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RESUMO

COSTA, Camila Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2021. Sobrevivéncia e
heranca da resisténcia a Erwinia psidii em eucalipto. Orientador: Acelino Couto Alfenas.

Erwinia psidii é, atualmente, um dos principais patégenos da eucaliptocultura no Brasil.
Embora seu manejo tem sido baseado no plantio de clones resistentes, pouco se sabe a respeito
do periodo de sobrevivéncia de E. psidii e o modelo de heranga da resisténcia de eucalipto a
doenca. Neste estudo, avaliou-se a translocacdo e a sobrevivéncia de E. psidii em diferentes
partes de mudas e minicepas de Corymbia torelliana e Eucalyptus spp., inoculadas e mantidas
por até quatro anos, bem como a heranca da resisténcia em sete familias de irmaos-completos
provenientes de cruzamentos interespecificos controlados. Os resultados deste trabalho
demonstram que E. psidii apresenta movimento principalmente basipetal até as raizes, onde
sobrevive por até quatro anos, tanto em minicepas suscetiveis quanto em minicepas resistentes.
A bactéria também foi detectada no caule, porém em menor frequéncia e em uma amostra de
broto. Seis modelos baseados na hipdtese de heranca genética monogénica ou controlada por
dois ou trés genes de efeito maior foram testados, entretanto, nenhum explicou totalmente os
padroes de segregacdo fenotipica observados para todas as familias estudadas. Dentre os
pardmetros genéticos estimados encontramos uma herdabilidade moderada (0,15 < hZ <
0,50), o que reforca a hipétese de multiplos genes envolvidos na resisténcia. Assim, os
resultados deste estudo indicam que a heranca da resisténcia de Eucalyptus spp. a E. psidii é

complexa e dependente de multiplos genes de efeitos aditivos e ndo-aditivos.

Palavras-chave: Seca de ponteiros. Eucalipto. Resisténcia genética. Melhoramento genético.

Deteccao de bactéria. Clonagem.



ABSTRACT

COSTA, Camila Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2021. Survival and
inheritance of resistance to Erwinia psidii in eucalyptus. Adviser: Acelino Couto Alfenas.

Erwinia psidii is currently one of the main pathogens of eucalyptus culture in Brazil. Although its
management has been based on planting resistant clones, little is known about the survival period of E.
psidii and the inheritance model of eucalyptus resistance to the disease. In this study, the translocation and
survival of E. psidii in different parts of seedlings and ministumps of Corymbia torelliana and Eucalyptus
spp., inoculated and maintained for up to four years, as well as the inheritance of resistance in seven
families of complete siblings, were evaluated from controlled interspecific crosses. The results of this work
demonstrate that E. psidii presents mainly basipetal movement up to the roots, where it survives for up to
four years, both in susceptible and resistant ministumps. The bacteria was also detected in the stem, but
less frequently and in a sprout sample. Six models based on the hypothesis of monogenic or controlled
genetic inheritance by two or three genes of greater effect were tested, however, none fully explained the
patterns of phenotypic segregation observed for all families studied. Among the estimated genetic
parameters we found a moderate heritability (0,15 < hZ < 0,50), which reinforces the hypothesis of
multiple genes involved in resistance. Thus, the results of this study indicate that the inheritance of
resistance in Eucalyptus spp. E. psidii is complex and dependent on multiple genes for additive and non-

additive effects.

Keywords: Dieback. Eucalyptus. Genetic resistance. Genetic breeding. Bacteria detection. Cloning.
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INTRODUCAO GERAL

O setor florestal brasileiro é reconhecido internacionalmente pelo manejo florestal
sustentdvel e alta produtividade de suas florestas plantadas (IBA 2020). O eucalipto é a esséncia
florestal mais plantada no Brasil, com area de aproximadamente 7,6 milhdes de hectares (IBA
2020). As plantagdes comerciais de eucalipto sustentam uma indudstria multibiliondria com
produtos diversificados como polpa de celulose, papel, carvdo para a industria siderdrgica,
dentre outros produtos sélidos (IBA 2020). Com a expansio das plantacdes para diversas
regides do pais favordveis a infeccdo, vdarios patdgenos ganharam importancia na
eucaliptocultura e, recentemente Erwinia psidii Rodrigues Neto, Robbs & Yamashiro 1988,
agente causal da seca de ponteiros do eucalipto (Coutinho et al. 2011, Arriel et al. 2014) vem
se destacando como um patégeno emergente da cultura.

Erwinia psidii foi relatada pela primeira vez na década de 1980, causando seca de
ponteiros em goiabeira (Psidium guajava L..) em S@o Paulo, Brasil (Rodrigues Neto et al. 1987).
Mais recentemente, E. psidii foi relatada como agente causal da seca de ponteiros em
Eucalyptus spp no Uruguai, na Argentina (Coutinho et al. 2011) e no Brasil (Arriel et al. 2014).
No Brasil, a doenga foi relatada em plantios clonais (E. urophylla x E. grandis) e seminais (E.
grandis e E. dunnii) nos estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul (Arriel
et al. 2014). Dependendo do local e da época do ano, a doenca pode incidir em quase 100% das
arvores, causando sérios prejuizos a cultura (Arriel et al. 2014).

Em Eucalyptus spp., les@o necrética arroxeada ou bronzeada no peciolo e ao longo da
nervura principal de folhas jovens, constitui sintoma marcador da doenca (Arriel et al. 2014).
A medida que a doenca progride, observam-se morte dos ponteiros, perda de dominéncia apical
e envassouramento das brotagdes emergentes, o que pode afetar o crescimento das arvores,
dependendo da intensidade da doenca (Coutinho et al. 2011, Arriel et al. 2014). Anélises mais

detalhadas, revelaram que tanto em secgdes do caule quanto de ramos jovens de plantas



infectadas € possivel observar exsudacdo macroscOpica e microscopica de pus, além da
descoloragdo dos tecidos internos do lenho (Arriel ef al. 2014, Montoya-Estrada et al. 2019).

Recentemente, Caires et al. (2020) demonstrou que E. psidii coloniza os vasos do
xilema, formando biofilme e é capaz de movimentar acropetal e basipetalmente no caule. A
bactéria também coloniza células do esclerénquima, parénquima e xilema de folhas e caule,
entretanto nao ha relatos da colonizacio dos vasos do floema (Caires et al. 2020). Por meio de
inoculagdes no sistema radicular, demonstrou-se que E. psidii penetra e coloniza raizes
primdrias e secunddrias, atinge o xilema, mas ndo movimenta ascendentemente até atingir o
apice caulinar (Montoya-Estrada et al. 2019). J4 quando inoculada nas gemas axilares do dpice
do caule, a bactéria ndo foi detectada nas raizes até 42 dias apds a inoculagdo (Montoya-Estrada
et al. 2019).

Em goiabeira, a poda e queima dos ramos doentes constituem as principais medidas de
controle da enfermidade (Marques et al. 2007). Entretanto, em eucalipto, tais medidas sdo
impraticaveis devido principalmente a grande extensao das dreas de plantio e ao elevado porte
das arvores. Para o eucalipto, a selec@o de clones resistentes em condi¢des controladas (Ferraz
et al. 2016) tem sido a principal estratégia de manejo da doenca. Apesar de fontes de resisténcia
a E. psidii terem sido identificadas em varias espécies de Corymbia e Eucalyptus (Caires et al.
2019), atualmente a porcentagem de clones comerciais resistentes a bacteriose € inferior a 25%
(Informag@o pessoal: Licio M. S. Guimaraes), o que limita a disponibilidade de clones para
plantio. Para aumentar o percentual de clones resistentes, ¢ fundamental a realizacdo de
cruzamentos controlados, baseado no conhecimento da base genética e do modelo de heranca
da resisténcia. Além disso, o entendimento do modo e tempo de sobrevivéncia da bactéria pode
embasar a obtencdo de mudas sadias para plantio. Recentemente, foi reportado que E. psidii

consegue sobreviver por até 90 dias como epifitica e saprofitica em restos de folhas de eucalipto
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e por periodo menor (5 a 15 dias) no solo (Lanna-Filho ef al. 2021). Entretanto, pouco se
conhece sobre a sobrevivéncia da bactéria dentro de plantas de eucalipto apds inoculacao.
Nesta Dissertacdo, avaliou-se mensalmente a translocacdo e a sobrevivéncia de E. psidii
em diferentes partes de mudas de um clone de E. urophylla x E. grandis até 180 dias apds a
inoculacdo, bem como em minicepas de C. torelliana e Eucalyptus spp. resistentes ou
suscetiveis aos quatro anos apds a inoculacao. Além disso, determinou-se 0 modelo de heranca
da resisténcia em mudas de sete familias provenientes de cruzamentos interespecificos entre

quatro genitores de Eucalyptus spp. com diferentes niveis de resisténcia a doenca.

REFERENCIAS

Arriel DAA, Fonseca NR, Guimardes LMS, Hermenegildo PS, Mafia RG, Borges Junior N,
de Souza HP and Alfenas AC (2014) Wilt and die-back of Eucalyptus spp. caused by
Erwinia psidii in Brazil. Forest Pathology 44: 255-265.

Caires NP, Guimaraes LMS, Hermenegildo PS, Rodrigues FA, Badel JL and Alfenas AC
(2020) Bidirectional colonization and biofilm formation by Erwinia psidii in eucalyptus
plants. Plant Pathology 69: 549-558.

Caires NP, Hermenegildo PS, Guimaraes LMS, Mafia RG, Zauza EAV, Junior NB, Badel JL
and Alfenas AC (2019) Host range of Erwinia psidii and genetic resistance of Eucalyptus
and Corymbia species to this pathogen. Forest Pathology 49: e12527.

Coutinho TA, Brady CL, Vaart M Van Der, Venter SN, Telechea N, Rolfo M, Perez C and
Wingfield MJ (2011) A new shoot and stem disease of eucalyptus species caused by
Erwinia psidii. Australasian Plant Pathology 40: 55-60.

Ferraz HGM, Demuner GA, Guimaraes LMS, Arriel DAA, da Silva AC, Junior NB, Mafia
RG and Alfenas AC (2016) Methods of inoculation and evaluation of Erwinia psidii in

eucalypt. Forest Pathology 46: 240-247.



11

Grattapaglia D and Kirst M (2008) Eucalyptus applied genomics: from gene sequences to
breeding tools. New Phytologist 179: 911-929.

IBA - Inddstria Brasileira de Arvores (2020) Relatério Anual. Sdo Paulo, Brasil, p. 123.
Available at <https://iba.org/datafiles/publicacoes/relatorios/relatorio-iba-2020.pdf>
Accessed on July 1, 2021.

Lanna-Filho R, Bieler FL and Junior NB (2021) Survival of Erwinia psidii in epiphytic, soil
and eucalyptus leaf debris conditions. Forest Pathology e12710.

Marques ASA, Coelho MVS, Ferreira MA silva V, Damasceno JPS, Mendes AP and Vieira
TM (2007) Seca dos ponteiros da goiabeira causada por Erwinia psidii: niveis de
incidéncia e aspectos epidemioldgicos. Revista Brasileira de Fruticultura 29: 488—493.

Montoya-Estrada CN, Costa CR, Badel JL, Guimaraes LMS and Alfenas AC (2019) Root
infection and aerial colonization of eucalypt host plants by Erwinia psidii. Tropical
Plant Pathology 44: 251-257.

Rodrigues Neto J, Robbs CF and Yamashiro T (1987) A bacterial disease of guava (Psidium

guajava) caused by Erwinia psidii sp. nov. Fitopatologia Brasileira 12: 354-350.



12

CAPITULO 1 - TRANSLOCACAO E SOBREVIVENCIA DE Erwinia psidii EM

MUDAS E MINICEPAS DE EUCALIPTO

Camila Ribeiro Costa', Samuel A. Santos'?, Licio M.S. Guimaries>*, Rafael F. Alfenas’,

Acelino C. Alfenas'”

! Laboratério de Patologia Florestal, Departamento de Fitopatologia, Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agricultura (BIOAGRO), Universidade Federal de Vicosa, 36570-900, Vicosa, MG,
Brasil.

2 Plant Health Program, Research and Development, Asia Pacific Resources International Ltd.
(APRIL), Pangkalan Kerinci, Riau 28300, Indonesia

3 Clonar Resisténcia a Doencas Florestais, Zona Rural, 36560-000, Cajuri, MG, Brasil

4 Sanidade e Protecao Florestal, Suzano S.A., Itapetininga, SP, Brasil

*Autor para correspondéncia. Departamento de Fitopatologia, Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agricultura (BIOAGRO), Universidade Federal de Vigosa, 36570-900, Vicosa, MG,

Brasil. E-mail: aalfenas @ufv.br (A.C. Alfenas).



13

RESUMO

A murcha e seca de ponteiros causada por Erwinia psidii é considerada uma das principais
doencas do eucalipto (Eucalyptus spp. € Corymbia spp.) no Brasil. Seu manejo tem sido
baseado principalmente na selecdo de clones resistentes. Entretanto, o tempo que a bactéria
permanece viva nos tecidos de mudas e minicepas continua desconhecido. Neste estudo,
avaliou-se, mensalmente por até 180 dias, a translocacdo e a sobrevivéncia de E. psidii em
folhas, ramos, caule e raizes de mudas de um clone hibrido (E. urophylla x E. grandis) e em
minicepas de Corymbia torelliana e Eucalyptus spp. resistentes ou suscetiveis aos quatro anos
apo6s a inoculagdo. Em mudas inoculadas nas gemas axilares apicais, a bactéria foi detectada
nas folhas somente no inicio da infec¢@o, aos 30 e 60 dias apds a inoculacdo (dai), nos ramos
laterais e no caule no periodo de 30 a 150 dai e nas raizes, de 60 a 180 dai. Em mudas inoculadas
no sistema radicular, E. psidii apresentou um baixo movimento acropetal, sendo detectada no
caule, somente aos 30 e 60 dai, embora tenha permanecido vidvel nas raizes por até 180 dai.
Em minicepas, E. psidii foi detectada no caule e nas raizes da maioria das espécies testadas, aos
quatro anos ap0s a inoculagdo por deposi¢ao de indculo nas gemas axilares, tanto em minicepas
suscetiveis como também nas resistentes. Em brotos a serem empregados para a producdo de
miniestacas, dentre as 71 minicepas avaliadas de oito espécies diferentes, E. psidii foi
encontrada apenas em uma Unica minicepa de E. sideroxylon. Tanto em mudas quanto em
minicepas, a bactéria foi detectada mesmo em plantas assintométicas o que indica uma possivel
disseminagdo do patégeno por mudas visualmente sadias. Os resultados deste estudo
demostraram que E. psidii sobrevive nos tecidos da planta por até quatro anos sem exibir

sintomas de infecdo, mas principalmente nas raizes de plantas vivas de eucalipto.

Palavras-chave: seca de ponteiros, eucalipto, deteccdo de bactéria, clonagem, resisténcia.
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INTRODUCAO

Erwinia psidii Rodrigues Neto, Robbs & Yamashiro 1988 é uma bactéria, pertencente
a familia Enterobacteriaceae, originalmente descrita como agente causal da seca de ponteiros
em goiabeira (Psidium guajava), no estado de Sao Paulo, Brasil (Rodrigues Neto et al. 1987) e
constitui atualmente um importante patégeno em eucalipto, no Uruguai, na Argentina
(Coutinho et al. 2011) e no Brasil (Arriel et al. 2014). No Brasil, a doenga em eucalipto foi
relatada em plantios clonais (hibridos de E. urophylla x E. grandis) e seminais de (E. grandis
e E. dunnii) nos estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul (Arriel et al.
2014). Dependendo do local e da época do ano, a doenga pode incidir em quase 100% das
arvores, levando a perda da dominancia apical e redugdo do crescimento (Arriel et al. 2014).

Lesdo necrética arroxeada ou bronzeada no peciolo e na nervura principal das folhas
jovens, conhecido também como sintoma marcador da doenca constitui um dos primeiros
sintomas em eucalipto (Arriel ef al. 2014). A medida que a doenga progride, observam-se
anelamento e a morte do ponteiro da haste principal, perda da dominancia apical, e
envassouramento das brotagdes emergentes, escurecimento dos tecidos internos do lenho,
reducdo do crescimento das drvores e do valor comercial da madeira para celulose e serraria
(Coutinho et al. 2011, Arriel et al. 2014). Em materiais genéticos altamente suscetiveis, E. psidii
pode causar murcha descendente, também conhecida como dieback, culminando com a morte
de arvores no campo (Arriel ef al. 2014). Exsudag@o macroscopica e microscopica de pus pode
ser observada a partir dos tecidos infectados (Arriel et al. 2014, Montoya-Estrada et al. 2019a).

Estudos recentes demonstraram que E. psidii coloniza os vasos do xilema,
esclerénquima e parénquima de folhas e caule de eucalipto (Montoya-Estrada er al. 2019a,
Caires et al. 2020). Uma vez nos tecidos da planta, a bactéria apresenta movimento bidirecional
(acropetal e basipetal) no caule, deslocando-se principalmente através dos vasos do xilema

(Montoya-Estrada et al. 2019a, Caires et al. 2020). O movimento acropetal ocorre de forma
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mais rdpida que no sentido basipetal (Caires er al. 2020). A bactéria também pode ser
encontrada em tecidos assintomaticos do caule de mudas de eucalipto (Montoya-Estrada et al.
2019a). Recentemente foi reportado que E. psidii é capaz de sobreviver no filoplano de florestas
de eucalipto por até 60 dias como epifiticas, bem como saprofiticas, em restos de folhas de
eucalipto infectadas, por até 90 dias, contudo, a bactéria ndo € capaz de sobreviver em solo ndo
estéril (Lanna-Filho ef al. 2021).

Quando inoculada via sistema radicular, E. psidii mostrou-se capaz de penetrar e
colonizar raizes primdrias e secunddrias, atingindo o xilema, entretanto ndo foi observado
movimento ascendente (Montoya-Estrada et al. 2019a). Por outro lado, quando inoculada na
parte apical do caule, a bactéria ndo foi detectada nas raizes até 42 dias apds a inoculagdo (dai)
(Montoya-Estrada et al. 2019a). Baseado nas evidéncias de que E. psidii é capaz de movimentar
em ambos os sentidos e que o movimento basipetal ocorre de forma mais lenta, especula-se que
a falta de deteccdo da bactéria nas raizes por Montoya-Estrada er al. (2019a) pode estar
relacionada ao curto periodo de incubagdo de 28 dai.

Embora o processo de colonizagdo da bactéria no caule esteja bem esclarecido, ainda ha
lacunas no conhecimento acerca da colonizacdo do sistema radicular e sobrevivéncia de E.
psidii na planta, uma vez que o periodo de incubacdo das plantas inoculadas foi relativamente
curto. Além disso, devido ao modo de produ¢do de mudas clonadas no eucalipto, € fundamental
entender a sobrevivéncia da bactéria em minicepas. Assim, no presente estudo avaliou-se, a
sobrevivéncia de E. psidii em mudas de um clone hibrido de E. urophylla x E. grandis,
inoculadas tanto via sistema radicular quanto via gemas axilares até 180 dai. Em outro ensaio
avaliou-se o tempo de sobrevivéncia da bactéria em minicepas de Corymbia e Eucalyptus

quatro anos apds serem inoculadas com a bactéria.
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MATERIAL E METODOS

Inoculacao de Erwinia psidii via parte aérea e sistema radicular de mudas de eucalipto

Cento e vinte mudas do clone CLR375 (E. urophylla x E. grandis), previamente
classificado como suscetivel a E. psidii (Licio M. S. Guimaraes, Clonar Resisténcia a Doenca
Florestais, Cajuri, Brasil, comunicacdo pessoal) foram transplantadas para sacolas plésticas de
6 L, contendo o substrato Carolina Soil (turfa de sphagnum 70%, casca de arroz carbonizada
20%, perlita 10%), enriquecido com superfosfato (6.0 kg m™) e osmocote (19:06:10) a 1,5 kg.
m™. As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura média de 28 + 5 °C e
fertilizadas quinzenalmente com solu¢do de NPK (05:10:30 a 6 g L'!). Aos 30 dias apés o
transplantio, as mudas foram inoculadas de duas formas: i) inoculacdo da parte aérea por
deposicdo de indculo nas gemas axilares de ramos apicais do caule (Ferraz et al., 2016) e ii)
inoculagdo do sistema radicular por imersdao em suspensdo bacteriana (Montoya-Estrada et al.
2019a).

Para as inoculacOes, utilizou-se uma cultura do isolado LPF534 de E. psidii,
caracterizado por Arriel et al (2014), da bacterioteca do Laboratério de Patologia
Florestal/Biagro/DFP/UFV. A cultura foi reativada a partir de uma suspensdo bacteriana,
armazenada em glicerol (30%) a -80 °C, transferida com o auxilio de ponteiras autoclavadas
para placas de Petri, contendo meio sélido 523 (Kado & Heskett 1970). As placas foram
mantidas em camara de crescimento por 48 h a 28 °C e a identidade das colonias bacterianas
foi confirmada por meio de Polymerase Chain Reaction (PCR) espécie-especifica (Costa,
2017).

Para inoculacio da parte aérea, fez-se um ferimento com alfinete estéril nas axilas dos
trés primeiros pares de folhas e em seguida, com auxilio de um palito de madeira autoclavado,

impregnou-se colonias bacterianas nos ferimentos de cada planta (Ferraz et al. 2016) Plantas
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inoculadas apenas com 4gua destilada estéril serviram de testemunha. Todas as plantas foram
incubadas em casa de vegetacdo com temperatura média de 28 = 5 °C até o final do
experimento.

Para inoculacdo do sistema radicular, ajustou-se uma suspensao bacteriana a uma ODs49
= 1, de aproximadamente 10’ UFC/ml, preparada em NaCl (0,85%) usando uma cultura pura
de 48h apds repicagem do isolado bacteriano. Efetuou-se a poda de um terco do sistema
radicular, com o auxilio de tesoura autoclavada, o qual foi imerso por 30 min na suspensao
bacteriana. Plantas com sistema radicular igualmente podado e imerso em &dgua destilada
autoclavada foram utilizadas como testemunha. Apds a imersdo, as plantas foram
transplantadas para sacolas pldsticas de 6L e cultivadas em casa de vegetacdo conforme

previamente descrito.

Inoculacdo de Erwinia psidii via parte aérea e formacao de minicepas de Corymbia

torelliana e Eucalyptus spp.

Para a obten¢@o das minicepas, empregaram-se mudas seminais com 60 dias de idade
previamente inoculadas por Caires ef al. (2019) com o isolado LPF534 por deposi¢do de in6culo
nas gemas axilares do dpice caulinar conforme descrito por Ferraz et al (2016). Apds avaliagao
da resisténcia, cada muda foi rebaixada por meio de podas sucessivas visando a formacao de
minicepas. As minicepas foram mantidas em vasos individuais de 2L contendo substrato
Carolina Soil, enriquecido com superfosfato (6.0 kg m™) e osmocote (19:06:10) a 1,5 kg. m™
em casa de vegetacdo com temperatura média de 28 £ 5 °C, fertilizadas quinzenalmente com
solucdio de NPK (05:10:30 a 6 g L") e podadas periodicamente por um periodo de quatro anos.

Setenta e uma minicepas previamente caracterizadas como resistentes ou suscetiveis a

E. psidii (Caires et al. 2019) foram utilizadas neste estudo (Tabela 1).
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Tabela 1. Nimero de minicepas resistentes ou suscetiveis a Erwinia psidii avaliadas por espécie.

N° de minicepas

Especie R* S+ Total
C. torelliana 2 1 3
E. camaldulensis 3 10 13
E. grandis 5 4 9
E. pellita 7 2 9
E. saligna 2 2 4
E. sideroxylon 5 2 7
E. tereticornis 12 1 13
E. urophylla 6 7 13

* Previamente fonotipadas como resistentes (R) e suscetiveis (S) por Caires et al. (2019).

Deteccao de Erwinia psidii em tecido vegetal

A deteccdo de E. psidii em mudas e minicepas foi realizada por meio de isolamento
indireto, seguido do teste de aglutinacdo e PCR. Inicialmente, fragmentos de tecido vegetal de
aproximadamente 5 x 5 mm foram desinfestados por transferéncia sucessiva em etanol 50%
por 30 segundos, NaOCl 1% por 90 segundos e enxaguados em dgua destilada esterilizada por
3 min. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para tubos de microcentrifuga de 2 mL,
contendo 1 mL de dgua destilada esterilizada e duas beads de tungsténio e macerados em
Tissuelyser (Qiagen Sciences Inc., Germantown, MD, USA) a uma frequéncia de 13 Htz por
2,5 min. O macerado foi transferido com alc¢a bacteriolégica esterilizada para placas de Petri
contendo meio 523 s6lido. As placas foram mantidas a 28 °C por 48 h. Apds incubacdo, colOnias
individuais circulares com bordas irregulares, de aspecto ressecado/fosco, coloracdao
esbranquicada a incolor e com crescimento mais lento em relacdo as demais colOnias
bacterianas, morfologicamente similares a E. psidii, foram transferidas para novas placas,
contendo 0 mesmo meio para obtencdo de culturas puras. Apds uma segunda incubacdo por 48
h a 28 °C, as colonias puras obtidas foram submetidas ao teste soroldgico de aglutinagdo com

anticorpos especificos para E. psidii (Montoya-Estrada et al. 2019b).
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Culturas bacterianas puras com resultado positivo pelo teste de aglutinagdo foram
submetidas a extracdo de DNA para uma confirmacdo por PCR. O DNA total foi extraido
utilizando o kit Wizard® (Promega, Madison, USA), seguindo as recomendacgdes do fabricante
para bactérias Gram-negativas. O DNA extraido foi espectrofotometricamente quantificado em
NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) e sua concentracdo final
ajustada para 15 ng uL™.

Os ensaios de PCR foram realizados em termociclador Veriti® (Applied Biosystems —
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) em um volume final de 15 ul [7,5 pl (1x) de
GoTaq® DNA Polymerase (Promega); 1,0 ul do reverse primer (10 mM); 1,0 ul do forward
primer (10 mM); 2 ul de suspensdo bacteriana e 3,5 ul de 4gua ultrapura esterilizada]. Utilizou-
se o par de primers GapA 6F (5-CGTTTCGAAGGCACTGTTGAAGTC-3") e 6R (5’-
CGGTTTTCTGCGTTGCGGTAG-3’), especificos para E. psidii (Costa, 2017) com a seguinte
programacao: ciclo inicial de desnaturag@o a 95 °C por 3 min, 32 ciclos de amplificacdo [94 °C
por 1 min (desnaturacio), 68 °C por 30 segundos (anelamento dos primers), 72 °C por 2 min
(elongacdo)] e extensdo final a 72 °C por 5 min (Costa, 2017). O DNA do isolado LPF534 de
E. psidii foi utilizado como controle positivo, enquanto que dgua ultrapura esterilizada serviu
de controle negativo.

O produto de PCR foi separado por eletroforese em gel de agarose 2,0% (m v'') a4 V
cm’! por 90 min em tampdo 1X TBE [Tris-borato 90 mM; EDTA 2,0 mM; pH 8,0]. O gel foi
contrastado com brometo de etidio (1,0 ug mL7') e visualizado em sistema de
fotodocumentacgdo de gel L-PIX (Locus Biotechnology Inc., Morrisville, NC, USA). O tamanho
dos fragmentos amplificados foi estimado por comparacdo com 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen — ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Considerou-se como resultado
positivo, as amostras que apresentaram amplificacdo de fragmento de DNA com peso molecular

igual ao do controle positivo (~ 400bp) (Costa, 2017).
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Translocacao e sobrevivéncia de Erwinia psidii em mudas e minicepas de eucalipto

As plantas inoculadas via parte aérea ou sistema radicular foram monitoradas
semanalmente durante o primeiro més apds a inoculacdo para observacdo dos sintomas
induzidos por E. psidii. A translocagdo e a sobrevivéncia de E. psidii foram avaliadas aos 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dai, através de detec¢ao da bactéria em raizes, caule, ramos e folhas das
mudas inoculadas. Para cada tempo de avaliagdo foram amostradas cinco plantas para cada
método de inoculacdo, além de cinco plantas controle (inoculadas com dgua destilada). Em
cada planta amostrada (repeticao = unidade amostral), aproximadamente 20 fragmentos de 5 x
5 mm de tecido vegetal foram retirados de cada parte da planta (folha, ramo, caule e raiz) em
diferentes pontos representativos, os quais foram analisados como 1 pool. Cada pool foi
transferido para um tubo de microcentrifuga de 2 mL separadamente. Cada tubo foi
devidamente identificado e utilizado para os ensaios de deteccdo, conforme detalhado
anteriormente. Além disso, fragmentos representativos de cada parte da planta foram
submetidos ao teste de exsudacdo em gota para observacdo de exsudacdo de pus bacteriano,
conforme descrito por Alfenas & Mafia (2016).

Para as minicepas, a translocacdo e sobrevivéncia de E. psidii foram avaliadas por meio
de deteccao da bactéria em raizes, caule e brotos. A amostragem foi realizada da mesma forma
como descrito acima para mudas, porém a avaliacdo foi realizada em periodo Unico de
aproximadamente quatro anos apds a inoculacao.

Os dados de sobrevivéncia de E. psidii foram computados de forma qualitativa como
presenca ou auséncia e analisados de forma descritiva. Para cada avaliacao, a frequéncia média
de detec¢do da bactéria foi obtida a partir do nimero de amostras positivas em relagdo ao total

avaliado.
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RESULTADOS

Translocaciao e sobrevivéncia de Erwinia psidii em mudas de eucalipto

As mudas inoculadas na parte aérea apresentaram sintomas tipicos de infec¢do causada
por E. psidii aos 30 e 60 dai como bronzeamento da nervura principal das folhas, lesdes e cancro
no caule, morte e perda de dominancia apical (Figuras 1A-C). Apds esse periodo, as folhas com
necrose foram abortadas e ndo foi observado sintomas nas folhas remanescentes ou em novas
folhas emitidas. Além disso, os cancros no caule ndo progrediram. Apesar da perda de
dominancia apical, as plantas retomaram o crescimento, mas bifurcaram (Figura 1D) e
apresentaram escurecimento nos tecidos internos do caule e raiz (Figuras 1E-F). Ja as plantas
inoculadas via sistema radicular ndo apresentaram sintomas de infec¢do na parte aérea
independentemente do tempo de avaliacdo. Plantas testemunhas, inoculadas apenas com dgua
destilada estéril, permaneceram assintomadticas independentemente do tempo de avaliacdo.

Detectou-se Erwinia psidii em todos os tempos de avaliacdo em a0 menos um dos 0rgaos
quando as plantas foram inoculadas nas gemas axilares (Figura 2). Aos 30 dai, o patdégeno foi
detectado com maior frequéncia nas folhas (60%), seguido de ramos (20%) e caule (20%). Ja
aos 60 dai, E. psidii foi detectada em todos os 6rgdos inclusive em maior frequéncia (60%) na
raiz (Figura 2). A partir dos 90 dai, a bactéria deixou de ser detectada nas folhas e foi mais
frequente no caule (80%). Aos 150 dai, E. psidii deixou de ser detectada nos ramos,
sobrevivendo apenas nos tecidos do caule e raiz, com a mesma frequéncia de detec¢do (20%),
respectivamente (Figura 2). Aos 180 dai, o patogeno foi detectado apenas nas raizes (Figura 2).
A presenca de E. psidii no tecido vegetal também foi confirmada através de analise molecular,
por meio de PCR espécie-especifica (Figura 3).

Nas plantas inoculadas via sistema radicular, independentemente do tempo de avaliacao,

E. psidii foi detectada somente no caule e nas raizes (Fig.2; Fig. 3). No caule, a bactéria foi
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detectada apenas aos 30 e 60 dai, porém em baixa frequéncia (20%) nas plantas avaliadas (Fig.
2; Fig. 3). Ja nas raizes E. psidii foi encontrada em alta frequéncia na maioria dos periodos
avaliados, especialmente aos 30, 90 e 120 dai (Fig. 2; Fig. 3).

Para ambos os métodos de inoculacdo, E. psidii foi detectada em plantas sintomaticas e
assintomdticas (Tabela 2). Embora muitas plantas apresentassem sintomas, como
escurecimento interno do tecido, cancros no caule e bifurcacdo, além de exsudacdo de pus
bacteriano em andlise microscopica, nao foi possivel isolar/detectar a bactéria através de PCR

(Tabela 2).
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Figura 1. Sintomas observados em plantas do clone CLR375 (Eucalyptus urophylla x E.
grandis) inoculadas com Erwinia psidii e avaliadas aos 30 (A), 60 (B e C) e 180 (D-F) dias
apos a inoculagdo por deposi¢do de indculo nas gemas axilares de ramos apicais. A. Lesdo foliar
arroxeada na nervura principal (seta). B. Lesdes e cancro no caule (setas). C. Morte do ponteiro
(seta) e perda da dominancia apical. D. Morte do dpice caulinar (seta) e bifurcacdo (detalhe).
E-F. Escurecimento dos tecidos interno (setas) do caule e das raizes, respectivamente.
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Figura 2. Deteccdo de Erwinia psidii em folha, ramo, caule e raiz de plantas do clone CLR375
(Eucalyptus urophylla x E. grandis) em plantas inoculadas nas gemas axilares e via sistema
radicular ao longo do tempo.
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Inoculagao: Método 1

150 dai 180 dai

Inoculagdo: Método 2

120 dai 150 dai 180 dai

Figura 3. Deteccdo de Erwinia psidii em folha, ramo, caule e raiz de plantas do clone CLR375 (Eucalyptus urophylla x E. grandis) ao longo do
tempo por PCR usando os primers GapA 6F e 6R, especificos para E. psidii. Amostras com fragmento de ~400bp no gel de agarose foram
consideradas positivas. Método 1: plantas inoculadas por deposicdo de inculo nas gemas axilares de ramos apicais. Método 2: Plantas inoculadas
via sistema radicular. 1Kb = marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); +C = controle positivo (DNA E. psidii); -C =
controle negativo (4gua destilada autoclavada).
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Tabela 2. Exsudacdo microscépica e deteccdo de Erwinia psidii via PCR espécie-especifica em plantas sintomdticas e assintomadticas do clone
CLR375 (Eucalyptus urophylla x E. grandis) inoculadas via parte aérea ou sistema radicular

DAT?

Inoculacao via parte aérea

Inoculacio via sistema radicular

Parte da planta Sintoma® Exsuda}g a0 Confirmacdo E. psidii ¢ | Sintoma® Exsuda,ga.o Confirmagcio E. psidii ©
microscépica microscépica
Folha 35 15 35 05 o5 o5
20 Ramo ol5 1[5 1|5 ols of5 of5
Caule 305 305 205 05 ols 15
Raiz ols 05 ols 305 ols 45
Folha 15 o5 15 o5 o5 o5
0 Ramo 35 1[5 25 ols of5 of5
Caule 305 1I5 1|5 05 ols 15
Raiz ols 05 305 1l 1|5 205
Folha ofs 05 ofs 05 ofs ofs
%0 Ramo ofs ofs 1|5 ofs ofs ofs
Caule 25 ofs 3|5 ofs ofs ofs
Raiz 05 05 1|5 45 205 305
Folha ofs 05 ofs 05 o5 o5
120 Ramo 25 1|5 25 ofs ofs ols
Caule 3|5 ofs 1|5 ofs ofs ofs
Raiz 25 ols 1|5 25 ols 45
Folha 05 05 05 05 0f5 05
150 Ramo ol 05 ol 05 05 ols
Caule 4l ofs 1|5 ofs ofs ofs
Raiz 25 ols 1|5 5l5 ols 1|5
Folha 05 05 05 05 05 05
150 Ramo ols 05 ols 05 0[5 05
Caule 45 05 ol 05 0[5 05
Raiz ols 05 1|5 505 ols 205

Nidmero de amostras positivas | Total de amostras avaliadas.
 Dias ap6s a inoculagio.
b Sintomas incluem mancha foliar, cancro, bifurcagdo e escurecimento interno.
¢ Confirmacao molecular através de PCR espécie-especifica.
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Translocacao e sobrevivéncia de Erwinia psidii em minicepas de eucalipto
Independentemente do nivel de resisténcia das minicepas, E. psidii foi detectada na
maioria das espécies avaliadas, principalmente no caule e nas raizes (20% e 30%
respectivamente), aos quatro anos apos a inoculagdo (Tabela 3; Fig. 4). Em brotos, E. psidii foi
encontrada apenas em uma Unica minicepa de E. sideroxylon, previamente classificado como
resistente (Caires et al. 2019) (Tabela 3; Fig. 4). Em E. pellita, nao se detectou a bactéria em
nenhum dos O6rgdos avaliados, mesmo em minicepas previamente classificadas como
suscetiveis, embora tenha sido observado sintomas de escurecimento interno do tecido vegetal
e exsudacdo microscépica (Tabela 3; Fig. 4). Entretanto, ndo foi confirmado por PCR que o
escurecimento e a exsudacdo eram devido a E. psidii (Tabela 3). Além de E. pellita, apenas em
E. camaldulensis ndo foi possivel detectar E. psidii nas minicepas, mas diferentemente do
observado para E. pellita essa ndo deteccdo ocorreu apenas nas minicepas previamente

classificadas como resistentes (Tabela 3).
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Figura 4. Deteccdo de Erwinia psidii em broto, caule e raiz de minicepas de Corymbia e
Eucalyptus ssp. aos quatro anos apds serem inoculadas por deposicdo de inoculo nas gemas
axilares apicais, por PCR usando primers os primers GapA 6F e 6R, especificos para E. psidii.
Amostras com fragmento de ~400bp no gel de agarose foram consideradas positivas. 1Kb =
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); +C = controle positivo (DNA
E. psidii); -C = controle negativo (dgua destilada autoclavada). As mudas que deram origem as
minicepas foram previamente avaliadas por Caires et al. 2019.



29

Tabela 3. Exsudacdo microscopica e deteccdao de Erwinia psidii em minicepas de Corymbia torelliana e diferentes espécies de Eucalyptus, aos
quatro anos apds inoculagdo nas gemas axilares apicais

Resistentes® Suscetivel®
. Parte da . »  Exsudacdo  Confirmacao ‘. Parte da . ,  Exsudagdo Confirmagao

Especie Planta Sintoma Microscépica  E. psidii© Especie Planta Sintoma Microscopica  E. psidii
Broto 0|2 0|2 02 Broto 0|1 0|1 0|1
C. torelliana Caule 22 02 02 C. torelliana Caule 0|1 1)1 0|1
Raiz 22 o 112 Raiz o1 11 o[1
Broto o3 o3 o3 Broto 0[10 0[10 0[10
E. camaldulensis ~ Caule 13 13 03 E. camaldulensis Caule 9|10 7|10 2|10
Raiz 13 o3 o3 Raiz 6[10 410 3[10
Broto 0|5 0|5 05 Broto 0l4 0l4 0l4
E. grandis Caule 45 15 3|5 E. grandis Caule 4/4 1|4 1|4
Raiz 15 ols 25 Raiz 34 34 34
Broto 0|7 0|7 0|7 Broto 0|2 0|2 0|2
E. pellita Caule 5|7 2|7 0|7 E. pellita Caule 112 12 02
Raiz 6|7 117 o7 Raiz 212 112 o2
Broto 02 02 02 Broto 02 02 02
E. saligna Caule 12 02 112 E. saligna Caule 2|2 02 02
Raiz 112 o2 02 Raiz 112 o2 22
Broto 0|5 0|5 15 Broto 02 02 02
E. sideroxylon Caule 45 45 15 E. sideroxylon Caule 2|2 112 02
Raiz 2l5 ols 2l Raiz 112 o2 12
Broto 0]12 0]12 0|12 Broto 0|1 0|1 0|1
E. tereticornis Caule 12|12 5|12 3|12 E. tereticornis Caule 1)1 1)1 1)1
Raiz 6|12 112 2012 Raiz of1 o1 o1
Broto 1|6 0|6 0|6 Broto 0|7 0|7 0|7
E. urophylla Caule 516 2|6 116 E. urophylla Caule 6|7 27 117
Raiz 416 3l6 36 Raiz 67 217 217

Numero de amostras positivas | Total de amostras avaliadas.

# Previamente avaliadas como resistentes e suscetiveis por Caires et al. (2019).
b Escurecimento interno.

¢ Confirmagao molecular através de PCR espécie-especifica.
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DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que o tempo de sobrevivéncia de E. psidii varia
de acordo com o 6rgdo da planta em que a bactéria se encontra alojada. Em plantas do clone
CLR375 (Eucalyptus urophylla x E. grandis), mesmo quando inoculadas nas gemas axilares
apicais, a bactéria foi detectada em folhas e ramos apenas no inicio do processo infeccioso,
sendo que aos 180 dai E. psidii foi encontrada somente nas raizes. Além disso, quando
inoculada via sistema radicular o patégeno apresenta um pequeno movimento acropetal, sendo
encontrado no caule aos 30 e 60 dai, porém ndo atinge outros 6rgaos aéreos e a partir dos 90
dai permanece sobrevivendo apenas no sistema radicular. J4 em minicepas de C. forelliana e
Eucalyptus spp., avaliadas 4 anos apds a inoculagdo nas gemas axilares apicais Erwinia psidii
foi detectada principalmente nas raizes e caules.

Estudos anteriores revelaram que E. psidii € capaz de colonizar células do parénquima,
esclerénquima, e principalmente vasos do xilema, além de se movimentar no caule tanto no
sentido acropetal quanto basipetal (Montoya-Estrada et al. 2019a, Caires et al. 2020).
Colonizacao bidirecional do xilema tem sido reportada para diferentes bactérias fitopatogénicas
como Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis em tomate (Xu et al. 2010), Erwinia
amylovora em maga (Bogs et al. 1998), Erwinia tracheiphila em meldo e abobrinha (Vrisman
et al. 2016), além de Xanthomonas campestris pv. vitians em alface (Barak et al. 2002). Apesar
de colonizar bem o xilema e formar biofilme dentro dos vasos, ndo ha evidéncias de que E.
psidii coloniza o floema (Caires et al. 2020). Assim, o seu movimento descendente pode ser
explicado pela pressdo negativa no xilema decorrente de uma baixa absorc¢ao de dgua nas raizes
ou reducgdo da taxa de transpiracdo nas folhas (Bogs et al. 1998, Tattar & Tattar 1999). Uma
segunda hipétese, seria uma movimentagdo ativa mediada por estruturas especializadas. Por
exemplo, Xylella fastidiosa coloniza os vasos do xilema de seus hospedeiros contra o fluxo de

dgua devido a formacao de pili (Meng et al. 2005). Outro exemplo € Ralstonia solanaceraum
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agente causal da murcha bacteriana do eucalipto, que coloniza vasos do xilema formando
biofilme em gendtipo susceptivel e apresenta movimentacdo bidirecional no caule através do
tecido vascular (Freitas et al. 2021).

Quando inoculada na parte aérea (gemas axilares) foi possivel observar sintomas
tipicos de infeccdo por E. psidii como necrose arroxeada na nervura central, cancro no caule,
morte do ponteiro apical, perca da dominancia e superbrotamento/envassouramento. No
entanto, quando inoculada via sistema radicular nenhum sintoma foi observado na parte aérea,
0 que corrobora com resultados anteriores observados (Montoya-Estrada et al. 2019a). Além
disso, Montoya-Estrada ef al. (2019a) observaram que quando a bactéria foi inoculada via
sistema radicular, ela colonizou raizes, mas nio apresentou movimento ascendente para outros
orgdos da planta, o que pode ser atribuido ao curto periodo de avaliagdo (28 dai), uma vez que
no presente estudo detectamos a bactéria no caule aos 30 e 60 dias apds ter sido inoculada nas
raizes.

No presente estudo, E. psidii foi detectada mesmo em tecidos de plantas assintomaticas,
inclusive em mincepas de diferentes espécies de eucalipto apds quatro anos de terem sido
inoculadas, independentemente do nivel de resisténcia. Dentre as 71 minicepas avaliadas de
oito espécies de Corymbia e Eucalyptus, E. psidii foi detectada nas brotacdes de uma minicepa
de E. sideroxylon. Porém no caule, E. psidii foi detectada em 14 minicepas de cinco espécies
distintas, enquanto que na raiz a bactéria foi detectada em 22 minicepas também em 5 espécies
distintas, o que reforca a hipdtese levantada por Montoya-Estrada et al. (2019a) de que E. pidii
pode ser disseminada por mudas assintomaticas. Nesse estudo, a deteccdo da bactéria em
minicepas foi realizada em uma tnica andlise (4 anos apds inoculacdo). Assim, avaliacdes
sequenciais ao longo do tempo serdo importantes para esclarecer a translocacdo da bactéria da
minicepa para o broto ji que € a principal estratégia de manejo da doenca tem sido a selecdo e

plantio de clones de eucalipto resistentes (Caires et al. 2019). Conforme demonstrado nesse
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estudo, E. psidii é capaz de sobreviver por virios anos em minicepas assintomdticas, as quais
podem servir como veiculo de dissemina¢do do patégeno do viveiro para o campo. Contudo,
novos estudos sao necessdrios para investigar se a bactéria recuperada do sistema radicular ap6s
quatro anos da inocula¢cdo manteve sua patogenicidade.

O isolamento em meio de cultura, seguido de PCR espécie-especifica tem sido um
método de deteccdo seguro para estudos de sobrevivéncia de bactérias fitopatogé€nicas em
amostras de tecido vegetal (Jiang et al. 2016). Entretanto, bactérias no estado vidvel, mas nao
cultivavel (VBNC) ndo crescem em meios de cultura, mas podem constituir ameaga aos seus
hospedeiros, ja que podem se tornar virulentas apds reativacao (Xu et al. 1982, Maertens et al.
2021). O estado de VBNC foi relatado inicialmente em Escherichia coli e Vibrio cholerae 0(Xu
et al. 1982), mas desde entdo tem sido amplamente estudado e atualmente ja foi reportado em
aproximadamente 101 espécies de bactérias (Zhang et al. 2021). Quando no estado VBNC, as
bactérias reduzem o metabolismo, a taxa de crescimento e o tamanho celular (Zhang et al. 2021)
e reduz consequentemente sua necessidade de energia (Pinto et al. 2015, Bodor et al. 2020). O
estado VBNC € considerado uma das principais estratégias de sobrevivéncia a longo prazo para
bactérias fitopatogénicas e € induzido por diversos fatores como falta de nutrientes e estresses
fisicos, quimicos e ambientais (Oliver 2005, 2010, 2016, Navarrete & De La Fuente 2014, Pinto
et al. 2015, Jiang et al. 2016, Gample et al. 2019). Para vérias bactérias fitopatogénicas, uso de
fontes de cobre tem sido constantemente associado a indugdo do estado VBNC (Grey & Steck
2001, Van Overbeek et al. 2004, Ordax et al. 2006, 2009, Del Campo et al. 2009, Santander et
al. 2012, Jiang et al. 2016, Kan et al. 2019). VBNC € um estado reversivel. Em condigdes
favoraveis, as células bacterianas podem reativar seu metabolismo e se multiplicarem, saindo
do estado VBNC e inclusive retomar sua patogenicidade (Santander ef al. 2012, Pinto et al.
2015, Jiang et al. 2016, Kan et al. 2019). Em viveiros, principalmente em minijardim clonal e

casas de crescimento e rustificacdo, fontes de cobre sio comumente usadas como
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micronutrientes via fertirrigacdo ou pulverizacdo foliar, como também em aplicacdo de
fungicidas cupricos para manejo de doencas (Alfenas et al. 2009, Medeiros et al. 2021). Nesse
estudo, observou-se que o ndmero de plantas sintomadticas, mas que ndo foi possivel detectar a
bactéria, aumentou com o passar do tempo. Assim, € possivel especular que a sobrevivéncia de
E. psidii por longo periodo mesmo em minicepas resistentes, pode estar relacionada a esse
mecanismo, comum em outras fitobactérias, incluindo Erwinia amylovora (Ordax et al. 2006,
2009, Santander et al. 2012). Portanto, estudos para elucidar a ocorréncia de VBNC em E. psidii
sdo relevantes, ja que ainda ndo se sabe as consequéncias de se ter a bactéria alojada nas raizes,
e uma vez que a bactéria estd na planta, existe a possibilidade de transmissao por miniestaquia,
podendo afetar a principal estratégica de manejo da doenca em eucalipto, que consiste na

selecdo e no plantio de clones resistentes.

CONCLUSOES
Os resultados deste trabalho permitem concluir que:
a) Erwinia psidii € capaz de migrar da parte aérea para as raizes de eucalipto, onde
sobrevive por até 4 anos.
b) Erwinia psidii foi detectada em mudas assintomaticas, o que indica a possibilidade
de disseminagdo da doenca no campo por meio do plantio de mudas infectadas,

porém assintomaticas.
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RESUMO

A seca de ponteiros causadas por Erwinia psidii tem sido considerada uma importante
doenca em plantios comerciais de eucalipto (Eucalyptus spp.). O controle da doenga € realizado
por selecdo e plantio de clones resistentes. Entretanto, o nimero de materiais genéticos de ponta
e resistentes a bacteriose tem sido baixo. Uma alternativa para aumentar o nimero de clones
resistentes € a realizacao de cruzamentos direcionados, sendo fundamental para o sucesso dessa
estratégia o conhecimento da herancga da resisténcia. Com esse objetivo, avaliou-se a resisténcia
em 618 plantas, derivadas de sete familias de irmaos-completos de Eucalyptus spp.. Plantas
inoculadas das sete familias variaram quanto a expressdao dos sintomas, o que confirma que
houve segregacdo para resisténcia a E. psidii. Seis modelos baseados nas hipéteses de heranca
monogeénica ou controlada por dois ou trés genes de efeito maior foram testados, entretanto
nenhum deles explicou totalmente os padrdes de segregacio fenotipica observados. Dentre as
sete familias avaliadas, vdrias plantas ndao desenvolveram nenhum sintoma de infeccao
(resisténcia completa ou qualitativa), entretanto, um elevado nimero de plantas apresentou
sintoma intermedidrio, que geralmente estd associado a resisténcia quantitativa. Além disso,
dentre os parametros genéticos estimados encontramos uma herdabilidade moderada (0,15 <

h2 < 0,50), o que reforca a hipétese de miltiplos genes envolvidos na resisténcia.

Palavras-chave: Resisténcia genética, melhoramento genético, eucalipto, cruzamentos

interespecificos, dieback.
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INTRODUCAO

O eucalipto (Eucalyptus spp. L’Hér) ¢ a esséncia florestal mais plantada no Brasil (IBA
2020). As plantacdes comerciais de eucalipto sustentam uma indudstria multibilionédria de
produtos diversificados como polpa de celulose, papel, carvdo para a industria siderdrgica,
dentre outros produtos sélidos (IBA 2020). Com a expansio da fronteira florestal e as mudangas
climéticas, vérios patégenos ganharam importancia na eucaliptocultura ao longo dos anos.
Dentre as principais doengas do eucalipto, destaca-se a seca de ponteiros causada por Erwinia
psidii. A doenca foi reportada pela primeira vez em eucalipto em 2011 na Argentina e no
Uruguai (Coutinho et al. 2011). Subsequentemente, E. psidii também foi relatada causando
danos em plantacdes de eucalipto no Brasil (Arriel et al. 2014). Desde entdo a doenga tem
ganhado importincia e atualmente € considerada uma das principais doencas da cultura
afetando as planta¢des comerciais de eucalipto no pais.

Os principais sintomas observados em plantas de eucalipto sdo lesdes necrdticas
arroxeadas ou bronzeadas no peciolo e nervura principal das folhas jovens, morte dos ponteiros
e perda da dominancia apical (Arriel et al. 2014) Erwinia psidii coloniza os vasos do xilema,
formando biofilme e é capaz de translocar acropetal e basipetalmente no caule (Caires et al.
2020). A bactéria também coloniza esclerénquima e parénquima de folhas e caule, entretanto
nao h4 relatos da colonizacdo dos vasos do floema (Caires et al. 2020). Quando inoculada via
sistema radicular, a bactéria também é capaz de penetrar nas raizes primadrias e secunddrias,
atingindo o xilema (Montoya-Estrada et al. 2019). A coloniza¢do dos vasos, causa obstru¢ao
vascular e compromete o fluxo de dgua e sais minerais, causando a seca de ponteiros, principal
sintoma da doenca. Em casos de plantas altamente suscetiveis, o patégeno se multiplica
rapidamente nos tecidos da planta causando reducdo do crescimento, seca de ponteiros que

rapidamente evolui para morte descendente da planta, conhecida também como die-back

(Coutinho et al. 2011).
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Por se tratar de uma infec¢do sistémica, uma vez que a planta estd infectada ndo ha
medidas de controle curativo eficazes para a doenga, podendo causar perdas significativas,
devido a rdpida multiplicacdo do patégeno nos tecidos e auséncia de produtos quimicos com
eficicia comprovada. Em outras culturas, como a goiabeira, as principais medidas
recomendadas para o controle de E. psidii sdo a poda e a queima dos ramos doentes (Marques
et al. 2007). Entretanto, em eucalipto medidas de controle semelhantes sdo impraticdveis devido
principalmente a grande extensdo das dreas cultivadas e ao porte elevado das drvores. Sendo
assim, a selecdo e o plantio de materiais genéticos resistentes tem sido as alternativas mais
eficientes de manejo da doenga no campo.

A selecdo de clones de Eucalyptus resistentes tem sido uma estratégia bem-sucedida no
controle das principais doengas como ferrugem (Austropuccinia psidii), murcha de ceratocystis
(Ceratocystis fimbriata), cancro do eucalipto (Chrysophorte cubensis) e murcha-bacteriana
(Ralstonia solanacearum) (Junghans et al. 2003, Guimaraes et al. 2010, Mafia et al. 2014,
Rosado et al. 2016). Para seca de ponteiros causada por E. psidii, considerada uma doenca mais
recente, ja existem métodos eficazes de inoculagdo artificial em condi¢des controlas e sele¢ao
de clones resistentes (Ferraz et al. 2016, Caires et al. 2019). Recentemente, fontes de resisténcia
a E. psidii foram identificadas em multiplas espécies de Eucalyptus e Corymbia, o que indica
potencial uso na introgressao de genes de resisténcia para o desenvolvimento de genotipos
resistentes em materiais genéticos de importancia econdmica (Caires et al. 2019). Entretanto,
atualmente a porcentagem de clones comerciais resistentes a E. psidii ainda € inferior a 25%
(Lacio M. S. Guimaraes, Clonar Resisténcia a Doencga Florestais, Cajuri, Brasil, comunicacao
pessoal), o que limita a escolha de clones disponiveis para plantio que sejam altamente
produtivos, atendam a especificidade de cada ambiente e resistentes a E. psidii.

Uma alternativa para aumentar a frequéncia de clones resistentes a E. psidii seria

direcionar cruzamentos com base no conhecimento do modelo de herancga de resisténcia para
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guiar os programas de melhoramento genético no desenvolvimento de materiais genéticos
resistentes. Para elucidar esse patossistema, este trabalho objetivou estudar a heranca da
resisténcia a E. psidii em Eucalyptus spp. Para isso, avaliou-se a resisténcia a E. psidii em 618
plantas oriundas de cruzamentos interespecificos entre quatro genitores de Eucalyptus spp., por
meio de inoculacdo do patégeno em condicdes controladas e analisou-se o padrao de segregacdo

fenotipica da resisténcia.

MATERIAL E METODOS
Material genético

Os genitores utilizados nos cruzamentos foram previamente caracterizados quanto ao
nivel de resisténcia a E. psidii (Tabela 1), de acordo com escala de notas proposta por Ferraz et
al. (2016). Os genitores AEC042 e 32864 foram considerados como resistentes (Ferraz et al.
2016; Licio M. S. Guimaraes, Clonar Resisténcia a Doencas Florestais, Cajuri, Brasil,
comunicagdo pessoal), enquanto os genitores 37350 e 37254 foram considerados suscetiveis
(Ferraz et al. 2016). Todos os cruzamentos foram realizados no pomar de hibridacdo da CMPC
Celulose Riograndense (Guaiba-RS, Brasil). Parte das sementes coletadas foi enviada a Clonar
Resisténcia a Doengas Florestais LTDA (Cajuri, Minas Gerais, Brasil) para produ¢do de mudas

e inoculagdes em condicdes controladas.

Tabela 1. Genitores de Eucalyptus utilizados neste estudo e sua classificagdo quanto a
resisténcia a Erwinia psidii

Genitor Espécie/hibrido Fendtipo
32864 E. saligna Resistente
AEC0042 E. urophylla Resistente
37254 E. urophylla x E. maidenii Suscetivel

37350 E. urophylla x E. maidenii Suscetivel
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A semeadura foi realizada em tubetes, contendo substrato Tropstrato V6 (Vida Verde:
composto de casca de pinus, fibra de coco, vermiculita, casca de arroz carbonizada, superfosfato
simples, calcario, PG Mix 4.16.18 e nitrato de potdssio), enriquecido com superfostato simples
(12g/kg) e Osmocote (12g/kg), acrescido de uma fina camada (aproximadamente 5 mm) de
vermiculita. Os tubetes foram mantidos em casa de vegetacdao a 25 + 3 °C. Trinta dias apds a
germinacdo, efetuou-se o desbaste, deixando apenas a muda mais vigorosa em cada tubete e
repicando as mudas excedentes para novos tubetes, contendo o mesmo substrato. Apds a
repicagem, as mudas foram mantidas em casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente e
temperatura entre 25 a 32 °C por 30 dias. Em seguida, elas foram transferidas para casa de
aclimatacdo a 25 £+ 3 °C, por 15 dias, quando foram novamente transferidas para a casa de
crescimento e rustificacdo com temperatura média de 28 + 5 °C, onde permaneceram durante
15 dias.

As mudas foram identificadas individualmente e transplantadas em sacola plastica com
capacidade de 1 L, contendo o mesmo substrato descrito acima. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo a 28 £ 5 °C por 30 dias até atingirem o ponto de inocula¢do. Foram obtidas

618 plantas de sete familias provenientes de cruzamentos interespecificos controlados (Tabela

2).

Tabela 2. Familias oriundas dos cruzamentos controlados entre os genitores

Familia Cruzamento N° de plantas
A AEC042 x 32864 97
B 32864 x AEC042 104
C 37350 x AEC042 88
D AEC042 x 37350 94
E 37350 x 32864 100
F AEC042 x 37254 101
G 37254 x 37254 34
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Neste esquema de cruzamento, os cruzamentos reciprocos também foram realizados,
representados pelas familias A, B, C e D, para que pudéssemos avaliar o efeito materno na

heranca da resisténcia.

Inoculacao

Utilizou-se o isolado LPF534 de E. psidii da colecdo de cultura pura do Laboratério de
Patologia Florestal — localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agricultura
(BIOAGRO), Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, MG, Brasil. Esse isolado foi obtido de
de E. dunnii, coletado em Guaiba, RS, Brasil, e previamente caracterizado por Arriel et al.
(2014). Desde entdo, este tem sido o isolado mais utilizado em pesquisas do patossistema
Erwinia psidii x Eucalyptus spp. (Arriel et al. 2014; Montoya-Estrada et al. 2019, Caires et al.
2020; Hermenegildo et al. 2021; Prereira et al. 2021).

Para inoculacio, o isolado bacteriano foi reativado a partir de uma suspensao bacteriana,
armazenada em glicerol (30%) a -80 °C, transferido para placa de Petri contendo meio de
cultura s6lido 523 (Kado & Heskett 1970). As placas foram mantidas em cdmara de crescimento
a 28 °C por 48 h. A 1dentidade das colonias bacterianas obtidas foi avaliada por meio de PCR
de colonia usando o par de primers GapA 6F (CGTTTCGAAGGCACTGTTGAAGTC) GapA
6R (CGGTTTTCTGCGTTGCGCTAG), especifico para E. psidii (Costa, 2017). Apos a
confirmacao da identidade da cultura, as colonias puras foram multiplicadas e incubadas nas
mesmas condi¢Oes descritas acima. Em seguida, mudas de eucalipto aos 30 dias apds o
transplantio foram inoculadas seguindo protocolo proposto por Ferraz et al. (2016).
Inicialmente fez-se um ferimento com alfinete estéril e em seguida impregnou-se as colonias
bacterianas nas axilas de trés pares de folhas do terco superior de cada planta, com o auxilio de
um palito de madeira autoclavado. Plantas tratadas apenas com 4dgua destilada estéril foram

usadas como testemunha. As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacdo com
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temperatura média de 28 =+ 5 °C até o final do experimento. Plantas dos clones CLR360 (E.
urophylla x E. globulus) e CLR375 (E. grandis x E. urophylla), previamente classificados
como suscetiveis a E. psidii (Ferraz et al 2016; Licio M. S. Guimaraes, Clonar Resisténcia a
Doencas Florestais, Cajuri, Brasil, comunicagdo pessoal) foram utilizadas como comparadores

de suscetibilidade.

Avaliacao

A partir do sétimo dia apds inoculacdo (dai), avaliou-se a severidade da doencga a cada
trés dias, até aos 35 dai, usando-se uma escala de notas adaptada a partir de Ferraz et al (2016)
contendo cinco classes de severidade (0, 1, 2, 3 e 4) de acordo com os diferentes sintomas
causados por E. psidii, em que: Nota O = plantas assintomadticas ou imunes, Nota 1 = lesdes nas
folhas e/ou no peciolo préximo ao ponto de inocula¢io sem afetar o crescimento da planta, Nota
2 = necrose ou cancro na haste principal sem afetar o crescimento, podendo ser observados
também sintomas nas folhas, Nota 3 = perda da dominéncia apical sem morte do ponteiro,
aumento do vigor das brotagdes laterais e/ou envassouramento, Nota 4 = morte apical e seca-
do-ponteiro. As plantas classificadas com notas 0 ou 1 foram consideradas como resistentes,
enquanto as plantas classificadas com as notas 2, 3 ou 4 foram consideradas como suscetiveis

a E. psidii.

Re-inoculacao

Para a confirmacdo dos resultados obtidos e evitar possivel escape a doencga, plantas
classificadas como resistentes (notas O e 1) na primeira inoculagdo foram reconduzidas,
podando-se ramos basais para reducdo da copa e fertilizadas com aproximadamente 100 mL da
solugdo fertilizante Biofert Universal® diluido em dgua (1:100). Apés 15 dias da dltima

avaliacdo de severidade da doenca, as plantas foram inoculadas novamente sob as mesmas
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condig¢des descritas anteriormente. A avaliacdo da severidade dessa nova inoculagdo também
ocorreu como detalhado no tdpico acima. Considerou-se o fenétipo final de cada planta, o
observado na ultima avaliacdo da primeira inoculacio para as plantas suscetiveis e o observado
ao final da avaliacdo da segunda inoculacdo, para as plantas que foram anteriormente

classificadas como resistentes.

Modelos de heranca da resisténcia - mono ou oligogénica

Na tentativa de explicar a herancga da resisténcia a E. psidii em Eucalyptus spp. foram
testadas diferentes hipéteses de heranca genética da resisténcia como o modelo monogénico,
ou controlada por dois ou trés genes de efeito maior. Assim, no modelo 1 considerou-se a
caracteristica como monogénica, sendo controlada por um gene dominante com dois alelos.
Neste cendrio, assumiu-se que os genitores resistentes AEC0042 e 32864 seriam heterozigotos
(Aa), enquanto os genitores suscetiveis 37350 e 37254 seriam homozigotos recessivos (aa)
(Tabela 2). No modelo 2, assumiu-se que a resisténcia a E. psidii tem heranca monogénica
recessiva, controlada por um gene com dois alelos, em que os genitores resistentes seriam
homozigotos recessivos (aa) e o0s genitores suscetiveis seriam heterozigotos (Aa).
Adicionalmente, nos modelos 3 e 4 assumiu-se que a heranga € controlada por dois genes com
dois alelos cada, sendo no terceiro modelo a resisténcia controlada por dois genes dominantes
e complementares (A e B) e no quarto modelo a resisténcia € controlada por um gene dominante
(A) e um gene recessivo (bb). Por fim, nos modelos 5 e 6 foi considerada herancga controlada
por trés genes com dois alelos cada, sendo considerado como resistentes os individuos de
gendtipos com trés genes dominantes complementares (A, B e C) no quinto modelo, enquanto
para o sexto modelo a herancga é controlada por dois genes dominantes (A e B) e um gene

recessivo (cc) (Tabela 3).
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Tabela 3. Modelos de heranca genética da resisténcia a Erwinia psidii em Eucalyptus spp.
testados.

Gendtipo
Genes  Modelo Genes envolvidos na resisténcia hipotético das
plantas
resistentes™
Um gene dominante (A) A_
Um gene .
Um gene recessivo (a) aa
Dois genes 3 Dois genes dominantes complementares (A e B) A_B_
4 Um gene dominante (A) e um gene recessivo (b) A_bb
Trés genes 5 Trés genes dominantes complementares (A, B e C) A_ B C_
6 Dois genes dominantes (A e B) e um gene recessivo (c) A_B_cc

*Em negrito, supostos genétipos de Eucalyptus spp. com genes de resisténcia a E. psidii.

Para cada modelo genético testado, calculou-se o valor de qui-quadrado (¥%) a 5% de
probabilidade usando o software GENES (Cruz 2013). Para a simulagdo dos modelos de
herancga da resisténcia, consideramos a Nota 2 como resistente, embora anteriormente tenha
sido classificada como suscetivel por Ferraz et al. (2016), uma vez que os sintomas classificados

como Nota 2 ndo comprometeu o desenvolvimento das plantas avaliadas neste trabalho.

Modelos de heranca da resisténcia - poligénica

Os componentes de variancia e os parametros genéticos foram estimados pelo método
Miaxima Verossimilhanca Restrita (REML) (Patterson & Thompson 1971); e os valores
genotipicos (u+a+d) foram preditos pelo método Melhor Predicao Linear ndo Viciada (BLUP)
(Henderson 1975) usando o software Selegen-REML/BLUP (Resende 2016).

O modelo linear misto (escala de notas, levando em consideracdo cinco classes) € o
modelo linear misto generalizado (levando em consideracdo o fenétipo resistente ou suscetivel)
associado a avaliacdo de familias de irmdos completos, em delineamento inteiramente

casualizado, foi determinado pela seguinte equagao:
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y=Xu+Zg+e,

em que y € o vetor de dados fenotipicos; u € o escalar referente a média geral; g é o vetor dos
efeitos genotipicos individuais (assumidos como aleatérios) [g~N (0, G;), em que aj € a
variancia genotipica entre familias de irmdos completos]; e e € o vetor de residuos (aleatdrios)
[escala de notas: e~Normal(0, c?); fenétipo: e~Binomial(0,52), em que ¢ é a variincia
residual]. As letras maidsculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

A variancia fenotipica individual (65), a herdabilidade individual no sentido restrito,
obtida ignorando-se a fracdo (1/4) da variancia genética de dominancia (h2), a herdabilidade da
média de familias, assumindo sobrevivéncia completa (h,znp) e a acurdcia da selecao de familias,

assumindo sobrevivéncia completa ( 154) foram obtidas pelas seguintes equagoes:
A2 _ A2 2
6, = 04 + 0g,
2 — 92 /2
h3 = 203 /03,

hZ,, = 02/[0% + (c2/1)],

Ay = 2
Tgg Jhmp’

em que r € o nimero de repeticoes.
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RESULTADOS

Sintomas caracteristicos das cinco classes de severidade da seca de ponteiros causada
por E. psidii foram observados entre as plantas (Figura 1).

Com a exce¢do da progénie oriunda da autofecundacg@o do genitor 37534 (G), em que
todos os individuos foram suscetiveis, as demais familias segregaram para resisténcia a E. psidii
(Figura 2). Em todos os cruzamentos, o nimero de plantas suscetiveis foi maior que o de plantas
resistentes, mesmo nas familias A e B, as quais sd@o oriundas de cruzamentos de genitores
resistentes a doenca (Figura 2).

ApOs projecdo para cada um dos cendrios propostos, observamos que os modelos 1 e 2
(monogénico dominante € monogénico recessivo) apresentaram bom ajuste para as familias C,
D e F, porém falharam para as demais familias especialmente o modelo 2 nas familias A e B
(Tabela 4). Dentre os demais modelos testados, o modelo 3 que considera dois genes
dominantes complementares e o modelo 6 que considera a heranca controlada por trés genes,
se ajustaram apenas a familia B, com mesma probabilidade. Nenhum modelo testado foi capaz

de predizer os padrdes de segregacdo observados nas familias A, E e G (Tabela 4).
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Figura 1. Sintomas observados em plantas de sete familias de irmaos-completos oriundas de cruzamentos controlados entre quatro genitores de
Eucalyptus spp. inoculadas com Erwinia psidii: Nota 0 = auséncia de sintomas; Nota 1 = lesdes nas folhas e/ou no peciolo préximo ao ponto de
inoculacdo sem afetar o crescimento da planta; Nota 2 = cancro na haste principal sem afetar o crescimento; Nota 3 = paralisacao de crescimento
do ponteiro apical (setas) e perda de dominancia, aumento do vigor das brotacdes laterais e/ou envassouramento; Nota 4 = morte apical e seca-do-
ponteiro.
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Figura 2. Distribuicdo fenotipica da resisténcia a Erwinia psidii observada em plantas de sete
familias de irmaos-completos oriundas de cruzamentos controlados entre quatro genitores de
Eucalyptus [AEC042 = E. urophylla; 32864 = E. saligna; 37254 = E. urophylla x E. globulus
subsp maidenii; e 37350 = E. urophylla x E. globulus subsp maidenii], previamente
classificados como resistentes (R) e suscetiveis (S) (Ferraz et al. 2016; Licio M. S. Guimaraes,
Clonar Resisténcia a Doenga Florestais, Cajuri, Brasil, comunicacio pessoal).



Tabela 4. Avaliacdo da heranca da resisténcia a Erwinia psidii em familias de Eucalyptus spp. de acordo com seis modelos genéticos.

(continua)
Modelo 1: Monogénico dominante (A)
» Observado Esperado
Familia Cruzamento N }(I}igrcl)(t);?i)coo Hipoétese R S R:S 7 P (%)
O+1+2) B+4)
A AEC042 (R) x 32864 (R) 97 Aax Aa 3:1 66 31 73:24 2,5 11,35
B 32864 (R) x AEC042 (R) 104 Aax Aa 3:1 62 42 78 :26 13,12 0
C 37350 (S) x AEC042 (R) 88 aa x Aa 1:1 41 47 44 : 44 0,41 52,24
D AEC042 (R) x 37350 (S) 94 Aax aa 1:1 43 51 47 : 47 0,68 40,92
E 37350 (S) x 32864 (R) 100 aa x Aa 1:1 5 95 50:50 81 0
F AEC042 (R) x 37254 (S) 101 Aax aa 1:1 48 53 50,5 :50,5 0,24 61,88
G 37254 (S) x 37254 (S) 34 aa x aa 0:1 5 29 0:34 - -
Modelo 2: Monogénico recessivo (a)
» Observado Esperado
Familia Cruzamento N P(I}i;r(;(t);?:o Hipoétese R S R:S 7 P (%)
O+1+2) (B+4)

A AEC042 (R) x 32864 (R) 97 aa x aa 1:0 66 31 97:0 - -
B 32864 (R) x AEC042 (R) 104 aa x aa 1:0 62 42 104:0 - -
C 37350 (S) x AEC042 (R) 88 Aa x aa 1:1 41 47 44 . 44 0,41 52,24
D AEC042 (R) x 37350 (S) 94 aa x Aa 1:1 43 51 47 : 47 0,68 40,92
E 37350 (S) x 32864 (R) 100 Aa x aa 1:1 5 95 50:50 81 0
F AEC042 (R) x 37254 (S) 101 aa x Aa 1:1 48 53 50,5 : 50,5 0,24 61,88
G 37254 (S) x 37254 (S) 34 Aax Aa 1:3 5 29 8:26 1,92 16,57




Tabela 4. Avaliacdo da heranca da resisténcia a Erwinia psidii em familias de Eucalyptus spp. de acordo com seis modelos genéticos.

(continuagdo)
Modelo 3: Dois genes dominantes complementares (A e B)
i Observado Esperado
Familia Cruzamento N P(;Jifjr(l)?;f:o Hipétese R S R:S 7 P (%)
O+1+2) B3+4)
A AEC042 (R) x 32864 (R) 97 AaBb X AaBb 9:7 66 31 55:42 5,48 1,92
B 32864 (R) x AEC042 (R) 104 AaBb X AaBb 9:7 62 42 58 :46 0,47 48,9
C 37350 (S) x AEC042 (R) 88 aabb x AaBb 1:3 41 47 22 : 66 21,88 0,02
D AEC042 (R) x 37350 (S) 94 AaBb x aabb 1:3 43 51 24:70 21,57 0,03
E 37350 (S) x 32864 (R) 100 aabb x AaBb 1:3 5 95 25:75 21,33 0,03
F AEC042 (R) x 37254 (S) 101 AaBb x aaBb 1:3 48 53 25:76 27,33 0
G 37254 (S) x 37254 (S) 34 aabb x aabb 0:1 5 29 0:34 - -
Modelo 4: Um gene dominante (A) e um gene recessivo (b)
» Observado Esperado
Familia Cruzamento N }(I}i;rcl)(t);f:o Hipdtese R S R:S 7 P (%)
O+1+2) B+4

A AEC042 (R) x 32864 (R) 97 Aabb X Aabb 3:1 66 31 73:24 2,51 11,35
B 32864 (R) x AEC042 (R) 104 Aabb X Aabb 3:1 62 42 78 :26 13,13 0,29
C 37350 (S) x AEC042 (R) 88 aaBb x Aabb 1:3 41 47 22 : 66 21,88 0,02
D AEC042 (R) x 37350 (S) 94 Aabb x aaBb 1:3 43 51 24:70 21,57 0,03
E 37350 (S) x 32864 (R) 100 aaBb x Aabb 1:3 5 95 25:75 21,33 0,03
F AEC042 (R) x 37254 (S) 101 Aabb x aaBb 1:3 48 53 25:76 27,33 0
G 37254 (S) x 37254 (S) 34 aaBb x aaBb 0:1 5 29 00:34 - -




Tabela 4. Avaliacdo da heranca da resisténcia a Erwinia psidii em familias de Eucalyptus spp. de acordo com seis modelos genéticos.

(continuagao)
Modelo 5: Trés genes dominantes complementares (A, B e C)
» Observado Esperado
Familia Cruzamento N }i;r:)(t)é}[?c()o Hipétese R S R:S 7 P (%)
O+1+2) B+4)
A AEC042 (R) x 32864 (R) 97 AaBbCc x AaBbCc  27:37 66 31 41 :56 26,58 0
B 32864 (R) x AEC042 (R) 104 AaBbCc x AaBbCc  27:37 62 42 44 : 60 12,95 0,03
C 37350 (S) x AEC042 (R) 88 aabbcc x AaBbCc 1.7 41 47 11:77 93,51 0
D AEC042 (R) x 37350 (S) 94 AaBbCc x aabbcc 1:7 43 51 12:82 94,98 0
E 37350 (S) x 32864 (R) 100 aabbcc x AaBbCc 1.7 5 95 12 : 88 5,14 2,33
F AEC042 (R) x 37254 (S) 101 AaBbCc x aabbcc 1:7 48 53 13:88 113,28 0
G 37254 (S) x 37254 (S) 34 aabbcc x aabbcc 0:1 5 29 0:34 - -
Modelo 6: Dois genes dominantes (A e B) e um gene recessivo (cc)
» Observado Esperado
Familia Cruzamento N }(I}igr(l)(t)é?i)fo Hipoétese R S R:S 7 P (%)
O+1+2) B+4

A AEC042 (R) x 32864 (R) 97 AaBbcc x AaBbcce 9:7 66 31 55:42 5,48 1,29
B 32864 (R) x AEC042 (R) 104 AaBbcc x AaBbcc 9:7 62 42 58:46 0,48 48,9
C 37350 (S) x AEC042 (R) 88 aabbCc x AaBbcc 1.7 41 47 11:77 93,51 0
D AEC042 (R) x 37350 (S) 94 AaBbcc x aabCc 1:7 43 51 12:82 94,98 0
E 37350 (S) x 32864 (R) 100 aabbCc x AaBbcc 1.7 5 95 12 : 88 5,14 2,33
F AEC042 (R) x 37254 (S) 101 AaBbcc x aabbCc 1:7 48 53 13 : 88 113,28 0
G 37254 (S) x 37254 (S) 34 aabbCc x aabbCc 0:1 5 29 0:34 - -

N = niimero de plantas; R = resistente; S = suscetivel; 7> = valor de qui-duadrado; P = probabilidade.
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A familia B apresentou o menor valor genotipico para as caracteristicas escala de notas
e fenotipo (Tabela 5), o que indica que essa familia é a mais adequada para a selecdo de plantas
resistentes a E. psidii. Em contrapartida, a familia E foi a que teve o maior valor genotipico
para as duas caracteristicas avaliadas (Tabela 5), o que a caracteriza como a menos indicada

para obtencdo de plantas resistentes.

Tabela 5. Valores genotipicos e acurdcias para as caracteristicas: escala de notas e fendtipo
quanto a resisténcia a Erwinia psidii avaliadas em sete familias de irmaos-completos de
Eucalyptus spp.

. Escala de notas Fenétipo
Familia Cruzamento® b c

u+a+d oo u+a+d I'og
A AEC042 (R) x 32864 (R) 2,31 0,91 1,18 0,91
B 32864 (R) x AEC042 (R) 1,91 0,91 0,12 0,91
C 37350 (S) x AEC042 (R) 2,41 0,91 0,72 0,91
D AEC042 (R) x 37350 (S) 2,36 0,91 0,59 0,91
E 37350 (S) x 32864 (R) 3,81 0,91 2,13 0,91
F AEC042 (R) x 37254 (S) 2,97 0,91 2,09 0,91
G 37254 (S) x 37254 (S) 3,61 0,88 2,12 0,88

? Genitores previamente classificados como resistentes (R) e suscetiveis (S) (Ferraz et al. 2016,
Lucio M. S. Guimaraes, Clonar Resisténcia a Doenca Florestais, Cajuri, Brasil, comunicagdo
pessoal): AEC0042 = E. urophylla; 32864 = E. saligna; 37254 = E. urophylla x E. globulus
subsp. maidenii; e 37350 = E. urophylla x E. globulus subsp. maidenii.
® u+a+d = valor genotipico.
€ rgg = acurdcia

Como nenhum dos modelos de heranca genética conseguiu explicar os padroes de
segregacdo observados nas sete familias estudadas, para avaliar o papel de genes de efeito
menor na resisténcia a E. psidii em Eucalyptus spp., diferentes parametros genéticos foram
estimados (Tabela 6). A herdabilidade no sentido restrito (h2) da resisténcia a E. psidii foi

estimada em 43% para escala de notas e em 28% para o fenétipo (Tabela 6). Para ambas as

estimativas, encontrou-se uma elevada acuracia com valores de 98 e 99% (Tabela 6).
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Tabela 6. Componentes de variincia e parametros genéticos para as caracteristicas: escala de
notas e classificacdo quanto a resisténcia a Erwinia psidii avaliadas em sete familias de irmaos-
completos de Eucalyptus spp.

Componente/parametro? Escala de notas® Fen6tipo© (R ou S)
62 0,5410 0,7349
62 2,0022 1,9275
65 2,5432 2,6625
h3 0,43 0,28
hip 0,97 0,98
Igg 0,98 0,99
n 2,77 1,28f

a 692: variancia genotipica entre familias de irmdos completos; 62: variancia residual; 65:

variancia fenotipica; hZ: herdabilidade individual no sentido restrito; h,znp: herdabilidade da
média de familias; rgg: acurdcia da selegio de familias; e p: € a média geral. *: escala latente.
® Estimativa baseada na classe de severidade conforme escala proposta por (Ferraz et al. 2016).
¢ Estimativa baseado na classificacdo final do fenétipo: resistente (R) ou suscetivel (S).
DISCUSSAO

Este € o primeiro trabalho sobre a heranca da resisténcia a seca de ponteiros causada por
Erwinia psidii em Eucalyptus.

Seis modelos baseados na hipdtese de heranca genética da resisténcia, controlada por
um, dois ou trés genes de efeito maior foram utilizados na tentativa de explicar a resisténcia a
E. psidii. Embora alguns modelos apresentassem bom ajuste para determinadas familias,
nenhum deles conseguiu explicar totalmente os padrdes de segregacio fenotipica observados
para todas as familias estudadas, indicando que a resisténcia a E. psidii pode ter a influéncia de
genes de efeito menor na resisténcia.

Dentre os parametros genéticos estimados, encontramos uma herdabilidade moderada
(0,15 < h2 < 0,50) associada a um elevado valor de acuricia (>98%), o que reforca a hipétese
de muiltiplos genes envolvidos na resisténcia (Resende & Alves 2020). E importante ressaltar

que quanto maior o valor da acuricia, maior € a precisio de selecdo e, consequentemente, maior

o ganho genético (Resende & Duarte 2007). Outra observacao que corrobora essa hipétese € o
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elevado nimero de plantas com nota 2 observado nas familias estudadas, especialmente nas
familias A e F. A nota 2 é considerada uma classe intermedidria de resisténcia, caracterizada
por lesdo foliar e necrose ou cancro na haste principal, mas sem afetar o crescimento da planta
(Ferraz et al. 2016).

Resisténcia quantitativa geralmente € controlada por vérios genes associados a locos de
caracteritica quantitativa (QTLs) e confere um nivel parcial de resisténcia, reduzindo a
multiplicacdo do patégeno e/ou gravidade dos sintomas (Pilet-Nayel ef al. 2017). Assim, de
acordo com nossos resultados € plausivel considerar que a resisténcia a E. psidii em Eucalyptus
spp. € um fendmeno complexo controlada por multiplos genes de efeito aditivo e ndo-aditivo
(epistasia).

Epistasia tem sido frequentemente reportada em eucalipto para resisténcia a diferentes
patégenos. Para Chrysoporthe cubensis, agente causal do cancro do eucalipto, genétipos de E.
grandis e E. urophylla apresentaram estimativas individuais de herdabilidade no sentido restrito
e amplo de 17 e 81%, respectivamente, sugerindo que a resisténcia ao cancro € quantitativa e
altamente dependente de domindncia e epistasia (Guimaraes et al. 2010). Para a murcha de
ceratocystis, causada por Ceratocystis fimbriata, uma das principais doengas da cultura, familia
oriunda de cruzamento controlado entre dois hibridos (E. grandis x E. dunnii) x (E. urophylla
x E. globulus) apresentou alto grau de controle genético e baixa dominancia alélica da
caracteristica e cinco QTLs relacionados a resisténcia foram mapeados (Rosado et al. 2016).
Para a ferrugem causada por Austropuccinia psidii, estudos tem mapeado multiplos QTLs em
Eucalyptus app. e Corymbia spp., indicando que o controle genético da resisténcia a ferrugem
¢ complexo e dependente de multiplos genes de efeito menor (Rosado ez al. 2010, Lima et al.
2011, Alves et al. 2012, Santos et al. 2014, Butler et al. 2016, 2019, Yong et al. 2021). Além
disso, estudos de expressdo génica por RNA-Seq em gendtipos de E. grandis e E. obliqua

contrastantes em relagdo ao nivel de resisténcia a A. psidii, relataram expressdo diferencial de
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véarios genes envolvidos em diversas rotas metabdlicas relacionadas a defesa de plantas ao
ataque de patdgenos nos genodtipos resistentes comparado aos suscetiveis (Santos et al. 2020,
Sekiya et al. 2021, Yong et al. 2021).

Outra hipdtese que pode explicar o padrao de segregacdo mais complexo observado nas
familias é a distor¢do de segregacdao (DS) das propor¢des fenotipicas esperadas, a qual é
caracterizada como o desvio das frequéncias genotipicas observadas do valor esperado de
Mendel (Lu et al. 2002). Esse fendmeno tem sido frequentemente observado em Eucalyptus e
em maior propor¢do em familias oriundas de cruzamentos interespecificos (Verhaegen &
Plomion 1996, Myburg et al. 2003, Brondani et al. 2006, Rosado et al. 2011, 2016, Kullan e?
al. 2012, Bartholomé et al. 2015), comparado a cruzamentos intraespecificos (Bundock et al.
2000, Thamarus et al. 2002, Freeman et al. 2006, Hudson et al. 2012). Geralmente, a DS pode
estar relacionada a diferentes fatores fisioldgicos e genéticos, como a competicdo do tubo
polinico (Arnold et al. 1993, Rahmé et al. 2009, Zhang et al. 2011), incompatibilidade entre
polen e pistilo (Gore et al. 1990, Ellis et al. 1991, Dickinson et al. 2012), interagdes epistaticas
negativas entre alelos (Torjék et al. 2006, Bikard ef al. 2009), além da presenca de genes letais
em um estado homozigoto (Maheshwari & Barbash 2011). Desta forma, a hibridacdo aumenta
a maioria desses fatores (Rieseberg & Carney 1998, Potts & Dungey 2004, Maheshwari &
Barbash 2011), o que afeta a taxa de segregacdo fenotipica esperada em familias provenientes
de cruzamentos interespecificos, conforme observado aqui. No presente estudo, dentre as sete
familias avaliadas apenas duas sdo oriundas de cruzamentos interespecificos entre genitores de
espécies puras (Familias A e B), enquanto as demais sdo provenientes de cruzamentos entre
espécie pura vs. hibrido (Familias C, D, E, F) ou hibrido vs. hibrido (Familia G) o que pode ter
contribuido para a ocorréncia da DS.

Diante do exposto, nossos resultados sugerem que a heranca de Eucalyptus spp. a E.

psidii € um fendmeno complexo, dependente de miltiplos genes de efeito aditivo e ndo-aditivos
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(epistasia). Entretanto, estudos mais detalhados envolvendo mais familias de Eucalyptus spp.,
bem como o mapeamento de QTLs serdo importantes para melhor entendimento da

complexidade do modo de heranca da resisténcia a E. psidii.

CONCLUSAO
Os resultados deste trabalho sugerem que a heranca da resisténcia de Eucalyptus spp. a

E. psidii ¢ complexa e dependente de multiplos genes de efeitos aditivos e ndo-aditivos.
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