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RESUMO

HERMENEGILDO, Pollyane da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2015.Seca de ponteiros causada por Erwinia psidii: diversidade genética do patégeno
e resisténcia em Eucalyptus sp@rientador: Acelino Couto Alfenas.

A seca dos ponteiros causada por Erwinia psidii € um dos fatores limitantes para a
producdo de goiaba no Brasil. Recentemente, essa bactéria foi relatada como o agente
causal da seca de ponteiros e murcha de Eucalyptus spp. no Brasil, Uruguai e Argentina.
Como se trata de uma enfermidade recentemente descoberta, ha ainda poucos estudos sobre
0 patossistema E. psidii - eucalipto, especialmente quanto a variabilidade genética do
patdégeno e resisténcia de Eucalyptus a doenca. Assim, neste trabalho, compararam-se, por
meio de marcadores de DNA, Rep - PCR, a variabilidade genética entre 21 isolados
oriundos de eucalipto e cinco de goiabeira e avaliou-se a resisténcia de Eucalyptus spp. a
doenca. Baseado em 33 loci amplificados com os trés marcadores (REP, ERIC e BOX),
observou-se variabilidade genética relativamente baixa, apesar de terem se agrupado de
acordo com o hospedeiro de origem (eucalipto e goiaba) e a regido geogréfica. Dentre as
espécies avaliadas quanto a resisténcia (E. pellita, E. urophylla, E. camaldulensis, E.
salignae E. grandis), E. pellita e um acesso de E. urophylla apresentaram maior frequéncia

de gendtipos resistentes e constituem boas fontes de resisténcia a doenca.
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ABSTRACT

HERMENEGILDO, Pollyane da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2015.
Dieback caused by Erwinia psidii: Genetic diversity of the pathogen and resistanca o
Eucalyptus spp Adviser: Acelino Couto Alfenas.

Dieback caused by Erwinia psidii is a limiting factor for the production of guava in Brazil.
Recently, this bacterium was reported as the causal agent of dieback and wilt in Eucalypus
spp. in Argentina, Brazil and Uruguay. As this is a new disease there are few studies
regarding the E. psidii-eucalyptus pathosystem, especially about the genetic variability of
the pathogen and resistance of Eucalyptus to this disease. In this work, the genetic
variability among 21 isolates from eucalyptus and five from guava was compared using
DNA markers Rep-PCR and the resistance of Eucalyptus spp. to the disease evaluated.
Based on 33 loci amplifiethy three markers (REP, ERIC and BOX), we observed a
relatively low variability for the isolates, however, in the cluster analysis, we observed a
split of the isolates according to the source host (eucalyptus and guava) and geographic
region. Among species of E. pellita, E. urophylla, E. camaldulensis, E. saligna and E.
grandis tested, the first two had a higher frequency of resistant genotypes and are good

disease resistance sources, although all presented intra variability specific.
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INTRODUCAO GERAL

Dentre as bacterioses que incidem na cultura do eucalipto, a murcha e a seca de
ponteiros (“diebacK), causadas por Erwinia psidii tem despontando como uma das
principais doencas em plantios comerciais de eucalipto, principalmente no Sul e Sudeste do
Brasil (Arriel et al. 2014). A doenca foi observada pela primeira vez em plantios de
sementes de E. grandis, em Lencois Paulis&P,-em 2009 e subsequentemente em
Rosario do Sul RS, Guaiba - RS e Trés LagoaklS em plantios clonais de E. grandis, E.
saligna, E. urophylla x E. grandis ("urograndis"em plantios seminais de E. dunnii
(Arriel et al. 2014). Erwinia psidii, no entanto € comumente conhecida por causar seca dos
ponteiros em goiabeira (Psidium guajava), que assim como o eucalipto pertence a familia
das Mirtaceas, indicando uma possivel mudanca de hospedeiro para se tornar um

importante patégeno de Eucalyptus spp. (Coutinho et al. 2011).

A doenca é reconhecida pelo arroxeamento do peciolo e entre as nervuras do limbo
foliar ao longo da nervura principal, cujas folhas posteriormente murcham e secam.
Manchas de aspecto encharcado (anasarca) adjacentes a nervura central das folhas também
sdo observadas. Nos ramos jovens de algumas plantas obseligareta exsudacao
macroscopica de pus bacteriano e escurecimento da medula. Outro sintoma observado € a
murcha, que culmina com a morte da planta e abundante exsudacdo de pus, muitas vezes
confundidos com a murcldeRalstonia, causada por Ralstonia solanacearum. Os
sintomas de seca de ponteiros, causados por E. psidii parecem estar restritos a plantas nos
primeiros dois anos de idade, particularmente em tecidos jovens e em expansao (Arriel et
al. 2014; Coutinho et al. 2011). Em determinados locais e épocas do ano, a doenga pode
incidir em quase 100% das plantas levando a perda de dominéncia apical e reducdo do
crescimento, 0 que gera prejuizos econdmicos para a cultura (Arriel et al. 20ditg e
plantio de materiais suscetiveis de interesse comercial.

Em goiabeira, a poda e queima de ramos doentes sdo as [wincgohdas de
controle da doencga, considerando que n&o existem variedades comerciais resistentes e o
controle quimico nédo é eficaz (Marques et al. 2007 e Rezende et al. 2008). No entanto, para

a eucaliptocultura essas medidas sao inviaveis, devido ao grande porte daseassores



extensas areas de cultivo (Arriel et al. 2014). E possivel que o plantio de materiais
resistentes possa ser adotado, uma vez que tem sido observada variacdo na intensidade de
doenca no campo entre diferentes clones e espécies de eucalipto.

Além da disponibilidade de materiais resistentes o estudo da diversidade genética
nas populacdes do patdégeno consiste em estratégias de manejo duraveis contra bacterioses
(Louws et al. 1999). Marcadores moleculares, como repCR (“repetitive element
sequencéased PCR”) tem permitido o estudo da diversidade genética intraespecificas de
bactérias. A técnica, baseaslainiciadores complementares para sequéncias repetitivas de
consenso, permite amplificar fragmentos OBIA de diferentes tamanhos. Madltiplos
fragmentos amplificados s@o separados por eletroforese e os resultados especificos para
clones bacterianos individuais, podem ser comparados. Numerosos estudos demonstraram
que a técnica rep - PCR, que utiliza os iniciadores oligonucleotidicos com base nos
“repetitive extragenic palindromic” (REP), “enterobacterial repetitive intergenic consensus
(ERIC) e BOX tem sido Uteis na tipagem e analise genética de varias edpéudesérias.

Por exemplo, a andlise molecular e fenotipica de estirpes patogénicas de populacbes de E.
psidii provenientes de goiabeira de diferentes regides do Brasil, apresentaram baixo nivel

de diversidade genética, indicando que a principal fonte de disseminac¢do do patégeno € o
material propagativo infectado (Teixeira et al. 2009).

Como se trata de uma doenca recém-descoberta na eucaliptocultura sdo escassos 0S
estudos acerca deste patossistema. Assim, neste trabalho, estwovariabilidade
genética do patdégeno por meio de marcadores rep - PCR e, por inoculacdes artificiais,

avaliou-se a resisténcia de cinco espécies de Eucalyptusisfgzcao de E. psidii.



REFERENCIAS

Arriel DAA, Fonseca NR, Guimaraes LMS, Hermenegildo PS, Mafia RG, Borges Junior N,
Souza HP, Alfenas AC (2014) Wilt and die-back of Eucalyptus spp. caused by
Erwinia psidii in Brazil. Forest Pathology 44:225-265.

Coutinho TA, Brady CL, Vaart M, Van der Wart M, Venter SN, Telechea N, Rolfo M,
Perez C, Wingfiel MJA (2011) New shoot and stem disease of Eucalyptus species
caused by Erwinia psidii. Australasian Plant Pathology68660.

Louws FJ, Rademaker JLW, De Bruijn FJ (1999) The three Ds of PCR- based genomic
analysis of phytobacteria: Diversity, Detection, and Disease Diagnosis. Annual
Review of Phytopathology 381-125

Marques ASA, Coelho MVS, Ferreira MASV, Damasceno JPS, Mendes AP, Vieira TM
(2007) Seca dos ponteiros da goiabeira causada por Erwinia psidii: niveis de
incidénciae aspectos epidemioldgicos. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal,
SP. 29: 488-493.

Rezende AMFA, Tomita CK, Uesugi CH (2008) Fungicidas cupricos, cloretos de
benzalcénio e composto bioativo liquido (Bokashi): fitotoxicidade e controle da seca
dos ponteiros causada por Erwinia psidii em goiabeiras. Tropical Péhnblogy
33:288-294

Teixeira ACO, Marques ASA, Ferreira, MASV (2009) Low genectic diversity among
pathogenic strains of Erwinia psidii from Brazil. Brazilian Journal of Microbiology
40: 678-684.



CAPITULO 1

Variabilidade genética de isolados de Erwinia psidiile eucalipto e goiabeira

RESUMO

Erwinia psidii, agente causal da seca de ponteiros da goiabeira (Psidium guajava), era um
patdgeno restrito ao Brasil e foi relatado pela primeira vez no estado de S&o Paulo, no ano
de 1987. Recentemente, a bactéria foi identificada como sendo o agente causal da seca de
ponteiros e murcha em Eucalyptus spp. no Uruguai, Argentina . Brat@terminacao da
variabilidade genética e da estrutura das populacdes de E. psidii, objeto deste estudo, &
fundamental para embasar a selecdo de materiais com resisténcia duravel a doenca. Foram
analisadas 26 culturas bacterianas de E. psidii de diferentes regides brasileiras, sendo 21
obtidas de eucalipto e cinco de goiabeira. Pela analise de P&gR foram obtidos 33
fragmentos, sendo 13 obtidos com o primer BOX, 12 com o prirg# éRoito com o

primer ERIC. A andlise de agrupamento revelou a formacéo de grupos entre os isolados da
mesma regido geografica e de hospedeiro. Entretanto, apesar dessa separacdo a baixa
diversidade genética encontrada entre isolados de E. psidii de eucalipto permitem concluir

gue sao populacdes recentemente introduzidas nessa cultura.



INTRODUCAO

A seca de ponteiros da goiabeira (Psidium guajava), causada por Erwinia psidii, foi
reportada no Brasil pela primeira vez em 1987, no municipio de Valinhos Sao Paulo (SP)
(Rodrigues Neto et al. 1987). Posteriormente a doenca foi relatada em Minas Gerais
(Romeiro et al. 1994), Espirito Santo (Oliveira et al. 2@D)strito Federal (Junqueira et
al. 2001; Uesugi et al. 2001). Essa doenca é um dos problemas fitossanitarios mais
importantes da goiabeira no Brasil, podendo reduzir significativamente a produtividade da
cultura (Marques et al. 20p7Recentementesse patdgeno foi identificado como sendo o
agente causal da seca de ponteiros em Eucalyptus spp. no Uruguai, Argentina (Coutinho et
al. 2011) e no Brasil (Arriel et al. 2014). E possivel que E. psidii infecte eucalipto, a partir
de inoculo originario de alguma espécie, nativa da familia Myrta¢émaet jump”).
Rodrigues Neto et al (1983, 1987) demonstraram por inoculacdo artificial que outras
espécies de mirtaceas como Eugenia jambolana, Melaleuca viriddoRsidium
cattleianum também eram suscetiveis a E. psidii, mas até o presente a doenga em campo

ainda ndo foi detectada em outras espécies nativas além de goiabeira.

Para acompanhar a evolu¢éo da populacédo do patégeno e desenvolver estratégias de
manejo duraveis para bactérias fitopatogénicas, a avaliacdo da diversidade genética de
populacdes é necessaria (Louws et al. 1999). Esta diversidade pode ser acessada utilizando
diversas técnicas de ‘“fingerprinting” baseadas em marcadores moleculares, como:
“randomly amplified polymorphid®NA” (RAPD), “repetitive element sequence-based
PCR” (rep-PCR), “restriction fragment length polymorphiSm(RFLP) e “amplified
fragment length polymor- phisStf(AFLP) (Lows et al. 1999). A técnica de rep-PCR foi
desenvolvida com base em sequéncias-consenso repetitivas especificas dispersas no
genoma de diversas bactérias. Trés marcadores sdo comumente utilizados para andlise de
rep-PCR “repetitive extragenic palindromidREP) “enterobacterial repetitive intergenic
consensus (ERIC) e BOX. Esses marcadores levam a uma amplificacdo seletiva das regides
gendmicas distintas, que estéo localizadas entre as regides repetitivas. O método referido é

tido como uma técnica confiavel, reprodutivel, simples, rapida e altamente discriminatéria,



mesmo entre populacdes de uma mesma espécie (Versalovic et al. 1994, Louws et al. 1999,
Rademaker e De Bruijn, 1997).

Utilizando marcadores rep - PCR Teixeira et al. (2009) estudaram a diversidade
genética de 42 estirpes patogénicas de E. psidii de diferentes regiimsrou que as
populacdes dessa bactéria no Brasil possuiam baixo nivel de diversidade genética.
Entretanto, os autores utilizaram apenas estirpes de goiabeira. Assim, akefmbassas
informacBes sobre a variabilidade genética das populagbes de E. psidii que infectam
eucalipto, este trabalho objetivou investigar a diversidade genética e a estrutura de
populacdes do patdgeno, oriundas de eucalipto e goiabeira a fim de embasar a selecédo de

materiais de eucalipto resistente a doenca.

MATERIAL E METODOS

Isolados

Para as andlises de diversidade genética foram utilizados 26 isolados de Erwinia
psidii obtidos de plantas de eucalipto e goiabeira, provenientes das regides onde a doenca
ocorre no Brasil (Tabela 1). Dos 26 isolados estudados, 21 foram provenientes de eucalipto
e pertencem a Colecdo de Culturas do Laboratério de Patologia Florestal (UFV),
caracterizados por Arriel et al. (2014). Os demais séo provenientes de goiabeira, sendo dois
cedidos pela Profd. Marisa Alvares da S. V. Ferreira (DFP/UnB) e trés adquiddos n

Instituto Bioldgico de Campinas (IBSBF).



Tabela 1: Origem dossolados e sintoma tipico incitado por Erwinia psidii.

Isolado Hospedeiro I(\:/Ij';etgglo Local de Coleta Sintoma

LPF 526 E. urophylla x E. grandis Ramo Rosario do SulRS Seca de ponteiro

LPF 528 E. dunnii Ramo Rosario do SulRS Seca de ponteiro

LPF 529 E. dunnii Peciolo Rosario do SulRS Seca de ponteiro

LPF 530 E. dunnii Ramo GuaibaRS Seca de ponteiro

LPF 531 E. dunnii Folha GuaibaRS Seca de ponteiro

LPF 533 E. dunnii Folha GuaibaRS Seca de ponteiro

LPF 534 E. dunnii Ramo GuaibaRS Seca de ponteiro

LPF 535 E. urophylla x E. grandis Peciolo GuaibaRS Seca de ponteiro

LPF 544 E. urophylla x E. grandis Tronco Trés LagoadiS Murcha

LPF 545 E. urophylla x E. grandis Tronco Trés Lagoadis Murcha

LPF 546 E. urophylla x E. grandis Tronco Trés Lagoadis Murcha

LPF 547 E.urophylla x E. grandis Tronco Trés Lagoadis Murcha

LPF 548 E. urophylla x E. grandis Tronco Trés LagoadiS Murcha

LPF 549 E. urophylla x E. grandis Tronco Trés LagoasvS Murcha

LPF 550 E. urophylla x E. grandis Tronco Trés Lagoadis Murcha

LPF 551 E.urophylla x E. grandis Tronco Trés LagoadiS Seca de ponteiro

LPF 552 E. urophylla x E. grandis Ramo Trés LagoadiS Seca de ponteiro

LPF 553 E. urophylla x E. grandis Ramo Trés LagoadviS Seca de ponteiro

LPF 554 E. urophylla x E. grandis Ramo Trés Lagoadis Seca de ponteiro

LPF 556 E. urophylla x E. grandis Tronco Trés Lagoadis Murcha

LPF 557 E. urophylla x E. grandis Tronco Trés LagoadiS Murcha
IBSBF 1579 Psidium guajava - Brazlandia- DF Seca de ponteiro
IBSBF 1480 Psidium guajava - Santa TerezaES Seca de ponteiro
IBSBF 454 Psidium guajava - Valinhos— SP Seca de ponteiro
IBSBF 493 Psidium guajava - Itariri — SP Seca de ponteiro
IBSBF 435 Psidium guajava - Valinhos— SP Seca de ponteiro

(Isolado Tipo)




Manutengé&o das culturas bacterianas

Os isolados bacterianos foram cultivados em placas de Petri, contendo o meio sélido
523 (Kado & Heskett, 1970) por 24 h a 28 °Apds crescimento, os isolados foram
repicados para microtubos estéreis contendo 0,7 mL do meio 523 liquido e mantidos nas
mesmas condi¢cdes de incubacéo. A partir da cultura bacteriana crescida nos microtubos era
realizada a extracdo do DNA ou os isolados eram armazenados a -80 °C, apés a adi¢do de
0,3 mL de glicerol 80% (v/v) (Schaad et al. 2001).

Extracdo e quantificacdo de DNA

O DNA bacteriano foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification
Kit® (Promega) a partir de culturas bacterianas cultivadas em meio 523 liquido por 24 h, a
28°C sem agitacdo. Empregou-se o método de extracdo recomendado pelo fabricante para
bactérias Gram-negativas. ApGs a extracdo, a concentracdo de DNA de cada amostra foi
guantificada utilizando-se o espectrofotdbmetro Nanodrop® (Thermo Scientific), e a

concentragio final foi ajustada para 20 ng.uL™.

Rep- PCR

Para determinacdo da diversidade genética foram comparados os perfis gendmicos
gerados por rep - PCR. Empaggse os primers REP 1R5’-IIIICGICGICATCIGGC-3’)

e REP 2 - 1 (5-ICGITTATCIGGCCTAGC3’), ERIC IR (5-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA-3’) e ERIC 2 (5-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG3’) e BOXA1R (5-

CTCCGGCAAGGCGACGCTGAE3’) (Louws et al. 1994). As reacdes de PCR foram
conduzidas em volume total de 25 pL, com 1 pL de cada primer, 12,2 uL doGoTaqg Green
PCR Master Mix (Promega), 8 pL de agua ultrapura e 2 pL de DNA molde

As PCRs foram realizadasn termociclador Veriti 98 (Life Technologies) com um
programa especifico para cada primer e repetidas quatro vezes, de maneira independente.
Para o BOX, a reagao constituiu de uma desnaturagéo inicial de 95 °C por 7 min, 35 ciclos
de 94 °C por 1 min, 40 °C por 1 min e 65 °C por 8 min e uma extensao final de 65 °C por 16
min. Para o ERIC o programa constituiu de uma desnaturacéo inicial de 95 °C por 7 min,
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35 ciclos de 94 °C por 1 min, 52 °C por 1 min e 65 °C por 8 min e uma extensao final de 65
°C por 16 min. Para o REP, as amostras foram aquecidas por 95 °C por 7 min e
posteriormente submetidas a 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 44 °C por 8 min e 65 ° por 8 min
para anelamento dos primers e uma extensao final de 65 °C por 8 min. Os produtos das
PCRs foram analisados em gel de agarose a 1,5% (p/v) com tempo de corrida de
aproximadamente 2 h, corados com brometo de etideo e fotodocumentado em L.PIX
(Loccus Biotecnologia).

Andlise dos Dados

A partir dos perfis de fragmentos amplificados com os primers BOX, ERIC e REP,
foram construidas matrizes binarias, atribuindo-se o valor (1) para a presenca de fragmento
e (0) para a auséncia. Os resultados obtidos com cada primer foram analisados
separadamente (REP, ERIC e BOX) e em conjunto (rep - PCR) com o programa PAST
3.06 (Hammer et al. 2001). O coeficiente de similaridade aplicado foi o Jaccard (Sneath &
Sokal, 1999) e a analise de agrupamento foi determinada pelo método UPGMA
(Unweighted pair group method using arithmetic averages).

A riqueza genotipica E (gn), foi estimada utilizando curva de rarefacdo (Grunwald
et al. 2003), para diminuir o erro devido aos diferentes tamanhos das populacdes. Para
medir a diversidade genotipica foram calculados os indices G (Stoddart & Taylor, 1988) e
H (Shannon- Wiener, 1949), assim como 0s respectivos intervalos de confiancga, utilizando
0 pacote poppr do programa estatistico R (R Development core team, 2011).
diferenciac@o genética entre as populacdes foi calculada utilizando o programa Multilocos
1.3 (Agapow & Burt 2001) com bootstrap de 1000 re-amostragem; o valor encontrado em
cada par de subpopulacéo indica se ha diferenciagcdo genética entre elas. A evidéncia de
recombinacdo na populacao foi avaliada pelo indice de associgg@&op@la estatistica r
(Maynard Smith et al. 1993), para testar a hipétese de ocorréncia de recombinacao
comparando os valores observados e esperados utilizando o pacote poppr do programa

estatistico R.



RESULTADOS

As analises de agrupamento com cada primer separadamente (REP, ERIC e BOX) e
em conjunto (rep - PCR) revelaram a formagao de grupos entre os isolados, de acordo com
o hospedeiro e a origem geografica.

Os padrdes de fragmentos gerados pelo primer BOX apresentaram até 13 bandas,
que variaram de 400 a 5000 pb (Figura 1A). Dentre as 13 bandas analisaveis, seis foram
polimérficas. Ao nivel de 70% de similaridade, foi possivel identificar dois grupos, o grupo
1 composto por isolados provenientes de goiabeira, apresentando mais de 80% de
similaridade entre eles e 0 grupo 2 composto por isolados de eucalipto. O grupo 2 foi
dividido em dois subgrupos também com 80% de similaridade. O primeiro subgrupo,
formado pelos isolados do Mato Grosso do Sul (MS), apresentou 100% de similaridade e o
segundo subgrupo, formado pelos isolados do Rio Grande do Sul (RS), com 90% de
similaridade (Figura 2).

Os padrbes de fragmentos gerados pelo primer REP apresentaram 12 fragmentos
que variaram de 150 a 5000 pb (Figura 1B), sendo seis polimérficos. Novangnte, o
isolados de eucalipto dividiram-se em dois grupos com 89% de similaridade, sendo o grupo
1 formado pelos isolados dRS e o grupo 2 pelos isolados WS e com os isolados IBSBF
493, IBSBF 1579 e IBSBF 1480. Os isolados de goiabeira IBSBF 454 e IBSBF 435
(isolado tipo) formaram um grupo com 77% de similaridade (grupo 3). O isolado LPF0526
nao se agrupou aos demais isolados (Figura 3

A amplificagcdo com os primers ERIC 1R e ERIC 2 permitiu a geracao de oito
fragmentos distintos que variaram de 100 a 4500 pb (Figura 1C), dos quais apenas quatro
foram polimorficos. A analise dos perfis eletroforéticos separou os isolados analisados em
trés grupos, com similaridade aproximada de 64% (Figura 4). O grupo 1 apresentou 88% de
similaridade, contendo todos os isolados provenientes de eucalipto obtidos no estado do
MS, acrescido do isolado IBSBF 1579. O grupo 2, com similaridade de 88%, foi possivel
separar o isolado tipo (IBSBF 435) dos isolados de E. psidii de eucalipto obtidoseno RS
os isolados provenientes de goiabeira (IBSBF 454 e IBSBF 493). E o grupo 3 formado
pelos isolados LPF 0535 e LPF 0526, apresentando 100% de similaridade entre eles.
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Considerando os trés primers foi possivel detectar 33 loci, sendo 17 (51,5%)
polimorficos, com fragmentos variando de 100 a 5000 pb (Tabela 2). Ao nivel de 77% e
79% de similaridade foi possivel separar os isolados por hospedeiro e regido geografica
respectivamente, formando trés grupos principais. O grupo 1, com aproximadamente 87%
de similaridade, é composto por todos isolados provenientes de goiabeira (IBSBF 454,
IBSBF 435, IBSBF 493 e IBSBF 1480), exceto o isolado IBSBF 1579. O grupo 2 contém
os isolados provenientes de eucaliptd® e o isolado IBSBF 1579, com similaridade de
95%. O grupo 3 € composto pelos isolados de eucalipto oriund®S, @presentando 83%
de similaridade entre eles. O dendograma gerado pela analise conjunta (rep -PCR) (Figura
5) apresentou resultado semelhante aos dendogramas de BOX, REP e ERIC - PCR quando
analisados isoladamente.

N&o foi detectada diferenca de diversidade genotipica entre as populacdes baseadas
nos indices G (Stoddart & Taylor) e H (ShannroWiener). No entanto, foi detectada
maior riqueza e equitabilidade nas subpopulacées de goiabeiraR& (@babela 3). A
diversidade génica foi maior nas subpopulacoes. gsidii provenientes de goiabeira e do
RS. A hipotese de equilibrio gamético na populacéo total (n=26) foi rejeitada, indicando a
evidéncia de recombinacao na populacéo de E. psidii (Tabela 2). A populacdo do MS difere

das demais populacdes. Os valores glev&riaram de 0,54 a 0,82 (Tabela 4).
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Figura 1: Perfil de isolados de Erwinia psidii em gel de agarose, ap0s amplificacdo
utilizando os primers BOX (A), REP (B), ERIC (C). Kb = marcador molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder (GeneRulél); LPF0526 a LPF0557= isolados de E. psidii oriundos de
eucalipto; e IBSBF1579 a IBSBF435 = Isolados de E. psidii oriundos de goiabeira.

12



Senilanty

=] =] o =] (=3 =] =] o
& o 3 g ® 8 9 8
1 L 4 1 h

"
IBSBF 493 (Psidium guajava)

IBSBF1579(Psidium guajava)

| IBSBF 454(Psidium gugjava) [pGrupo 1

| IBSBF 435 (Psidium guajava)

IBSBF 1480 (Psidium guajava)

LPF0544 (Bucalvptus sp.- MS) ]
LPF0545 (Bucalvptus sp.- MS)
LPF0546 (Bucalvptus sp.- MS)
LPF05347 (Bucalvptus sp.- MS)
LPF0548 (Bucalvptus sp.- MS)
LPF0549 (Bucalvptus sp.- MS)
LPFO550 (Bucalyptus sp.- MS) pGrupo 2
LPFO551 (Bucalvptus sp.- MS)
LPF0552 (Bucalvptus sp.- MS)
LPF0533 (Bucalvptus sp.- MS)
LPF0554 (Bucalyptus sp.- MS)

LPF0556 (Bucalvptus sp.- MS)

LPF0557 (Bucalvptus sp.- MS)

LPF0335 (Bucalvptussp.- RS) 1

LPF0330 (Bucalvptussp.- RS)

LPF0529 (Bucalvptussp.- RS)

LPF0528 (Bucalvptussp.- RS)

=Grupo 3

LPF0526 (Eucalvptussp.- RS)

LPF0531 (Bucalyptussp.- RS)

LPF0533 (Bucalyptus sp.- RS)

LPF0334 (Bucalyptussp.- RS} |

Figura 2: Dendrograma construido com os perfis de fragmentos amplificados por BOX -
PCR dos isolados de Erwinia psidii obtidos de eucalipto (LPF0526 a LPF0557) e goiabeira
(IBSBF1579 a IBSBF435). As diferengas entre os perfis séo indicadas pela porcentagem de
similaridade. O dendrograma foi baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard e a
analise de agrupamento foi determinada pelo método UPGMA.
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Figura 3: Dendrograma construido com os perfis de fragmentos amplificados por REP -
PCR dos isolados de Erwinia psidii obtidos de eucalipto (LPF0526 a LPF0557) e goiabeira
(IBSBF1579 a IBSBF435). As diferencas entre os perfis séo indicadas pela porcentagem de
similaridade. O dendrograma foi baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard e a
andlise de agrupamento foi determinada pelo método UPGMA.
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Figura 4: Dendrograma construido com os perfis de fragmentos amplificados por ERIC -

PCR dos isolados de Erwinia psidii obtidos de eucalipto (LPF0526 a LPF0557) e goiabeira
(IBSBF1579 a IBSBF435). As diferencas entre os perfis séo indicadas pela porcentagem de
similaridade. O dendrograma foi baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard e a
analise de agrupamento foi determinada pelo método UPGMA.
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Figura 5: Dendrograma construido com os perfis de fragmentos amplificados por rep -
PCR (REP, ERIC e BOX) dos isolados de Erwinia psidii obtidos de eucalipto (LPF0526 a
LPF0557) e goiabeira (IBSBF1579 a IBSBF435). As diferencas entre os perfis sao
indicadas pela porcentagem de similaridade. O dendrograma foi baseado no coeficiente de
similaridade de Jaccard e a analise de agrupamento foi determinada pelo método UPGMA.
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Tabela 2 Porcentagem de locos polimérficos e diversidade génica em populacdes de
Erwinia psidii.

Diversidade Génica

Marcador Tamanho Polimorfismo N° de Eocalint Eucaliot
(pb) (%) Locos uf\?s'p 0 uc;slp 9 Goiabeira
BOX 400 - 5000 46,15 13 0 0,54 0,90
ERIC 100- 4500 50 8 0 0,25 0,90
REP 150 - 5000 50 12 0,28 0,43 0,90

Tabela 3 indice de diversidade genética e estimativa de desequilibrio de ligacdo para
regiao (A) e hospedeiro (B) em subpopulacdes de isolados de Erwinia psidii

& | |
~ Eucalipto Eucalipto
Populagao Mato Gross% doSul Rio Grandg do Sul Total
N 13 8 21
N° haplotipo 2 4 6
H?) 0,42 1,25 1,4
(-1,78-2,14) (-1,73-2,19) (-1,76— 2,16)
G 0,68 0,80 0,68
(-1,73-2,19) (-1,40- 2,52) (-1,27- 2,65)
E (8)" 1,87 4 3,96
He > 0,28 0,78 0,70
1a% 0 -2,76* 3,53*
Rd" * -0,46* 0,37*
(B)
Populacao Goiabeira Eucalipto (RS e MS) Total
N 5 21 26
N° haplotipo 5 6 11
H? 1,61 1,40 1,93
(-1,72—2,2) (-1,76— 2,16) (-1,75-2,17)
G 1,00 0,22 0,76
(-1,22— 2,70) (-1,23— 2,69) (-0,87— 3,05)
E (5)7 5 3 3,63
He” 1,00 0,705 0,809
1a% -0,50 -3,53% 2,59*
Rd" -0,62 -0,36* 0,18*

UN: Tamanho da amostra

2H: indice de Shannon Wiener e intervalos de confianga entre parénteses

9G’: indice de Stoddart e Taylor escalonado e intervalos de confianca entre parénteses
“E(n). indice de riqueza para o menor n amostral

YHe: indice de equitabilidade

®la: indice de associacéo

Rd: indice de associacdo multilocos

* significativo a 26 probabilidade
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Tabela 4 Diferenciagdo genética entre populag¢des de Erwinia psidii (diagonal inferior).

Populacdo Eucalipto -RS Eucalipto -MS Goiaba
Eucalipto -RS 1,0
Eucalipto -MS 0,82* 1,0

Goiabeira 0,54 0,75* 1,0

*significativo al% de probabilidade.

DISCUSSAO

Os isolados de Erwinia psidii utilizados neste estudo apresentaram baixa
variabilidade genética. O resultado da andlise de agrupamento permitiu separar os isolados
de acordo com o hospedeiro e regido geografica. No entanto, essas diferencas foram muito
baixas, demonstrando que os isolados sdo muito préximos geneticamente. Teixeira et al.
(2009) trabalhando com populacbes de E. psidii de goiabeira de diferentes regides do
Brasil, encontraram resultado semelhante, concluindo que os isolados de Edgsidii
Distrito Federal sdo semelhantes aos do Parana, Espirito Santo e de Séao Paulo.

Apesar da analise dos dados permitir a separacdo dos isolados por regido e por
hospedeiro, um dos isolados de goiabeira agrgpocem os isolados de eucalipto.
Mesmos isolados distintos genotipicamente foram bastante similares independentemente do
hospedeiro, goiabeira ou eucalipto, apoiando fortemente a hipétese de que o patégeno nao
difere entre estes hospedeiros. Além disso, Arriel et al. (2014) demonstraram que o isolado
de E. psidii LPF 0534 de eucalipto e o isolado tipo IBSBF 435 de goiabeira foram
patogénicos a ambos os hospedeiros. Em conjunto esses resultados demonstram que a
infecc@o de E. psidem Eucalyptus spp. € resultado de uma adaptagéo recente do patégeno
ao eucalipto. Esta hip6tese foi avaliada para Puccinia psidii em eucalipto, sendo neste caso
rejeitada. Entretanto, diferentemente do observado neste trabalho, a estrutura populacional
de P. psidii foi fortemente influenciada pelas espécies hospedeiras do fungo, levando a
existéncia de bibtipos adaptados a cada distinto hospedeiro (Graca et al. 2013).

A diversidade genética é composta de dois aspectos, riqueza e equitabilidade.
Riqueza é o numero de genotipos presentes em uma populacéo e equitabilidade diz respeito
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a como os genotipos estéo distribuidos dentro das populagcdes (Grunwald et al. 2003). Neste
estudo, os maiores valores de riqueza e equitabilidade foram detectados nas subpopulacdes
da bactéria de goiabeira, quando se avaliou 0 hospedeiro e nas popula€odpsidiedo

RS quando se avaliou somente as populacdes de eucalipto. Indicando que estas
subpopulacdes apresentam o maior nimero de genotipos e que eles estdo distribuidos mais
uniformemente dentro das mesmas.

Baseadas nos indices G e H e os respectivos intervalos de confiangca néo foi
detectada diferenca genotipica entre os isolados estudados. Ja a diversidade génica foi
maior nas populacdes de E. psidii provenientes de goiabeira, quando avaliado por
hospedeiro e do eucalipto para RS quando avaliado por regido. Em populacdes de
microrganismos, indices de diversidade génica e genotipica sdo necessarios para estimar a
diversidade genética, e o conhecimento da diversidade genética de um agente patogénico
pode auxiliar no estabelecimento de hipéteses sobre sua evolucdo, compreensao da relacao
entre patégeno x hospedeiro, além de ajudar nos métodos e estratégias de controle
(Grunwald et al. 2003). Segundo Teixeira et al. (2009) o limitado grau de diversidade
genética entre os isolados de E. psidii €, provavelmente, devido a disseminacdo da
fitobactéria através de mudas de goiaba assintométicas do estado de S&o Paulo para os
outros estados. Para o eucalipto, o baixo grau de diversidade genética encontrado indica
que a bactéria foi recentemente introduzida nesse hospedeiro. Até o presente, a doenca
encontra-se restrita em poucas regides do pais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e Rio
Grande do Sul, e tem sido registrada em um pequeno numero de clones comerciais e
plantios seminais de poucas espécies, principalmente E. dlrgrandis.

Em goiabeira, a disseminacéo da bactéria ocorre principalmente por ferramentas de
poda e mudas contaminadas (Marques et al. 2007). Em eucalipto ndo se tem conhecimento
de como o patdgeno inicia a infeccdo. Uma das hipéteses € que, assim como para goiabeira,
0 manuseio de ferramentas na multiplicacdo das mudas clonais de eucalipto possa
disseminar o patégeno. No entanto, diferentemente de R. solanacearum (Alfenas et al.
2006) até o momento, a doenga ndo foi constatada em mudas em viveiro. Além disso, a
doenca tem ocorrido também em plantios seminais, cuja produ¢do de mudas néo € tao

favoravel a disseminacédo da bactéria.
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As bactérias sdo principalmente clonais, por serem organismos de reproducao
assexuada, mas podem permutar genes por conjugagao, que sao interpretados como eventos
de recombinacdo em estudos de polimorfismo (Mhedbi-Hajri et al. 2013). A populacao de
E. psidii de goiabeira ndo apresentou taxa de recombinacéo significativa, mostrando que a
taxa de variabilidade provavelmente vem de mutacdes, ao passo que a variabilidade da
populacdo da bactéria de eucalipto (composta pelas subpopulacdes de MS e RS) é causada
pela recombinacéo.

A limitada diversidade genética encontrada nas populacdds gdsidii obtidas
neste estudo constitui uma importante informacdo no desenvolvimento de estratégias de
controle da doenca, devendo ser considerada no estudo para selegcédo de plantas resistentes.
Entretanto, estudos sobre a variabilidade da agressividade na populacdo do patégeno sao
necessarios. Portanto, este estudo fornece a primeira informacéo sobre a estrutura genética
das popula¢des de Erwinia psidii obtidas de plantas de eucalipto e goiabeira, mostrando que

h& baixa variabilidade genética entre as populacdes.
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CAPITULO 2

Resisténcia de Eucalyptus spp. a Erwinia psidii

RESUMO

A seca de ponteiros do eucalipto, causada por Erwinia psidii, € considerada uma doenca
emergente e com elevado potencial de perdas na eucaliptocultura. O uso de material
resistente é via de regra, a melhor estratégia para o controle de doencas em espécies
arbéreas. Entretanto, até o momento ndo se sabe o nivel de resisténcia de espécies de
Eucalyptus a infeccdo dessa bactéria. Assim, neste trabalho, avaliou-se, por inoculacédo sob
condicbes controladas, a resisténcia de Eucalyptus pellita, Eucalyptus urophylla,
Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus saligrtaucalyptus grandis, quanto a infeccdo de

E. psidii. Observou-se variabilidade inter e intra-especifica entre os materiais testados. A
espécie E. pellita e uma procedéncia de E. urophylla apresentaram maior nimero de
genotipos resistentes. Os resultados deste trabalho sao importantes para nortear a busca de

fontes de resisténcia para a seca de ponteiros do eucalipto.
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INTRODUCAO

Recentemente, uma nova e severa doenca foi relatada na cultura do eucalipto.
Denominada de seca de ponteiros, ela € causada pela bactéria Erwinia psidii, descrita
inicialmente no Uruguai, Argentina (Coutinho et al. 2011) e no Brasil (Arriel et al. 2014).

No Brasil, a doenca foi observada em plantios clonais de E. saligna, de hibridos de E.
urophylla x E. grandis ("urograndis”) e em plantios seminais de E. grandis e E. dunnii
(Arriel et al. 2014). Em determinados locais e épocas do ano a doenca incide em quase
100% das plantas levando a perda da dominancia apical e possivel reducao do crescimento,
gerando prejuizos para a cultura. Os principais sintomas observados sdo a seca de
ponteiros, necrose do peciolo e da nervura central das folhas. Nos ramos jovens das plantas,
algumas vezes, podem ser observados o escurecimento da medula e exsudacao
macroscopica e microscopica de pus bacteriano. Em determinados clones sao observados a
murcha e morte da arvore no campo (Arriel et al. 2014).

O controle de doencas bacteriaream plantas é geralmente dificil, tornande
praticamente impossivel apos o inicio da epidemia. Entre outros motivos, isso se da devido
a rapida multiplicacdo do patdgeno e a pequena disponibilidade de produtos registrados
(Fritscher-Neta& Borém, 2012). Observacdes de campo tém demonstrado variabilidade de
eucalipto quanto a resisténcia a seca de ponteiros (Acelino C Alfenas, comunicagao
pessoal, 2015), fazendo da resisténcia genética uma possibilidade de controle. A resisténcia
genética no controle de doencas tem sido utilizada na eucaliptocultura desde o final da
década de 1980. Aliada a caracteristica de multiplicacéo clonal do eucalipto, a resisténcia
foi fundamental no controle do cancro do eucalipto (Chrysoporthe cubensis) no Brasil
(Guimarées et al. 2010). Atualmente, ja existem protocolos de avaliagédo e selecéo de clones
resistentes as principais doencas que incidem na cultura (Fonseca et)aP2@LE. psidii
foi desenvolvido recentemente um protocolo de inoculacdo que induz nas plantas os
mesmos sintomas da doeng¢a no campo (Heélvio G. Ferraz, comunicagéo pessoal).

Assim, em funcdo da caracteristica da doenca e da variagdo em sua intensidade
entre diferentes espécies e clones de Eucalyptus no campo, acredita-se que o plantio de
materiais resistentes seja uma alternativa eficiente para o controle ddegewaeiros.

Portanto, a busca de fontes de resisténcia é fundamental para a selecdo de materiais
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resistentes para plantio comercial bem com para embasar os programas de cruzamento inter
e intraespecifico, visando a obtencdo de materiais resistentes. Assim, neste trabalho

avaliousea resisténcia de diferentes gendtipos de eucalipto a infecgcéo de E. psidii.

MATERIAL E METODOS

Isolado

Para a inoculacado foi utilizado o isolado LPF 0534 de E. psidii, da Colecdo de
Culturas do Laboratério de Patologia Florestal (UFV), obtido de Eucalyptus dunnii,
proveniente de Guaiba, Rio Grande do Sul e caracterizado por Arriel et al. (@014).
isolado utilizado foi cultivado em meio sélido 523 (Kado & Heskett, 1970) e incubado por
24 h a 28°C.

Material Vegetal

Para a identificacdo de fontes de resisténcia a E. psidii foram avaliadas progénies
intraespecificas de E. pellita, E. camaldulensis, E. urophylla, E. s&ligngrandis, sendo
que para E. urophylla foram avaliadas plantas provenientes de trés procedéncias (Timor,
llege e Litara). Essas espécies foram escolhidas em virtude de sua importancia silvicultural
no Brasil e pela disponibilidade de sementes. Foram inoculadas 30 mudas de cada
procedéncia ou espécie, totalizando 210 plantas avaliadas. Como testemunha foram
utilizadas 10 plantas do clone 6061 (E. urophyl&. grandis), por se mostrar muito
suscetivel a doenca no campo (Arriel et al. 2014). As mudas seminais foram produzidas em
tubetes, contendo substrato Carolina &§@phagnum 70%, palha de arroz torrefada 20%,
perlita 10%) e enriquecido com superfosfato (6.0 kg m-3) e Osmocote® (19: 06: 10 em 1.5
kg m-3). Depois da germinacdo das sementes, realizou-se o desbaste das mudas gxcedentes
mantendo apenas a planta mais vigorosa por recipiente. Aos 60 dias de idade, as mudas
foram transplantadas para sacolas com capacidade de 2L contendo o mesmo substrato e
fertilizadas quinzenalmente com solugéo de NPK (05: 10: 30 a$.g L
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Inoculacéo e avalicbes

Para a inoculagcdo das mudas, a haste principal foi marcada com fitas adesivas
delimitando os pontos de inoculagéo. Foram inoculadas as trés primeiras gemas axilares do
apice da haste principal com palitos de madeira previamente esterilizados, impregnados
com cultura bacteriana. Foram utilizadas trés testemunhas, para cada tratamento, cujas
plantas foram apenas feridas com palito estéril. Apos a inoculacdo, as plantas foram
mantidas em casa de vegetacao da Clonar Resisténcia a Doencas Florestais e avaliadas em
intervalos de quatro em quatro dias até trinta e dois dias apds a inoculacao (dai). Para cada
planta foi atribuida uma nota de acordo com a presenca de sintomas de seca de. ponteiros
Para isso, utilizou-se a escala de notas (Figura 1) desenvolvida por Hélvio G. daatosz (
nao publicados), onde: O- plantas sem sintomas; 1- necrose da nervura central e, ou
nervuras secundarias; 2- morte de folhas sem perda de dominancia apical; 3- minicancro e,
ou cancro; 4- morte do apice com perda de dominéancia apical; e 5- morte do terco apical da
haste principal. Visando a confirmagéo da bactéria nos tecidos da planta, as mudas foram
submetidas a presenca de exsudacao microscépica de pus bacteriano, 32 dai.
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Figura 1: Escala de notas utilizada para avaliar a seca dos ponteiros causada por Erwinia
psidii em Eucalyptus spgfa) O- Plantas sem sintomas; (b) 1- Necrose da nervura central e,
ou nervuras secundarias; (c) 2- Morte de folhas sem perda de dominéancia apical; (d) 3-
Mini cancro e, ou cancro; (e) 4- Morte do apice com perda de dominancia apical; e (f) 5-
Morte do terco apical da haste principal. Figura gentilmente cedida por Hélvio G. Ferraz
(dados néo publicados).
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Delineamento Experimental
O experimento foi esquematizado em delineamento inteiramente casualizado, com
sete tratamentos (espécies e procedéndéa Eucalyptus spp.) e 30 repeticbes. Cada

unidade experimental foi constituida por um vaso, contendo uma planta.

RESULTADOS

Aos quatro dias apds a inoculacao surgiram os primeiros sintomas na base das folhas
do terco apical das mudas. As primeiras lesdes fami@omo pequenas manchas verde-
escuras, encharcadas e oleosas (anasarca), posteriormente evoluiram para necrose das
nervuras. Com o passar do tempo o0s sintomas evoluiram para a queima do apice e em
alguns casos todo o terco apical da muda se tornou necrosado. Esporadicamente, em
algumas plantas houve a formacdo de mini cancro, podendo ser superficial ou mais
profundo (Figura R Além dos sintomas descritos, observou-se exsudagdo macroscoépica e
microscopica de pus bacteriano (Figura 2).

Houve diferenca no nivel de resisténcia inter e intra-especifica (Figuean3ods
os tratamentos, foram obtidos individuos com morte do terco apical, nota 5 da escala.
Apenas E. pellita e uma procedéncia de E. urophylla apresentaram mais de 50% de plantas
resistentes (nota 1 e, ou 2), ja os demais materiais apresentaram baixa frequéncia de

individuos resistentes (Figuras 4 e 5).
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Figura 2: Sintomas observados nas espécies de Eucalyptus spp, inoculadas com Erwinia
psidii (LPF 0534)A - Anasarca; B - necrose da nervura principal; C - morte do apiee; D

mini cancro; E - exsudacao de pus bacteriano na folha; F - exsudacdo de pus bacteriano no
caule; G - exsudacao microscopica de pus bacteriano em gota.
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Figura 3: Plantas de Eucalyptus pellita resistente (A) e suscetived BBinia psidiie
plantas de E. camaldulensis resistente (C) e suscetivel (D) .
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N° de Plantas
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Figura 4: Distribuicdo do numero de plantas por espécie avaliada e por nota recebida pela escala de notas.

32



20

B Resistente B Suscetivel

Figura 5: NUmero de plantas resistentes e suscetiveis por espécie de Eucalyptus.

Tabela 1: Classificacdo das progénies de Eucalyptus spp. quanto a resisténcia a seca de
ponteiros, inoculadas com o isolado LPF 0534 de Erwinia psidii, baseada na escala de
sintomas.

Numero de Plantas Porcentagem de plantas

Espécie Procedéncia Resistentes (notas resistentes
elou 2) (%)

E. pellita Clonar 16 59,23

E. urophylla llege 14 51,85
E. urophylla Timor 5 18,52
E. urophylla Litara 1 3,70
E. camaldulensis Clonar 4 14,81
E. saligna Clonar 3 11,11

E. grandis Clonar 1 3,70
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DISCUSSAO

Dentre as estratégias de controle de doencas de eucalipto, 0 uso da resisténcia
genética esta estre as alternativas mais eficientes (Alfenas et al. 2009; Xavier et al. 2007).
Por tanto a busca de novas fontes de resisténcia torna-se fundamental para nortear os
programas de cruzamentos que visam a transferéncia da caracteristica de resisténcia (Mafia
et al. 2011). Todas as espécies avaliadas neste trabalho apresentaram variabilidade quanto a
resisténcia a E. psidii. Entretanto, E. pellita e uma das trés procedéncias de E. urophylla
(llege) apresentaram frequéncia de plantas resistentes acima de 50%. Além da resisténcia a
E. psidii demonstrada neste trabalho, E. pellita constitui também fonte de resisténcia a
ferrugem, manchde-Calonectria e a murcha-de-Ceratocystis (Guimardes et al. 2010),
apesar de ter algumas procedéncias suscetiveis a naCladonectria (Alfenas et al.

2015). Esses resultados demonstram que E. pellita € uma importante espécie para 0s
programas de melhoramento genético do eucalipto, principalmente como fonte de genes de
resisténcia a doencas.

Assim como E. pellita, uma das procedéncias de E. urophylla apresentou mais de
50% de plantas resistentes. Esse resultado é importante do ponto de vista de controle da
doenca, ja que E. urophylla, juntamente como E. grandis, é uma das principais espécies de
eucalipto utilizadas no Brasil, como espécie pura e principalmente em cruzamentos com E.
grandis (Mafia et al. 2011). Entretanto, como E. grandis e duas das trés procedéncias de E.
urophylla foram suscetiveis a E. psidii, recomesilque os clones hibridos “urograndis”
ou E. urophylla sejam selecionados quanto a resisténcia a seca de ponteiros, antes do
plantio do clone em escala comercial.

Foi considerada como suscetivel as plantas que apresentaram nota 4 e ou 5 (perda
da dominancia apical) e nota 3, que apresentavam o0 sintoma de cancro. A perda da
dominancia apical, leva ao superbrotamento das gemas laterais e atraso no desenvolvimento
das mudas (Arriel et al. 2014), que acarreta em prejuizo ao eucaliptocultor. E a presenca de
cancro, pode servir de porta de entrada para outros patdgenos, levar a quebra da planta e
tornar a madeira de baixa qualidade para serraria (Alfenas et al. 2009).
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Neste trabalho, a maioria das plantas inoculadas (71,4%) foi suscetivel a & psidii
que demonstra o potencial de danos dessa doenca na eucaliptocultura. Entretanto, a
variabilidade para resisténcia encontrada demonstra ser possivel a selecdo de gendtipos
resistentes. Diferentemente do observado neste trabalho, em goiabeira Rezende (2006)
verificou que as principais variedades plantadas sdo altamente suscetiveis a bactéria, sendo
necessario recorrer a espécies nao domesticadas em busca de fontes de resisténcia.

Neste trabalho utilizou-se apenas um isolado de E. psidii na selec&o para resisténcia,
baseado no fato das populacbes deste patdgeno apresentarem baixa diversidade genética
(Capitulo 1). Entretanto, € necessario avaliar a durabilidade da resisténcia encontrada
considerando diferentes isolados do patégeno (Coutinho et al. 2000), para maior precisao
na determinacdo da resisténcia a esta doenca. A variabilidade interespecifica e
intraespecifica para resisténcia encontrada neste trabalho também foi observada por outros
autores, com outros patdgenos e outras espécies e procedéncias de Eucalyptus spp. (De
Carvalho et al. 1998; Guimarées et al. 2010; Mafia et al. 2014; Mafia et al. 201%). Este
resultados demonstram que a resisténcia genética pode efetivamente ser utilizada no

controle das principais doencas da eucaliptocultura.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

1-

A técnica rep- PCR foi eficiente para a caracterizagcédo da diversidade genética da
populacdo em estudo.

As andlises de rep PCR revelaram que ha baixa variabilidade genética entre as
populacdes de E. psidii de eucalipto e goiaba.

Osisolados de eucalipto foram agrupados de acordo com a regido geogréfica.

As espécies e procedéncias de Eucalyptus diferiram quanto & resposta da planta a
infeccdo de E. psidii.

Eucalyptus pellita foi a espécie que apresentou maior frequéncia de plantas
resistentes (59,23 %), seguida de E. urophylla (llege) (51,85%).
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