalipto, causada por Puccinia psidii Winter, € uma das
doencas de maior importancia para esta cultura. Desde a década de 70, quando as
primeiras perdas econOmicas causadas por P. psidii foram registradas
(FERREIRA, 1989), mudangas no manejo da cultura foram necess&rias. A
principal medida adotada foi a selecdo e utilizacdo de materiais resistentes
(ALFENAS et al., 1989). Entretanto, o fato de esse patdgeno possuir capacidade
de infectar varias espécies em Myrtaceae (VIEGAS, 1961) l|he confere
versatilidade em termos de parasitismo e, consequentemente, variabilidade.
Estudos de variabilidade dessa ferrugem sdo frequentemente relacionados a
potencialidade de urediniosporos de outras mirtaceas constituirem indculo
primario a eucaipto (FERREIRA, 1983; COELHO, 1988; APARECIDO, 2001,
XAVIER et a., 2001b). Estudos sobre a agressividade de isolados em clones de
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eucalipto sdo restritos, ou guase inexistentes. Apenas CASTRO et a. (1985)
estudaram a agressividade de cinco isolados em seis clones de eucalipto; desde
entdo nenhum estudo foi conduzido dentro dessa interacéo especifica.

Trés ragas em eucalipto ja foram detectadas por inoculagdes de P. psidii
em quatro clones (XAVIER, capitulo 2): araca 1, de ocorréncia mais abrangente,
e as ragas 2 e 3 de freguéncia relativamente baixa, constituidas de apenas um
isolado para a raca 2 e um para a raca 3. A raca 1 é originaria de vérios
hospedeiros (XAVIER et al., 2000); a 2, de goiabeira; e a 3, de eucalipto. A raca
2 foi virulenta, ainda que em baixa intensidade, a um clone de eucalipto que
comumente apresenta reacdo de resisténcia (tipo fleck), quando inoculado com as
racas 1 e 3. A raga 3 foi caracterizada pela sua viruléncia no clone, que, para a
maioria dos isolados testados, apresentou reacdo de resisténcia (HR necrdtico).
Essas ragas apresentaram reactes diferenciadas nos clones de eucalipto e tiveram
agressividade classificada em S1 e S3 nos clones suscetiveis as ragas 2 e 3,
respectivamente. Diante dessas observagOes, € pertinente especular quanto a
possibilidade de estas ragas causarem epidemias no campo. A agressividade € um
atributo do isolado do patdgeno importante para que este persista na popul agéo
(NELSON, 1979) e, segundo SHURTLEFF e AVERRE I11 (1997), descreve a
variagdo na severidade da doenca entre ragas virulentas de um patégeno num
hospedeiro. A quantificacdo de componentes epidemiologicos relacionados a
esse atributo, como producéo de esporos, periodo latente e eficiéncia de infecgéo,
podera ser utilizada para estimar a agressividade de isolados e a possibilidade de
aumento da sua fregiiéncia no campo em clones suscetiveis. Além disso, como
esses componentes sdo resultantes da interacdo genética de isolado x hospedeiro
(PARLEVLIET, 1985; WATSON, 1970; ZADOKS e SCHEIN, 1979), sua
quantificacdo poderd mostrar, de forma mais acurada, diferencas da
agressividade dessas duas ragas. Adicionalmente, esses dados poder&o subsidiar
o melhoramento de eucalipto no sentido de selecionar clones resistentes, bem
COmMO 0 Seu manegjo no campo. Assim, este trabalho teve como objetivo comparar
a agressividade de duas ragas de P. psidii em clones de Eucalyptus grandis por

meio da quantificagéo dos componentes epidemiol ogicos.
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2. MATERIAL E METODOS

Os clones e os isolados utilizados pertencem ao banco clona de
eucalipto e a micoteca do Laboratorio de Patologia Florestal do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa

Utilizaram-se trés clones de E. grandis (Dygy-1, Dyry-2 € Dyry-3) e duas
racas de P. psidii (raca 2 e raga 3) originalmente isolados da variedade Paluma de
goiabeira e do clone Dyr/-3 de E. grandis, respectivamente (XAVIER, capitulo
2). A raga 2, virulenta ao clone Dyr/-2, e araga 3, virulenta ao clone Dyg/-3,
foram caracterizadas como Sl e S3, respectivamente (XAVIER, capitulo 2). O
clone Dyr/-1 foi utilizado como suscetivel as duas racas, com resposta de
severidade S3 na escala de JUNGHANS (2000).

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo, adubadas a cada
15 dias com 20 g.L™ do fertilizante Ouro Verde (N, P, K e micronutriente) e
podadas mensalmente para induzir novas brotacoes.

Urediniosporos de ambas as ragas foram multiplicados em folhas jovens
nos hospedeiros de origem e, 12 dias apos a inoculagéo (d.a.i.), coletados, para
preparo da suspensdo de acordo com a metodologia descrita por RUIZ et al.
(1989).
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2.1. Quantificacdo de componentes de agressividade

Duas folhas jovens de dois ramos laterais dos clones Dygy-1, Dypy-2 €
Durv-3 foram marcadas e inoculadas com uma suspensdo de
2x10* urediniosporos/mL de cada raca, utilizando-se um atomizador De Vilbis
(n° 15) acoplado a um compressor elétrico (7 kgf/cm?®). As plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro por 24 horas, no escuro, e em seguida
transferidas para camara de crescimento a 22 + 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas
(RUIZ et a., 1989), com intensidade luminosa média de 36 mmol.ms® (luz
fluorescente). Aos 5 d.ai., com o0 inicio do desenvolvimento dos sintomas,
iniciaram-se as avaliacOes diérias.

Plantas de jambeiro foram dispostas entre as plantas dos tratamentos,
para monitorar possivel contaminagéo de urediniosporos de uma raca de um
tratamento para outro. A irrigacéo das plantas foi realizada de forma que né&o se
tocasse nelas, a fim de evitar possivels perdas de urediniosporos no ensaio de
periodo infeccioso. Os ensaios de freqliéncia de infeccdo, periodo latente médio e
producéo de urediniosporos foram repetidos duas vezes no tempo.

Os tratamentos constaram da combinacao de dois clones e dois isolados;
cada tratamento foi constituido por cinco repeticfes, e cada repeticéo constou da
media de leitura em duas folhas/planta. O delineamento estatistico foi em blocos

casualizados, analisado em um esquemafatorial.

2.1.1. FregUéncia de infecgdo

Para se determinar a frequéncia de infeccdo (FI) foi redlizada
diariamente, com auxilio de lupa manual (50x), a contagem do nimero de lesdes
em area total do limbo foliar. Os dados foram transformados em ndmero de
lesdio/cm?, sendo consideradas lesdes as &reas do limbo foliar que apresentaram

coloragéo verde-clara.
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2.1.2. Eficiéncia de infeccédo

A eficiéncia de infeccdo (EI) foi calculada como arazdo entre o nimero
de lesdes esporulando/cm? no limbo foliar aos 12 dias da inoculagdo e o nimero
de esporos depositados (140 urediniosporos/cm?) (SACHE e ZADOKS, 1995).

2.1.3. Producao de urediniospor os

Retiraram-se 10 discos foliares de aproximadamente 1 cm? de diametro,
contendo apenas uma lesdo esporulando do limbo foliar. Os discos foram
divididos em dois tubos de ensaio contendo 2 mL de agua mais Tween 20 a 2%,
agitados por trés minutos em velocidade constante. Em seguida, a producéo de
urediniosporos (PE) foi estimada efetuando-se pelo menos trés contagens/tubo,
em hemacitdmetro sob microscéopio de luz. Para estimar o0 erro dessa avaliacéo,
quantificou-se 0 numero de urediniosporos retidos na superficie dos discos de
lavagem em microscopio de luz incidente. Nesses discos foi ainda quantificado o
numero de uredinias presentes nas lesdes.

O tamanho médio das uredinias (mm?) de cada tratamento foi calculado
medindo-se, sob microscopio estereoscopio (50x), dois diametros ortogonais de
60 uredinias/tratamento selecionadas ao acaso. Os dados foram transformados
usando a férmula p x comprimento x largura/4, de acordo a metodologia
utilizada por BENDER e PRETORIUS (1997). O numero de uredinias/lesdo foi
estimado aos 12 d.a.i..

2.1.4. Periodo latente

Diariamente, as uredinias visivels nas folhas previamente marcadas
foram quantificadas em area foliar total. A contagem do numero de lesbes
esporulando foi redlizada diariamente a partir do quinto dia da inoculagéo e

seguiu até 12 dias apds a inocul agéo.
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A meédia do nimero de lesdes e de uredinias visiveis e errumpentes foi
calculada nas avaliagdes diarias, e o0 periodo latente médio (PL) foi determinado
como 0 numero de horas em que 50% das uredinias esporulantes foram
detectadas.

2.1.5. Periodo infeccioso

A estimativa do periodo infeccioso (Pl) foi realizada em outro ensaio
utilizando a mesma metodologia de inoculacéo, isolados e de plantas. Cada
tratamento foi constituido por cinco repeticdes, sendo cada uma representada por
uma planta. O delineamento estatistico foi em blocos casualizados, num esquema
fatorial.

Dez pustulas individualizadas na face abaxial do limbo foliar dos clones
Dupv-1 € Dypy-3, aos 8 d.ai., € no clone Dyps-2, aos 12 d.ai., foram
identificadas com uma caneta esferografica. Em intervalos de trés a quatro dias,
as pustulas foram individualmente lavadas com de 50 ni de &gua mais Tween 20
(2%) e, com o auxilio de um pincel de cerdas finas, retirou-se 0 maximo de
urediniosporos, sem danificar o tecido hospedeiro. Em seguida, as pustulas foram
novamente lavadas, pararetirar os urediniosporos retidos no tecido foliar. A agua
das lavagens foi transferida para um tubo de ensaio, 0 volume completado para
2 mL e entdo as pustulas foram levemente secas com papel absorvente. Foram
feitas trés contagens do numero de urediniosporos em hemacitdmetro, sob
microscopio de luz. O ndmero de lesbes produzindo urediniosporos foi

observado ao longo das avaliagoes.

2.2. Severidade da doenca

Aos 12 dias da inoculagdo, as folhas de todos os tratamentos foram
fotografadas com camera digital (Olympus Camedia D46 Zoom). Estimou-se a

area foliar total e doente (area das lesdes) utilizando-se o software QD -
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Quantificacdo de Doencas (VALE et a., 2001); a proporcdo de area doente foi
estimada.

2.3. Avaliacéo microscopica do desenvolvimento do patégeno

Folhas jovens dos clones Dyg/-1, Dypy-2 € Dypy-3 foram inoculadas com
suspensdo concentrada de inéculo (10° urediniosporosmlL) das ragas, para
facilitar as observagbes microscopicas. A inoculagdo e incubacdo das plantas
foram realizadas como descrito no item 2.1.

Fragmentos de 6x10 mm do tecido foliar foram coletados 48 e 120 horas
apos ainoculacdo (h.ai.) e clareados em cloral hidratado (LONGO et al., 1994).
Apods cinco dias, os fragmentos foram montados em lactofenol e observados em
microscopio de luz, utilizando-se a técnica de contraste interferencial de
Nomarski (BENCHIMOL, 1996). Os tratamentos foram constituidos por trés
repeticOes, e cada repeticdo constituiu-se de uma planta. Em cada repeticéo,
avaliaram-se aproximadamente 20 sitios de infeccdo, individualizados no limbo
foliar. Na avaliagdo, foram quantificados o nimero de células-mée do haustorio
(HMC) e o nimero de haustorios e de ramificagdes de hifag/sitio de infeccdo. As
HMCs foram contadas quando as células estavam em intima associagdo com
células hospedeiras e que apresentavam septo bem delimitado, porém sem

formagao de haustorios.
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3. RESULTADOS

3.1. Quantificacdo de componentes de agressividade

Pela andlise estatistica dos componentes, a interagdo foi significativa
(p=0,01) paratodas as variaveis testadas, com excegao de frequiéncia de infeccéo
(Tabela l).

Tabela 1 - Vaores de F obtidos na andlise de variancia para as variaveis. nimero
médio de lesdesicm?, lesdes esporulando/cm? ~ soros/cmy?,
urediniosporos x 10°% lesdes, urediniosporos retidos no disco e
severidade da doenca (%)

Frequéncia Eficiéncia N°de Producéo de Estimativade  Severidade
deinfeccdo deinfeccdo soros/cm?® urediniosporos  urediniosporos (%)
(10%lesdio)  retidos no disco

Clone 2,95n.s 6,92ns 17,64ns 11,90 * 11,95* 36,57 *
Raca 2,29n.s 7,79n.s 1,55* 25,44~ 24,45* 1,64n.s
ClonexPatétipo 0,98n.s 16,50 * 39,31 * 14,37 * 17,90 * 29,79 *

* Significativo pelo teste F (p=0,01); n.s— ndo-significativo.
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3.1.1. Frequéncia de infeccéo

Independentemente da combinacéo clone x raga avaliada, ndo houve
diferenca quanto a frequiéncia de infeccéo. Entretanto, houve tendéncia de maior
nimero de lesbes pelaraca 2 nos clones Dygy-1, Dypy-2 € Dyry-3 e daraga 3 no
clone Dyr-3 (Figura 1). Histologicamente, em todos o0s clones,
independentemente do isolado inoculado, observaram-se no minimo
10 haustériog/sitio, e de 10-15 hifas/sitio foram estabelecidas 120 h.ai., a

excecdo do clone Dyry-2/raga 3, em que 0os numeros de haustorios e de hifas
foram menores que 2 (Figura 6).

@ Raca?2 M Raga3

NUmero de lesbes/cm?
N
o
1

o

Dyrv-1 Dyrv-2

Clones
Figural - Frequéncia de infeccdo das racas 2 e 3 de P. psidii nos clones Dygy-1,

Durv-2 € Dyry-3 de E. grandis, 12 dias ap0s a inoculacdo. Clones
Durv-1 e Dypy-2; suscetiveisaraca 2; e Dypy-1 e Dypy-3, araca 3.

3.1.2. Eficiéncia deinfeccdo

Diferencas significativas para os valores de eficiéncia de infecgdo foram
obtidas para as combinagdes entre clone e racas (p=0,01). As médias obtidas para

araca 2 em todos os clones ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
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Os valores obtidos na combinagdo daraga 3 com o clone Dyg,-3 foram trés vezes

maiores gque os obtidos pelareferidaracano clone Dyg/-1 (Tabela 2).

Tabela 2 - Eficiéncia de infeccdo* das racas 2 e 3 nos clones Dygy-1, Dyry-2 €
Durv-3, 12 dias apds a inoculacdo. Clones Dypy-1 € Dypy-2,
suscetiveisaraca 2; e Dyp/-1 € Dyry-3, araca 3

Clone Eficiénciade infeccdo

Raca 2 Raca 3
Dypy-2 0,0336 a 0,0000 b
Dyrv-1 0,0483 a 0,0505 b
Dyrv-3 0,0059 a 0,1472 a

Médias dos tratamentos nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey (p=0,05).

*Cada valor representa a raz&o entre média do nimero de pustula/cm™® e nimero
médio de urediniosporos inocul ados/cm?.

3.1.3. Producéo de urediniospor os

Pelo teste de Tukey (p=0,05), detectaram-se diferencas significativas
para as combinagdes incompativels (Dyr/-3/raca 2 e Dypy-2/raca 3) (Tabela 3) e
para nimero de soros/pustulas produzidos pela raca 3 nos trés clones testados
(Tabela 4).

O mesmo padréo de variagdo foi observado para 0 numero de
urediniosporos produzidos e retidos no disco utilizado. Analisando o
comportamento do clone suscetivel Dyr/-1 as ragas 2 e 3, a producéo de esporos
e 0os valores de area da uredinia foram duas e cinco vezes maior para a raga 3,

guando comparado com os valores obtidos naraga 2 (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 - Numero médio da &ea de uredinias (mm?), nimero de
uredinias/pustula e nUmero de urediniosporos/pustula para a raca
2 nos clones Dygy-1, Dypy-2 € Dypy-3

Clone Areadeuredinia  Numero de NUmero de Numero de
(mm?) sorog/pustula urediniosporos X urediniosporos
10%plstula retido no disco

Durv-1 0,0165+0,0044 12,56+ 3,73 a 2,70+ 0,30 a 74,80 £ 25,80 a
Durv-2  0,0156+0,03 1539+ 3,74a 1,70+ 0,60 a 49,00+ 7,12 a
Durv-3 0,00 + 0,00 0,00+0,00 b 0,00+0,00b 0,00 + 0,00 b

*Médias dos tratamentos nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p=0,05).

Tabela 4 - Numero médio da &ea de uredinias (mm?), nimero de
urediniag/pastula e nUmero de urediniosporos/pustula para a raca
3 nos clones Dypy-1, Dypy-2 € Dypy-3

Clone Areadeuredinia  Numero de NUmero de NUmero de
(mm?) soros/pustula urediniosporos x urediniosporos
10%pastula retido no disco

Durv-1  0,0548 £ 0,0054 1390+224 a 6,60+ 1,30 a 178,80+ 53,80 a
Durv-2 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 c 0,00+ 0,00b 0,00 + 0,00 b
Durv-3 0,0529+0,0025 965+1,22 b 7,60 + 2,00 a 212,87 + 70,10 a

*Médias dos tratamentos nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p=0,05).

3.1.4. Periodo latente

No clone Dygry-1, as ragas 2 e 3 apresentaram diferenca de 24 horas no
periodo latente médio. Maiores valores foram observados nas combinagbes com

araca 3, com 24 e 48 horas de diferenca no periodo latente nos clones Dygy-1 €
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Durv-2, respectivamente (Figura 2). Principalmente nos tratamentos com a
raca 2, observou-se grande variacdo nas leituras, provavelmente em decorréncia
da descontinuidade no periodo de esporulacéo das lesbes nestes tratamentos. Na
repeticdo do ensaio esse componente ndo ficou claramente definido em funcéo

desse padrdo de esporulagéo.
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Clones

Figura 2 - Periodo latente (horas) de duas racas de P. psidii em trés clones de
Eucalyptus grandis. Clone Dyg/-1, compativel com as duas ragas, e
Durv-2 e Dypy-3, diferenciadores das ragas 2 e 3, respectivamente.

3.1.5. Periodo infeccioso

Na combinacdo Dyr,-Lraca 2 houve um numero de pustula com
urediniosporos mais irregular que na combinacdo Dyp,-2/ragca 2 e naguelas
envolvendo a raga 3 (Figura 3A, B). Em todas as interagbes compativeis, 0
periodo médio de producéo de urediniosporos foi de 16 dias.

Maiores variagdes e menores médias foram observadas nas interagdes
envolvendo a raga 2 (Figura 3A). A descontinuidade de lesdes produzindo
esporos ficou também evidenciada nesse ensaio, gerando grande variagdo nos

dados de producdo de urediniosporos (Figura 4A). A raca 3 manteve uma
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Figura 3 - NUmero de pustulas com urediniosporos das racas 2 (A) e 3 (B) de
Puccinia psidii nos clones Dyry-1, Dypy-2 € Dyry-3 de Eucalyptus
grandis, apds cinco lavagens em intervalos de trés a quatro dias,
durante 15 dias.
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Figura 4 - NUumero de urediniosporos produzido por pustula em interagdes das
racas 2 e 3 de Puccinia psidii em clones de Eucalyptus grandis, apos
cinco lavagens em intervalos de trés a quatro dias, durante 15 dias.
Clones Dygry-1 e Dypy-2, compativeis com a raca 2 (A); e clones
Durv-1 e Dyps-3, compativeis com a raca (B). As barras
correspondem ao desvio-padréo do ensaio.

producdo média de 4 x 10° urediniosporos/mL da segunda até a dltima lavagem
das pustulas (Figura 4B). Esses dados corroboram os dados de producdo de

urediniosporos apresentados no ensaio de producéo de urediniosporos.
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3.2. Severidade da doenca

Efeitos significativos foram observados entre racas nos clones avaliados
(p=0,01). O desdobramento das interactes mostrou diferencas significativas para
as duas racas nos clones Dyp/-1 € Dyry-3. Maiores médias foram observadas

para a severidade nas interagbes Dyp/-3/raga 3 e Dypy-1/ raga 2 (Figura 5).
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Médias de tratamentos seguidas pelamesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p=0,05).

Figura 5 - Severidade de doenca nos clones Dyp/-1, Dypy-2 € Dyp/-3 de
Eucalyptus grandis inoculados com as ragas 2 e 3 de Puccinia psidii
e quantificada aos 12 d.a.i. Clones Dyry-1 e Dypy-2, compativeis
com araca 2; e clones Dyr/-1 e Dyry-3, compativeis com araca 3.

Severidade estatisticamente igual foi observada nos clones Dygy-2
suscetivel araca 2 e Dyry-3 que apresenta resposta de resisténcia do tipo HR para

estaraca.

3.3. Avaliacdo microscépica do desenvolvimento do patdgeno

Em todos os clones, independentemente da raga inoculada, o fungo

estabeleceu vesicula de infeccdo, pelo menos uma ramificacdo da hifa e um
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haustorio, 48 horas apos a inoculagcdo. Com excegdo da interacdo Dypy-2/raca 3,
aproximadamente 10 haustérios/sitio e 10-15 ramificagdes de hifag/sitio haviam
se formado em todos os tratamentos avaliados. Na interagdo Dygry-3/raga 2,
caracterizada por SO (reagdo HR-necroético), o nimero de haustorios e hifas de

infeccdo foi semelhante ap observado nas interagdes compativeis (Figura 6).
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Figura 6 - Numero médio de vesicula, haustérios, HMC e ndimero de hifas

formados pelas racas 2 e 3 de Puccinia psidii nos clones Dygy-1,
Durv-2 e Dypy-3 de eucalipto apos 48 e 96 horas da inoculagéo.
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4. DISCUSSAO

O desenvolvimento do patdgeno em um hospedeiro € resultado da
interacd0 genética entre ambos durante o processo de infeccdo (ZADOKS e
SCHEIN, 1979) e, dependendo da resisténcia da planta e viruléncia do patégeno,
pode resultar em maior periodo latente, menor nimero de pustulas e pustulas
com menor producdo de esporos (PARLEVLIET, 1985). Neste trabalho,
observou-se tendéncia de menor desenvolvimento para todos os componentes
avaliados nos clones inoculados com o isolado oriundo de goiabeira nas
condi¢bes ambientes testadas, exceto para o periodo latente, indicando que este
isolado pode ser menos adaptado ao eucalipto que o isolado oriundo de eucalipto.

Diferencas na freguiéncia de infecgdo ndo foram detectadas em nenhuma
das interacfes testadas, pois a resisténcia nesses gendtipos é tipicamente pos-
haustorial (XAVIER, 2001a). Assim, 0 patogeno desenvolve estruturas de
infeccdo no limbo foliar antes que os mecanismos de resisténcia atuem
restringindo o desenvolvimento deste. Esse inicio de infeccdo é observado como
pontuacOes de area verde-clara, e nas interagfes resistentes essas lesdes néo
evoluem, permanecendo como “flecks’, ou tornam-se necrosadas. Os valores
obtidos para FI neste trabalho foram muito superiores agueles determinados por
CASTRO et a. (1983), provavelmente em virtude da determinacéo em

amostragem, ao contrério deste trabalho, que ocorreu em areatotal.
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Os valores de eficiéncia de infeccdo para P. psidii variaram de 0,04 a0,1
e coincidem com os valores obtidos para Uromyces viciae-fabae (STATLER e
McVEY, 1987). A maior eficiéncia de infeccdo detectada na combinacdo da raca
3 com o clone Dygy-3 reflete a habilidade deste isolado em produzir propagulos
no maior numero de sitios de infeccdo estabelecidos e, indiretamente, indica
maior eficiéncia em colonizar o tecido do hospedeiro, nutrir-se e reproduzir-se.
Comparativamente, o valor obtido nessa interacdo foi de trés a quatro vezes
maior que nas demais combinagdes compativels. O desenvolvimento de uredinias
em lesdes na combinacdo raca 2/Dyr/-3, caracterizada como incompativel,
associado a quantificacdo de severidade, e os dados histol 6gicos demonstram que
araca 2, da mesma forma que a 3, colonizou o clone Dyg,-3, porém néo pode
finalizar seu ciclo neste hospedeiro. A classe SO e S1 no trabalho de
JUNGHANS (2000) esta associada a presenca de um gene de efeito principal e
outros genes de efeito menores em Eucalyptus grandis. Esses genes
possivelmente podem atuar na reducdo do desenvolvimento do patdégeno no
hospedeiro e narestricao da esporulagéo.

O periodo latente € um dos principais componentes indicadores do
sucesso reprodutivo do patdgeno e constitui bom indicativo de adaptagcéo do
isolado a0 hospedeiro (NELSON, 1979; ANTONOVICS e ALEXANDRE,
1989). A sua determinacdo permite estimar 0 nUmero de geracdes do patdégeno e
a possibilidade de desenvolvimento de epidemia severa num hospedeiro sob
condigbes favoraveis. Analogamente a este trabalho, periodos latentes mais
longos foram também observados por CASTRO et a. (1985) e CASTRO et al.
(1983) para os isolados de goiaba inoculados em diferentes clones e espécie de
eucalipto. A irregularidade no ndmero de pustulas esporulando diariamente
dificultou a determinacéo do PL nas combinacdes com araca 2.

O periodo infeccioso reflete a capacidade do patdgeno em gerar novos
individuos; no caso de ferrugens, constitui um fator importante para aumentar a
taxa de progresso da doenga no campo (ANTONOVICS e ALEXANDRE, 1989).
Estatisticamente, a producdo de urediniosporos ndo foi diferente nas interagoes

testadas, entretanto, no clone Dypy-1 suscetivel e com tipo de reagcdo S3 as duas
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racas, a médiafoi trés vezes maior nainteragcdo com araga 3, quando comparada
aos valores obtidos com a raga 2. A efémera duragdo de esporulacdo/pustula
observada nas avaliagOes diarias para determinacéo de periodo latente contribuiu
para aumentar a variabilidade nessa estimativa e, possivelmente, mascarou essa
diferenca. A producdo de urediniosporos € um componente fortemente
influenciado pela densidade de uredinias (PARLEVLIET, 1985), porém neste
trabalho o nUmero de uredinias foi semelhante. No entanto, quando se relacionam
os dados de producéo de esporos com o tamanho de uredinia, uma associagéo
entre 0 maior tamanho de uredinias e 0 maior nimero de urediniosporos nas
interacOes envolvendo araca 3 foi observada. A mesma associacdo foi detectada
por WILSON e SHANER (1989) em cultivares de triticale inoculados com
Puccinia recondita Rob. Ex Desm. f. sp. tritici e por THOME et al. (1997) em
Puccinia coronata Cda. F.sp. avenae em aveia. O numero de soros foi associado
ao tamanho de pustula na escala desenvolvida por JUNGHANS (2000). Contudo,
neste trabalho, clones compativeis com araga 3 e agrupados na mesma classe de
severidade diferiram para esse componente, e em ambos 0s clones os tamanhos
de uredinias foram semelhantes. O uso da escala é baseado em tamanho de
pustula, e esse parametro ndo foi estimado neste trabalho. Determinou-se
somente o0 tamanho de uredinias, porém nos clones compativeis com as duas
ragas ndo houve diferenca quanto a esta variavel. Nesse caso, um efeito de
compensacao de maior &rea de uredinia em lesdes com menor nimero de soros
pode explicar 0 mesmo numero de urediniosporos produzido pelo clone Dygy-3
(ZADOKS e SCHEIN, 1979).

A quantificagdo do nimero de hifas e haustorios néo reflete diretamente
a area doente, pois na mensuracdo da érea lesionada considerou-se a presenca de
halos amarelados, e esta regido ndo necessariamente esta associada a presenca de
estruturas do patogeno. A érea lesionada no clone Dyry-3 inoculado com araga 2
foi semelhante aos valores observados nas interacdes compativeis desta raca. A
avaliacdo histolégica apresentou valores semelhantes aos obtidos nas demais
interacOes compativeis, mostrando que as duas ragas possuem capacidade de

colonizar 0 hospedeiro; no caso dainteragdo com araga 2, o processo de infecgéo
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e interrompido na fase inicial de esporogénese. Dados histol 6gicos deste mesmo
clone quando inoculado com a raga 1 apresentaram ndmeros muito menores para
desenvolvimento de estruturas do patdgeno (XAVIER, capitulo 1) e
macroscopicamente, apresentaram uma resposta de HR-necrotico. A observagéo
de uredinias diminutas e posteriormente necrose no centro desta lesdo, aliada a
diferenca de desenvolvimento histologico na interagédo Dypy-3/raca 2, indica que
este isolado possui uma combinacéo de genes que confere maior capacidade de
colonizar o tecido hospedeiro que araga 1.

A andlise conjunta dos componentes avaliados demonstra menor
desenvolvimento em algumas fases do estabelecimento e da reproducdo do
patogeno. Essas diferencas possuem base genética e a interferéncia nas diferentes
fases € determinada por diferentes genes (ZADOCKS e SCHEIN, 1979;
WATSON, 1970). A resisténciaem E. grandis a ferrugem conferida por um gene
de efeito principal e por genes de efeito secundario (JUNGHANS, 2000) indica
gue plantas com gene de efeito principal e uma combinacdo favoravel de genes
de efeito secundario teriam provavelmente efeito de reduzir o desenvolvimento
do patdgeno e retardar o inicio da manifestacdo da doenca. A influéncia de genes
de efeito secundario € evidenciada neste trabal ho, principalmente, na producéo de
urediniosporos. Analogamente, pode-se inferir a existéncia de diferentes genes
nas ragas testados que possibilitam o desenvolvimento diferenciado dentro do
mesmo clone.

A producéo de esporos foi 0 componente mais varidvel paraaraga 2 de
P. psidii. A producdo abundante de urediniosporos, a existéncia de outros
hospedeiros, o curto ciclo de vida e o potencial de disseminagéo deste patogeno
pelo vento a longas distancias sdo aspectos epidemioldgicos extremamente
importantes e podem contribuir para aumentar a freqiéncia das racas 2 e 3 no
campo.

Os resultados mostraram que, comparativamente, a raga 3 apresentou
valores superiores no clone diferenciador aos da raga 2. No clone compativel as
duas racas (Dyry-1), a raca 3 apresentou capacidade maior de producéo de

urediniosporos do que a raga 2. Entretanto, a severidade de doengas neste clone
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foi superior paraaraga 2, e tanto eficiéncia de infecgdo como periodo infeccioso
foram semelhantes. I1sso demonstra a potencialidade destas ragas em causar
doenca no campo. Todavia, a ocorréncia e a agressividade destas ragas em clones
no campo devem ser monitoradas para que se possa inferir o desenvolvimento de
doenca no campo e subsidiar a selecéo e 0 manejo de clones a serem plantados, a

fim de evitar aumento dessas popul agbes.
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CONCLUSOES GERAIS

Avdliaram-se 0 desenvolvimento de P. psidii e as ateracdes
morfolégicas de células de clones de Eucalyptus grandis com resisténcia
completa do tipo HR e imunidade, resisténcia parcial e suscetivel quando
inoculados com a raca 1. Observou-se uma tendéncia de menor desenvolvimento
de estruturas de infecgdo do patdgeno com o aumento do nivel de resisténcia e
um maior nimero de células do hospedeiro, reagindo a presenca do patégeno.
Nos clones resistentes, a reacdo de resisténcia ocorreu apos a formacdo do
haustério, caracterizando-a como pos-haustorial. Estruturas de P. psidii foram
observadas ultra-estruturalmente pela primeira vez e evidenciou-se a auséncia de
espessamento da parte interna da célulamée do haustorio, comumente formada
na fase dicariotica de outras espécies ferrugem. Os haustorios observados foram
tipicamente ramificados. No clone Dygr,-3 com resposta do tipo HR haustérios
total mente degenerados foram observados 96 horas apos a inocul agéo.

Foram inoculados 21 isolados de P. psidii numa série de oito clones de
eucalipto e, pela reacdo nestes clones, identificaram-se trés reactes diferenciais.
Os isolados que incitaram essas reagdes foram denominados ragas 1, 2 e 3; duas
destas ragas foram oriundas de eucalipto e uma de goiabeira. A agressividade de
todos os isolados inoculados nos oito clones utilizados foi variavel e, de maneira

geral, os isolados de eucalipto foram mais agressivos gque os demais. Inocularam-

63



se 32 dos isolados obtidos em uma gama de plantas hospedeiras constituidas de:
jambeiro, eucalipto, goiabeira, jabuticabeira e pitangueira. As inoculactes
cruzadas mostraram que os isolados de eucalipto e jambeiro sGéo mutuamente
virulentos. Os isolados de goiabeira foram 100% virulentos ao eucalipto, e
apenas 50% foram virulentos a goiabeira (variedade Paluma). Adiciona mente,
observou-se neste ensaio a capacidade desses isolados testados em produzir-se
em diferentes hospedeiras, possibilitando a presenca constante de indculo
primario no campo. Para eucalipto essa informagdo € extremamente importante,
pois o clone inoculado desta espécie comportou-se como suscetivel a todos os
isolados testados nas inocul agdes cruzadas.

Isolados oriundos de goiabeira foram inoculados em clones das
variedades de Ogawa, Pauma e Kumagai e também apresentaram
comportamento diferencial.

As racas 2 e 3 encontradas neste trabalho ocorreram numa freqiéncia
relativamente baixa, e a possibilidade de esses variantes de P. psidii de causar
uma epidemia foi estimada pela comparagdo epidemiolégica dos componentes
de agressividade nas interagdes Dyry-1, Dyry-2, Dyry-3 inoculados com as ragas
2 e 3. Asragas 2 e 3 apresentaram severidade de doenca nos clones
diferenciadores (Dyry-2 € Dyry-3), caracterizados como S1 e S3,
respectivamente. Reducdo dos componentes de producdo de esporos foi
observada no clone diferenciador da raca 2 (Dyry-2). Maior periodo latente
também foi observado nessa interacdo. Maior nimero de urediniosporos e
severidade de doenca e menores periodos latentes foram observados nos clones
(Dyrv-1 e Dypy-3) inoculados com araga 3. Andlise conjunta dos dados indicam

que tanto araga 2 como araga 3 s30 capazes de causar doenca no campo.
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