A JUEHS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

THAISSA DE PAULA FARIAS DOS SANTOS

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, FILOGENETICA E
PATOGENICA DE Chrysoporthe spp. ASSOCIADO AO CANCRO EM
Eucalyptus spp. E Tibouchina spp.

LAVRAS - MG

2015



THAISSA DE PAULA FARIAS DOS SANTOS

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, FILOGENETICAE
PATOGENICA DE Chrysoporthe spp. ASSOCIADO AO CANCRO EM
Eucalyptus spp. E Tibouchina spp.

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Agronomia/Fitopatologia,
area de concentracdo em Fitopatologia,
para a obtenc&o do titulo de Mestre.

Orientadora
Dra. Maria Alves Ferreira

LAVRAS - MG
2015



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracio de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitiria da UFLA, com dados informados pelo(a) proprio(a) antor{a).

Santos, Thaissa de Paula Farias dos.

Caracterizagdo morfologica, filogenética e patogénica de
Chrysoporthe spp. associado ao cancro em Eucalyptus spp. e
Tibouchina spp. / Thaissa de Paula Farias dos Santos. — Lavras:
UFLA, 2017.

59p. il

Dissertacio (mestrado académico}l-Universidade Federal de
Lavras, 2015,

Orientador(a): Maria Alves Ferreira.

Bibliografia.

1. Chrysoporthe cubensis. 2. Chrysoporthe doradensis. 3.
Clones de eucalipto. I. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.




A0s meus pais, Jodo e Sandra, e aos meus irméos, Thiago e Thamiris,
pelo amor e apoio incondicional.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, a quem devo toda a minha gratiddo e reveréncia por estar
presente em cada inicio e fim dos meus planos;

A Universidade Federal de Lavras, em especial aos funcionarios,
professores e estudantes;

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), pela concesséo da bolsa de estudos;

A professora Maria Alves Ferreira, a quem devo minha admiracio e
respeito, pela orientacdo, colaboracéo, paciéncia, e principalmente pela amizade
e dedicacdo empregadas durante todo o processo.

A todos os professores e técnicos da Universidade Federal de Lavras que
contribuiram direta e indiretamente na realizacéo desse projeto.

A toda minha familia, em especial, meus pais e irmaos, pelo amor, apoio
e motivacdo que me faz sentir capaz de tornar todos 0os meus sonhos em
realidade.

Aos membros do laboratério de Nematologia e Patologia Florestal, em
especial a Aline, Arinaldo, Eduardo, Ariana, Nathdlia, pela amizade, carinho,
pelos sorrisos e momentos de descontracdo que me proporcionaram nestes dois
anos.

Aos amigos e colegas de laboratério, Fernanda, Elaine, Luiz Henrique,
Gizeli, Livia, Renata, Luiza e Noemi, por todo apoio e ajuda, que perto ou
distante, tornam meus dias mais alegres.

A todos, que de alguma maneira, tornaram possivel a realizacdo deste
trabalho!



RESUMO

Espécies de Chrysoporthe sp. sdo conhecidas como patégeno do cancro em
plantagdes comerciais de Eucalyptus spp. e outros hoespedeiros da familia
Myrtaceae e Melastomataceae. Causam cancro em troncos de arvores, reduzindo
seu crescimento, levando a ruptura das hastes, podendo provocar a morte da
planta. Neste trabalho foi investigado se outras espécies ou linhagens
filogenéticas ocorriam no Brasil, além de C. cubensis. Testes de patogenicidade
e de inoculagdo cruzada foram conduzidos para avaliar a resisténcia de 10 clones
de eucalipto ao patdégeno sendo avaliado também a especifidade do fungo por
hospedeiro. Vinte isolados foram submetidos a analises multilocus utilizando a
regido ITS e os genes da beta-tubulina e actina. A analise filogenética de
Maxima Parcimonia e Inferéncia Bayesiana de sequéncias combinadas das trés
regibes estudadas agruparam os isolados avaliados em trés grupos distintos.
Isolados pertencentes ao grupo 1, coletados em Sdo Jodo Del Rei e Tiradentes,
MG, formaram um clado distinto e ndo agruparam com qualquer espécie de
Chrysoporthe relatadas na literatura. A caracterizacdo morfoldgica destes
isolados revelou se tratar de uma nova espécie que ocorre no Brasil, devido as
diferengas no tamanho de conidios e conidiéforos. Isolados pertencentes ao
grupo 2 agruparam com C. doradensis, espécie cuja ocorréncia no pais ainda ndo
havia sido relatada até o presente estudo. Este resultado foi concernente com o0s
aqueles obtidos pela avaliagdo morfologica, uma vez que apresentaram
dimens@es dos caracteres morfoldgicos avaliados equivalentes aqueles descritos
para C. doradensis. Isolados do grupo 3 agruparam com C. cubensis e sua
classificagdo foi confirmada pela caracterizagdo morfologica. Os testes de
patogenicidade conduzidos em quaresmeira e eucalipto demonstraram que nao
ha especifidade do patégeno ao hospedeiro. Os clones de eucalipto testados
foram classificados em quatro grupos de resisténcia e observou-se que o isolado
de C. cubensis foi mais agressivo que o isolado de C. dorandesis testado. Estes
resultados contribuirdo para o conhecimento das espécies de Chrysoporthe que
ocorrem no Brasil e sua viruléncia aos hospedeiros presentes no pais. Os
programas de melhoramento que buscam a resisténcia de eucalipto ao patdgeno
poderdo se beneficiar desse conhecimento sobre a verdadeira diversidade do
patdgeno no pais.

Palavras-chave: Chrysoporthe cubensis. Chrysoporthe doradensis. Clones de
eucalipto.



ABSTRACT

Chrysoporthe spp. are known as canker of the pathogen in commercial
plantations of Eucalyptus spp. and other hosts of Myrtaceae and
Melastomataceae family. Cause canker in tree trunks, reducing their growth,
leading to rupture of rods and even death of the plant. This work investigated
whether other species or phylogenetic lineages of Chrysoporthe occurred in
Brazil, besides of C. cubensis. Pathogenicity tests and cross inoculation were
conducted to evaluate the resistance of 10 Eucalyptus clones and whether a
pathogen specificity for the fungus host. Twenty isolates were submitted to
analysis of molecular phylogeny of three gene regions: ITS, beta-tubulin and
actin. Phylogenetic analysis Maximum parsimony and Bayesian inference
sequences combined the three regions studied grouped the tested isolates into
three groups. Isolates belonging to group 1, collected in Sao Joao del Rei and
Tiradentes, MG, formed a distinct clade and not grouped with any species of
Chrysoporthe reported in the literature. The morphological characterization of
these isolates revealed that it is a new species that occurs in Brazil, due to
differences in spore size, conidiophores. Isolates belonging to group 2 grouped
with C. doradensis, species occurring in the country had not been reported until
this study. This result was concerned with those obtained by morphological
evaluation, as presented dimensions of equivalents tested morphological
characters to those described for C. doradensis. Group 3 isolates clustered with
C. cubensis and their classification was confirmed by morphological
characterization. Pathogenicity tests conducted in gquaresmeira and eucalyptus
have shown no specificity of the pathogen to the host. The eucalyptus clones
tested were classified into 4 groups and resistance was observed that the isolate
of C. cubensis was more virulent than the isolated C. dorandesis tested. These
results contribute to the knowledge of species Chrysoporthe occurring in Brazil
and its virulence to present hosts in the country. Breeding programs that seek
after the pathogen eucalyptus resistance will benefit from this knowledge about
the true diversity of the pathogen in the country.

Key words: Chrysoporthe cubensis. Chrysoporthe doradensis. Eucalyptus
clones.
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1INTRODUCAO

O fungo Chrysoporthe cubensis, patégeno do cancro em Eucalyptus
spp., ameaca plantagdes comerciais em diversos paises por causar danos em
troncos de arvores, que podem levar a quebra e a morte de plantas (Hodges et al.
1976, 1979, Sharma et al. 1985). Ha também relatos de sua ocorréncia em outros
hospedeiros, como Tibouchina granulosa e Marlierea edulis (Seixas et al., 2004;
Baretto et al., 2006). O patégeno possui importancia na arborizagdo urbana, por
atacar T. granulosa, uma importante espécie utilizada em projetos de
paisagismo. O fungo ocorre em paises da América Central e do Sul, Africa
Central, Sudeste da Africa e Australia (Gryzenhout et al., 2004; Nakabonge et
al., 2006; Roux et al., 2005).

Até 2004, a posicdo taxondmica do patdgeno era confusa e imprecisa e,
diversas vezes, foi transferido para taxons distintos, devido a classificacdo
errbnea baseada apenas em caracteristicas morfolégicas. Estudos recentes
envolvendo a analise de sequéncias da regido ITS e o gene beta-tubulina,
confirmaram que este fungo é filogeneticamente distante de espécies do género
Cryphonectria (Myburg et al., 2004), como foi classificado anteriormente.
Gryzenhout et al, (2004) descreveu o novo género Chrysoporthe reclassificando-
0 como Chrysoporthe cubensis, em substituicdo a Cryphonectria cubensis. No
entanto, sdo poucos 0s estudos no Brasil sobre as espécies que ocorrem em
eucalipto e outras espécies arbdreas.

O Brasil foi o primeiro pais a utilizar a propagacdo vegetativa de arvores
resistentes a Chrysoporthe (Wingfield, 2003; Alfenas et al., 2009). Por
demonstrar ser um método de controle efetivo e econdbmico a este patdgeno em

Eucalyptus spp., programas de selecdo e criacdo de progénies resistentes vém



sendo realizadas por companhias florestais em diversos paises. (Alfenas et al.,
2009; Sharma et al., 1985; Van Heerden e Wingfield, 2002; Wingfield, 2003;
Van Herrden et al., 2005).

Frente a isso, a caracterizacdo molecular de Chrysoporthe pode
demonstrar quais linhagens sdo patogénicas e verificar se as linhagens que
causam cancro em T. granulosa sdo as mesmas que levam a morte plantas de
Eucalyptus spp. Nesse sentido, os principais objetivos do presente estudo foram
identificar as espécies de Chrysoporthe que ocorrem em eucalitpto e
quaresmeira; estudar a patogenicidade e agressividade dos isolados de
hospedeiros distintos e verificar os niveis de diferentes clones de Eucalyptus.



10

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Revisdo taxondbmica de Chrysoporthe

A posicdo taxondmica de Chrysoporthe cubensis foi problemética desde
a sua descoberta, em 1917, sendo que, somente em 2004, a espécie foi
acomodada dentro do género Chrysoporthe (Gryzenhout et al., 2004). O fungo
foi, originalmente, descrito como Diaporthe cubensis Bruner (Bruner, 1917),
mas foi transferido para Cryphonectria devido as caracteristicas culturais e
morfoldgicas que se assemelhavam aos deste género (Hodges, 1980). Entretanto,
estudos moleculares baseados nas sequéncias dos genes LSU e SSU mostraram
claramente que C. cubensis era distante, filogeneticamente, de outras espécies do
género Cryphonectria (Zhang e Blackwell 2001, Castlebury et al. 2002).

Dados de sequéncias mais variaveis, como dos genes ITS e beta-
tubulina, confirmaram que C. cubensis era mesmo filogeneticamente distinto de
Cryphonectria (Myburg et al. 2004) e o que antes era chamado de
Cryphonectria cubensis foi recolocado em dois novos géneros, Chrysoporthe e
Chrysoporthella e trés novas espécies foram descritas: Chrysoporthe cubensis,
Chrysoporthe austroafricana, originaria da Africa do Sul e Chrysoporthella
hodgesiana, isolada de Tibouchina spp., na Colémbia.

Muitas vezes, Chrysoporthella hodgesiana e Chrysoporthe cubensis
podem ser confundidos por dividirem hospedeiros em comum, como Miconia
spp. e Tibouchina spp. (Rodas et al., 2005). Trabalhos posteriores, baseados em
diferencas morfologicas e em sequéncias de regiGes gendmicas, levaram a
descricdo de mais trés espécies dentro do que antes era denominado
Cryphonectria cubensis, sendo elas Chrysoporthe doradensis, Chrysoporthe

inopina e Chrysoporthe deuterocubensis (Gryzenhout et al., 2005; Gryzenhout
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et al., 2006, van der Merwe et al., 2010) A descri¢do das espécies C. doradensis
e C. inopina pode ser suportada por caracteristicas morfolégicas que sdo
claramente distintas de C. cubensis (Gryzenhout et al., 2005, Gryzenhout et al.,
2006). Todavia, C. cubensis e C. deuterocubensis sdo praticamente
indistinguiveis morfologicamente (Gryzenhout et al., 2004) portanto, o
reconhecimento destes dois taxa como espécies distintas foi suportado por
analises filogenéticas de sequéncias de quatro regides genicas variaveis. Aqueles
que residiram no clado do Sudeste Asidtico representaram a nova espécie
Chrysoporthe deuterocubensis e o clado sul americano representou C. cubensis
(Van der Merwe et al., 2010).

A segregacdo de C. cubensis em varias espécies tem importantes
implicagdes de quarentena. Antes, estes fungos foram previamente considerados
como uma Unica espécie que causava cancro em Eucalyptus spp. (Gryzenhout et
al. 2004, 2009), e atualmente, engloba seis espécies, com intervalos geogréaficos
que ndo se sobrepdem. A patogenicidade de C. cubensis foi estabelecida em
ensaios de inoculacdo em Eucalyptus spp. (Boerboom e Maas, 1970; Hodges et
al., 1976; Wingfield, 2003). Chrysoporthe deuterocubensis estd associada a
sintomas em eucalipto no Sudeste da Asia, que sd0 muito semelhantes as
causadas por C. cubensis na América do Sul. Por exemplo, testes de
patogenicidade em Eucalyptus foram realizados com C. deuterocubensis na
Indonésia, com resultados muito semelhantes aos de C. cubensis (Wingfield,
2003). Ambas as espécies também tém a capacidade de infectar plantas lenhosas
nativas das familias Melastomataceae e Myrtaceae e poderia, assim, causar
sérios danos se elas fossem introduzidas acidentalmente em novos ambientes
(Gryzenhout et al. 2009).

Estas mudangas taxondmicas sucessivas de C. cubensis compete ao

crescente uso de ferramentas moleculares para caracteriza¢fes associadas com
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analises de biologia e morfologia que auxiliam na distin¢do e/ou classificacdo de
novos taxa. Porém, mesmo que hipoteticamente o género Chrysoporthe tenha
sido taxonomicamente elucidado, estudos filogenéticos consecutivos sao
importantes ndo apenas para observar mudancas entre grupos taxondmicos, mas
também para avaliar sua correlagdo com a variabilidade genética e/ou patogénica
que isolados de regides distintas podem apresentar. Tais resultados podem

auxiliar nas medidas de controle do pat6geno.

2.2 Importancia de Chrysoporthe

Conhecido como patégeno do cancro em plantagbes comerciais de
Eucalyptus spp. (Gryzenhout et al., 2004), C. cubensis causa cancro em troncos
de arvores, reduzindo seu crescimento, levando a ruptura das hastes e até a
morte da planta (Hodges et al. 1976, 1979, Sharma et al. 1985). No Brasil, além
do Eucalyptus sp., o patégeno ja foi relatado em T. granulosa e M. edulis
(Seixas et al., 2004; Baretto et al., 2006), embora estes relatos devem
provavelmente representar C. cubensis, a identidade do fungo nestes hospedeiros
necessita ser verificado com sequéncias de DNA (Gryzenhout et al., 2004;
Baretto et al., 2006).

Em Eucalyptus spp., o fungo pode atacar plantas de cinco meses de
idade até o final do ciclo. Mortes esporédicas associadas as les6es nas regides
basais do caule em plantios jovens ocorrem sem a manifestacdo do sintoma
tipico do cancro. O didmetro reduzido do caule em plantas jovens facilita o
anelamento na sua base pelo cancro, levando-as a morte (Ferreira, 1989). Em

plantas mais velhas, as lesfes resultam em pouco ou abundante trincamento até
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cancros tipicos. Relatos sobre a sintomatologia de plantas mais novas em T.
granulosa e M. edulis ndo foram encontrados na literatura.

O fungo geralmente ocorre em paises de clima tropical, em que a
umidade e temperatura sdo mais altas (Boerboom e Maas 1970, Hodges et
al.1976, 1979, Sharma et al. 1985). Em 1970, o Brasil registrou severas perdas
econdmicas na eucaliptocultura pela alta incidéncia da doenca, caracterizando o
cancro do eucalipto como a enfermidade mais importante da cultura no pais
(Ferreira et al., 2004). Diversas empresas eucaliptocultoras em Minas Gerais,
Sdo Paulo e Espirito Santo, recorreram por conta disto, a métodos de controle
eficazes, baseados no entendimento da suscetibilidade e resisténcia de espécies,
procedéncias e clones de Eucalyptus spp.

2.3 Controle

Existem vérias opg¢des para 0 manejo de C. cubensis. O controle quimico
pode ser utilizado, mas ndo é economicamente viavel (Sharma et al., 1985). Ja o
Controle biol6gico, com estirpes hipovirulentas do agente patogénico, pode se
mostrar vantajoso, mas é uma opcao a longo prazo (Van Heerden et al., 2001).
Atualmente, a abordagem mais viavel é selecionar arvores de eucalipto
resistentes a doencas (Alfenas et al., 1983; Wingfield, 1990). Implantacdo de
plantios de Eucalyptus spp. selecionados naturalmente resistentes reduziu as
perdas nas plantagdes, devido a C. cubensis na década de 70 e 80 (Campinhos e
Ikemori, 1983; Conradie et al., 1992). Plantages monoclonais séo atraentes para
empresas florestais, devido a uniformidade de clones selecionados e sua maior
produtividade em periodos mais curtos de tempo.

No entanto, as combinag¢Ges das condigdes ambientais favoraveis e da

uniformidade genética destas plantacfes podem causar perdas substanciais se
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clones com fraca resisténcia sdo inadvertidamente plantados. Praticamente, nada
se sabe sobre a variabilidade genética e patogénica de Eucalyptus spp. a infeccdo
por C. cubensis. No entanto, assume-se que a resisténcia ao patégeno é uma
caracteristica quantitativa. Isto é devido a ampla gama de suscetibilidade exibida
em ensaios de inoculagdo por descendéncia resultante de um cruzamento entre
clones de Eucalyptus spp. resistentes e suscetiveis (Ferreira et al., 1977; Alfenas
et al., 1983; Van Heerden and Wingfield, 2002; Guimardes et al., 2010).

Um dos meios de selecionar plantas resistentes a doencas é atraves de
inoculacéo artificial. Este método foi eficaz na selecdo de arvores de eucalipto
resistentes ao cancro de C. cubensis (Alfenas et al., 1983; Van Heerden e
Wingfield, 2002). Ensaios associados, tais como aqueles que avaliam a
capacidade de clones de eucalipto para cicatrizar feridas ap6s danos mecéanicos
tém mostrado uma correlagdo positiva com a resisténcia a doenca causada por C.
cubensis (Van Zyl e Wingfield, 1999). Do mesmo modo, genotipos com forte
efeito do ambiente foram demonstrados utilizando testes de inoculacdo com o

fungo em diferentes areas da Africa do Sul (Van Heerden e Wingfield, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036120/#Ferreiraetal1977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036120/#Alfenasetal1983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036120/#Alfenasetal1983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3036120/#VanHeerdenandWingfield2002
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo e preservacao de isolados de Chrysoporthe

Os isolados de Chrysoporthe utilizados neste estudo, foram obtidos de
arvores de Eucalyptus sp. e de Tibouchina sp. dos Estados de Minas Gerais e
Maranh&o. Foram coletados fragmentos do caule e casca que apresentaram
cancros tipicos e corpos de frutificacéo.

O isolamento direto foi realizado através da retirada e transferéncia de
massa de ascdsporos ou de conidios para placa de Petri, contendo meio Batata
Dextrose Agar (BDA) e incubados a + 28°C por 7-10 dias, com fotoperiodo de
12h. Os isolados foram armazenados em microtubos contendo NaCl 0,85% e
mantidos em temperatura ambiente (Castellani, 1939) e em microtubos com
glicerol 15% e conservados a -80°C. O método de Castellani foi utilizado para

manutencdo dos isolados durante a realizacdo dos experimentos.

3.2 Extracdo de DNA

Os isolados foram cultivados em meio BDA durante 10 dias e o micélio
foi raspado, macerado em nitrogénio liquido e a extragdo de DNA foi realizada
através do kit Wizard®Genomic DNA purification (Promega do Brasil), de

acordo com as especificagdes do fabricante.
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3.2 Amplificacéo e purificacdodos fragmentos

Para a amplificacdo de fragmentos das regides ITS (espacador interno
transcrito), B-tubulina (conjunto de primers BT1 e BT2), Actina (ACT) (White
et al. 1990; Glass e Donaldson 1995; Carbone e Kohn 1999), foram utilizados os
primers ITS1 (F; 5-GTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-3’) e ITS4 (R; 5°-
TTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), ACT-512 (F; 5'-ATG-TGC-
AAG-GCC-GGT-TTC-GC-3") e ACT-783 (R; 5-TAC-GAG-TCC-TTC-TGG-
CCC-AT-3'), Btla (F; 5’-TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG-3") e Btlb (5’-
GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC-3), Bt2a (F; 5’-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3) e Bt2b (R; 5-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3°).

As reacBes de PCR foram realizadas no termociclador My Cycler™
(BIO-RAD). As condigdes para a amplificagdo da regido ITS foram: 94 °C, por
1 minuto; 34 ciclos: 94 °C, por 40 segundos; 55 °C, por 55 segundos; 72 °C, por
2 minutos e 72 °C, por 5 minutos (White et al., 1990). Para BT1 foram: 94 °C,
por 1 minuto; 34 ciclos: 94 °C, por 1 minuto; 55 °C, por 1 minuto; 72 °C, por 2
minutos e 72 °C, por 10 minutos, BT2 foram: 94 °C, por 1 minuto; 34 ciclos: 94
°C, por 30 segundos; 61 °C, por 45 segundos; 72 °C, por 1 minuto e 72 °C, por 5
minutos (Glass e Donaldson 1995) e para ACT o ciclo foi 95 °C, por 4 minutos;
34 ciclos: 95 °C, por 30 segundos; 55 °C, por 30 segundos; 72 °C, por 45
segundos e 72 °C, por 7 minutos (Carbone e Kohn, 1999). A temperatura de
anelamento foi ajustada para o primer BT2. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com GelRed
(Biotium®), com posterior visualizacdo realizada em fotodocumentador MiniBis

Pro (Uniscience). Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se o
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kit GenElute PCR Clean-up Kit (Sigma-Aldrich), para posterior

sequenciamento.

3.3. Sequenciamento de DNA e andlises filogenéticas

Foram selecionados 20 isolados de acordo com a localizagdo geogréfica
para analise filogenética de trés regibes génicas BT1 e BT2, ITS, e ACT (Glass e
Donaldson, 1995; O’Donnell et al., 1998).

O sequenciamento foi realizado no Laboratorio de Patologia Florestal da
Universidade Federal de Vicosa e na Empresa Macrogen, EUA. Os
eletroferogramas gerados foram editados por meio do programa SegAssem
(Hepperle, 2004) e as sequéncias foram comparadas com as depositadas na base
de dados GenBank (Tabela 1) do National Center for Biotechnological
Information —NCBI, por meio da ferramenta BLAST. Para as analises
filogenéticas, sequéncias de referéncia de espécies de Chrysoporthe
correspondentes aos genes ITS, BT1, BT2 e ACT, previamente, depositadas no

GenBank, foram acrescentadas as analises (Tabela 1).
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Tabela 1. Isolados de Chrysoporthe, origem, hospedeiro e nimeros de acesso GenBank para sequéncias de DNA
utilizadas neste estudo.

Origem

NuUmero de acesso no GenBank

Espécies Ne isolado® e Hospedeiro ACT BT1 BT2 ITS
geogréfica
Chrysoporthe . Miconia
cubensis CMW 10028 Colombia rubiginosa QG290161 GQ290175 GQ290186 GQ290153
CMW 10669 Re"é‘gr:'gcg DO Eycalyptussp.  GQ290171 GQ290177 GQ290188 GQ2900154
CMW 12734 México Rhny]giiag:zra GQ290159 DQ368791 GQ290191 DQ368769
C. austroafricana CMW 10192  Africa do Sul S. cordatum GQ290163 GQ290176 GQ290187 AY142299
CMW 9327 Africado Sul  T. granulosa GQ290173 GQ290185 GQ290194 GQ290158
C. inopina CMW 12727 Colémbia T. lepidota GQ290169 GQ290180 DQ368806 DQ368777
CMW 12731 Colémbia T. lepidota GQ290168 GQ290182 DQ368811 DQ368779
CMW 12729 Coldmbia T. lepidota GQ290166 DQ368808 DQ368809 DQ368778
C. doradensis CMW 11287 Ecuador E. grandis GQ290167 GQ290179 GQ290190 GQ290156
C. deuterocubensis CMW 8650 Indonesia S.aromaticum  GQ290172 AY084024 GQ290193 AY084001
CMW 10778 Brasil Syzygium GQ290165 GQ290178 GQ290189 GQ290155
aromaticum
CMW 12745 Singapura T. urvilleana GQ290160 GQ290183 DQ368781 DQ368764
CMW 17178 Tailandia T. urvilleana GQ290164 DQ368785 GQ290192 DQ368766
Chrysoporthella N T
hodgesiana CMW 9995 Colombia semidecandra GQ290162 AY956978 AY956977 AY 956969
CMW 10625 Colombia T. theaezans GQ290170 AY262391 AY956979 AY262399
Amphilogia gyrosah YMJ91123101 Taiwan EF025600 EF025615 EF025615 EF026147

®CMW = Forest e Agricultural Biotechnology Institute (FABI), University of Pretoria, Pretoria, Africa do Sul.
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Alinhamentos multiplos das sequéncias de nucleotideos foram gerados
utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (Thompson et al., 1994), implementado
pelo programa MEGA 6.0 e foram corrigidos manualmente. As arvores
filogenéticas foram construidas e editadas nos softwares PAUP* 4,0b10
(Swofford, 2002) e MrBayes v. 3.2.1 (Ronquist et al., 2012), utilizando os
métodos de Maxima Parsimdnia (MP) e Inferéncia Bayesiana. Sequéncias de
Amphilogia gyrosa foram definidas como outgroup, com base nos resultados
obtidos por Nicolas et al. (2010).

3.3 Patogenicidade

3.3.1 Preparo das mudas, inoculo e inoculagéo

O estudo da patogenicidade dos isolados de C. cubensis de eucalipto e
quaresmeira foi conduzido utilizando-se trés clones de hibridos de eucalipto (E.
urograndis) (T1, T2 e T3) e mudas de T. granulosa, a fim de caracterizar a
patogenicidade dos isolados e verificar se existe especificidade entre os
hospedeiros (Denoyes e Baudry, 1995; Muniz et al., 1998; Furtado et al., 1999;
Peres et al., 2003). Dois isolados de Eucalyptus spp. (CE6 de C. cubensis e
CE38 de C. doradensis) e dois de T. granulosa (CT2 e CT5) foram selecionados
para a realizagdo do teste.

Mudas de eucalipto (hibrido Eucalyptus grandis x E. urophylla) com 70
dias de idade foram transplantadas para vasos de 3L contendo substrato agricola
(Tosptrato®), onde foram adicionados 100 g de NPK (4-14-8) e 50 gramas de
MAP para cada 25 kg de substrato. Na sequéncia, as mudas cultivadas
receberam cortes em bisel no caule, com auxilio de um bisturi, para a retirada da
casca e exposi¢do do lenho, de acordo com a metodologia descrita por Ferreira

(1989). Os isolados utilizados foram cultivados em placa de Petri de 6 cm de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614600774#bib125
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didmetro, contendo meio BDA e mantidos por 10 dias a 25 °C, com fotoperiodo
de 12h. Discos de micélio de 5 mm de didmetro foram depositados no local do
ferimento, para inducdo do contato interno com os tecidos da planta. O
fragmento foi recoberto com filme plastico para a protecdo da lesdo contra
dessecagdo. Esta protecdo foi mantida durante um periodo de 30 dias apds a
inoculacéo (D.A.l.). As testemunhas receberam apenas um disco contendo BDA,
sem o fungo. Ao completar 75 dias, os caules foram seccionados para avaliacdo
da colonizagéo interna do xilema, através da medigdo do tamanho da lesdo. O
postulado de Koch foi realizado por meio do reisolamento dos isolados

inoculados.

3.3.2 Resisténcia de clones de eucalipto

Os isolados utilizados para avaliar a resisténcia dos clones foram CEG6 e
CE38, selecionados com base nos resultados das andlises filogenéticas,
representando as espécies C. cubensis e C. doradensis, respectivamente.

Buscando-se avaliar a resisténcia de material genético de eucalipto ao
cancro de Chrysoporthe, foram utilizados 10 clones (T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9,
T10, T11 e T12), com idade de seis meses, cedidos pela empresa FIBRIA S. A..
Este experimento consistiu em avaliar o processo de compartimentalizacdo
externa (lesdo na casca) aos 15, 30, 45, 60 e 75 dias ap6s a inoculagdo e o
comprimento da leséo interna (leséo no xilema).

As avaliacbes da lesdo externa basearam-se nas medidas de
comprimento e didmetroda lesdo em funcdo do tempo, devido ao processo de
compartimentalizacdo ser nas dire¢fes longitudinal e vertical. As medicGes da

lesdo externa foram utilizadas para o calculo da area abaixo da curva de
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progresso da doenca (AACPD) (Campbell e Madden, 1990), que corresponde a
integracbes numéricas da propor¢do de doenga versus tempo, expressa pela
formula: AACPD = X [((y1 + y2)/2)*(t2-t1)], onde y1 e y2 sdo duas avaliagdes
consecutivas realizadas nos tempos t1 e t2, respectivamente.

Apbs 75 dias, os caules foram seccionados, removendo-se a casca para
expor a lesdo interna e medir o comprimento da lesdo interna. O postulado de

Koch foi completado por meio do reisolamento.

3.3.3 Delineamento experimental e andlises de dados

Os testes de patogenicidade foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado, com oito repeticbes no teste de infec¢do cruzada, e
cinco repetigdes no teste de resisténcia de clones de eucalipto. Foi realizado
teste de normalidade (Shapiro-wilk) dos dados obtidos das avaliagdes de ambos
0s testes. Quando ndo atenderam aos pressupostos da normalidade, os dados
foram transformados em Log (x+1). Realizou-se a andlise de variancia e as
médias de cada tratamento foram agrupadas e diferenciadas pelo teste de Scott e
Knott, a 5% de significancia.

As analises estatisticas foram realizadas em software estatistico SISVAR
v. 4.3 Build 45, do Departamento de Ciéncias Exatas da UFLA, 1999-2004. Para

a confeccéo dos gréficos, utilizou-se o programa Sigma Plot 13.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencao dos isolados

Foram obtidos 64 isolados de Chrysoporthe associados a eucalipto e
guaresmeira nos Estados de Minas Gerais e Maranhdo. Destes, 45 foram
coletados de plantas de eucalipto (43 em plantagBes comerciais no estado do
Maranh&o e duas em Minas Gerais), e dezenove provenientes de arvores de duas
espécies de Tibouchina sp. (T. granulosa, T. heteromalla) de Minas Gerais que
apresentaram cancros tipicos contendo corpos de frutificacdo. Foi obseravada a
morte das arvores de T. granulosa com a presenca do patdgeno quando
utilizadas para arborizacdo urbana (Figura 1D). Nas amostras coletadas em T.
heteromalla e T. granulosa que ocorrem, naturalmente, nos locais de coleta
observaram-se estruturas tipicas do fungo (Figuras 1B, 1E e 1F). Os cancros
contendo estruturas tipicas do fungo estavam associados a morte de galhos e/ou

ramos de quaresmeiras.

4.2 Analises filogenéticas

Arvores filogenéticas foram geradas pelos métodos de Méxima
Parcimbnia (MP) e Inferéncia Bayesiana (MB) para as regiGes génicas ITS,
BT1, BT2 e ACT, individualmente e combinadas, e entdo comparadas. As 20
sequéncias parciais da regido ITS de Chrysoporthe apresentaram 466 caracteres,
sendo 441 conservados, 21 variaveis e destes, 5 informativos. A &rvore gerada
para a regido BT1 apresentou 416 caracteres, sendo 175 conservados, 224
variaveis e destes 18 informativos, para BT 2, 408 caracteres sendo 339

conservados, 49 variaveis e destes 14 informativos e para ACT continha 300
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caracteres sendo 232 conservados, 38 variaveis e destes, nove informativos

(Méaxima Parciménia).

[ £ M ! &

Figura 1. Hospedeiros de Chrysoporthe sp.. Cancros na base de arvores de Eucalyptus
sp. infectadas (A). Corpos de frutificacdo sob a casca em eucalipto (B), e
Tibouchina heteromalla (C); Arvore morta de T. granulosa (D); Corpos de
frutificagdo sob a casca de T. granulosa (E) e T. heteremalla (F).



Tabela 2. Isolados de Chrysoporthe usados neste estudo.
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Isolados Hospedeiro Local de coleta
CE3 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CE6 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CE12 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CE22 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CE26 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CE34 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CE37 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CE38 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CE45 Eucalyptus sp. Lavras/MG
CC3 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CC4 Eucalyptus sp. Bom Jardim/MA
CT2 Tibouchina granulosa Lavras/MG
CT5 T. granulosa Lavras/MG
CT6 T. granulosa Lavras/MG
CT7 T. granulosa S&0 Jodo Del Rei/MG
CT10 T. granulosa S&0 Jodo Del Rei/MG
CT13 T. granulosa Tiradentes/MG
CT24 T. granulosa S&0 Jodo Del Rei/MG
CT25 T. heteromalla Itumirim/MG
CT30 T. heteromalla Itumirim/MG
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As analises filogenéticas foram realizadas de forma individual com as
regibes gendmicas de ITS (466 pb), BT1 (416 pb), BT2 (408 pb) e ACT (273
pb) e combinadas das trés regides génicas: ITS, BT1-BT2 e ACT (1.054 pb).

As arvores geradas nas analises individuais dos genes BT1, BT2 e ACT
foram distintas daquelas geradas para a regido ITS (Anexo A). As arvores de
consenso e individuais dos genes BT1, BT2 e ACT geradas pelas analises de MP
e MB foram altamente similares em suas topologias (Anexos B e C,
respectivamente). Os anexos A e C correspondem a utilizagdo de um maior
numero de acessos do GenBank nas anélises individuais das regides.

O Teste de Homogeneidade de Particdo revelou que, embora com baixa
probabilidade, todas as regifes estudadas podem ser combinadas (P = 0,01). A
baixa probabilidade de THP pode ser explicada devido a insercdo do gene ITS
na analise, uma vez que, a andlise individual desta regido apresentou topologia
distinta das demais. Porém, ndo alterou a topologia de consenso, quando
comparado com a arvore combinada das regides ACT, BT1 e BT2 (P = 0,02)
(Anexo C).

A andlise combinada das trés regides gerou um ndmero menor de
arvores mais parcimoniosas, em comparacdo com as andlises das regides
individuais. Os clados com suporte das outras analises foram mantidos,
entretanto, com valores maiores de bootstrap na arvore consenso. Na analise
combinada das regides ITS, BT1, BT2 e ACT foram utilizadas 144 sequéncias,
com 1.520 caracteres. A arvore consenso gerada pela analise de MP apresentou
congruéncia com as arvores inferidas pelas anélises individuais anteriores para
estas regides, quanto aos agrupamentos formados e aos valores de suporte para
esses clados. A topologia da arvore concatenada apresentou alto valor de suporte
de bootstrap e probabilidade posterior quando comparada com as &rvores

individuais (Figura 2).
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A arvore de consenso das trés regides génicas mostrou que os isolados
sequenciados neste estudo agruparam-se, separadamente, em trés clados
distintos. O grupo 1, formado pelos isolados de T. granulosa coletados em Sao
Jao Del Rei e Tiradentes-MG (CT7, CT10 e CT13) formaram um clado distinto
dos demais, ndo agrupando com nenhuma espécie de Chrysoporthe j& descrita,

com alto valor de bootstrap (100%).
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99/100 CT7 Chrysoporthe sp. nov. [ Tibouchina
*{CTW Chrysoporthe sp. nov. | Tibouchina G ru pO 1
CT13 Chrysoporthe sp. nov.| Tibouchina
99/98 +a CMWA12727 C. inopina / Tibouching
‘{ CMW12729 C. inopina [ Tibouchina
N CMWA273 C. inopina / Tibouchina _
M CMW1128 C. doradensis / Eucalyplus
4 | CE3 C. dorandensis | Eucalyptus
" ||CE34 C. dorandensis | Eucalyptus
CE37 C. dorandensis | Eucalyptus

67/711

87/88

— Grupo?2

63 I |CE38 C. dorandensis | Eucalyptus
| |CE45 C. dorandensis | Eucalyptus
CT5 C. dorandensis | Tibouchina
99/100 | || 176 C. dorandensis ! Tibouchina
CMW3327 C. austroafricana/ Tibouchina
100/100, CMW10192 C. austroafricana/ Syzygium

CMVY9995 C. hodgesiana/ Tibouchina

CMWH0625 C. hodgesiana / Tibouchina
CE®6 C. cubensis | Eucalyptus

—

—_

CE12 C. cubensis | Eucalyptus
52/53 CE22 C. cubensis | Eucalyptus
\\‘ CE26 C. cubensis | Eucalyptus

MCC3 C. cubensis | Eucalyptus
CC4 C. cubensis | Eucalyptus
CT2 C. cubensis | Eucalyptus - G ru po 3
CT24 C. cubensis / Tibouchina
CT25 C. cubensis / Tibouchina
~ CT30 C. cubensis | Tibouchina
CMVV10669 C. cubensis/ Eucalyptus
CMW10028 C. cubensis/ Miconia
- CMWA2734 C. cubensis | Rhyncanthera |
CMWAT1T78 C. deuterocubensis/ Syzygium
CMW8650 C. deuterocubensis/ Syzygium
\ CMWA17178 C. deuterocubensis / Tibouchina
CMWA12745 C. deuterocubensis / Tibouchina

55/54

52/59

YMJ91123101 A. gyrosa

300

Figura 2. Arvore de consenso dos dados combinados das regides ITS, BT1, BT2 e ACT
gerada pela anéalise de Maxima Parciménia e Inferéncia Bayesiana. Isolados em
negrito foram sequenciados neste estudo. Os valores de bootstrap e
probabilidade posterior (>50%) dos clados sdo mostrados a direita e esquerda,
respectivamente, nos ramos. Amphilogia gyrosa foi definido como outgroup.
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Os isolados CE3, CE34, CE37, CE38, CE45, CT5 e CT6 (Grupo 2)
agruparam com a espécie C. doradensis (bootstrap = 88%). O grupo 3 (CES,
CE12, CE22, CE26, CC3, CC4, CT2, CT24, CT25 e CT30) agrupou-se com
isolados de C. cubensis, porém este clado obteve baixo valor de bootstrap (53%)
guando comparado com as andlises individuais dos genes BT1, BT2 e ACT.
Dentro do clado formado por este grupo filogenético, observou-se a presenga de
um subclado na analise combinada, suportado por um baixo valor de bootstrap
(54%) que distanciou filogeneticamente os isolados de T. heteromalla dos
isolados de eucalipto.

Os sub-clados (Grupos 1, 2 e 3) formados na analise combinada
resultaram de nucleotideos polimérficos (NP) caracteristicos para cada grupo
filogenético. A maioria desses nucleotideos polimérficos foi fixa nos trés grupos
filogenéticos e estavam distribuidos ao longo das sequencias das regides
estudadas (Tabela 3). No conjunto de dados combinados, 22 bases foram
polimérficas. Um total de sete NPs foram compartilhadas apenas entre dois
grupos filogenéticos em duas espécies de Chrysoporthe sp. e cinco foram
exclusivos do grupo 1, elucidando a formagdo de um clado distinto para os
isolados pertencentes a esse grupo. Alguns dos isolados apresentaram variaces
individuais com substitui¢cGes que foram Unicas para o isolado.

O clado com alto suporte estatistico formado pelos isolados do grupo 1
na analise combinada n&o foi observado nas analises individuais do gene ITS
(Anexo A), demonstrando que esta regido génica ndo € suficiente para
discriminar este clado das demais espécies ja descritas de Chrysoporthe.
Ademais, esta regido mostrou-se também insuficiente para a distingdo dos
isolados do grupo 2, que agruparam-se com C. doradensis na &rvore consenso
dos genes ACT, BT1 e BT2. Altos valores de bootstrap foram observados nos

clados que diferenciaram espécies de Chrysoporthe nas analises de consenso e
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individuais dos genes BT1, BT2 e ACT (Apéndice B e C). Tal suporte néo foi

observado nas analises individuais da regido génica de ITS.
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Tabela 3. Resumo dos nucleotideos polimorficos (NPs) encontrados entre as regides B-tubulina 1, B-tubulina 2 e Actina

associados aos grupos filogenéticos encontrados nesse estudo.

Especies B-tubulina (Btla/lb)

B-tubulina (Bt2a/2b)

Actina

127 128 129 140 147 148 177 180 187 240 318 365

N
<

152

119

Chrysoporthe sp.*

C. cubensis

C. doradensis

w
C

C. austroafricana c
C

C. inopina c
C

4 4 A4 4 A -

C. deuterocubensis

O 0o o o o -+ -+
O 0o o o o o H
0O 0 o 4 6 o o
@ & O > 0 0 O
® ®© O 0 0 > O
4~ 4 ® o o -4 H
4~ 4 0o o o -+ H
0O o o o o o H
0O 0o o o o 4 o
O 0o o >» 0o 0 o

C. hodgesiana c

O o o o o o+

O o o o o o o0

O o o o o o+

4 0o o o 44 4 +H

o o 4 4 o o O

> > > O > > >

o 4 4 4 o o O

o o o >» O 0 0

o o o o o 4 O

o O 06 6 6 > O

*QOs nucleotideos mostrados sdo de um isolado representativo do grupo filogenético

NPs presente apenas no grupo filogenético 1.

[EN
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4.3 Caracterizacdo morfoldgica

Isolados representativos dos grupos formados nas andlises filogenéticas
foram selecionados para a caracterizacdo morfoldgica, que foram CE22 (C.
cubensis), CE37 (C. doradensis), CT13 (Chrysoporthe sp.) e CT25 (Sub-clado
dentro do clado de C. cubensis). Observou-se a presenca de peritécios e
picnidios nas amostras provenientes de eucalipto, contudo, nas amostras
coletadas de Tibouchina sp., observou-se apenas a presenca da fase anamorfica.
Né&o foram observadas variacbes na coloracdo e morfologia da cultura dos
isolados quando cultivados em meio BDA.

A caracterizacdo morfoldgica da fase sexuada e assexuada foi baseada
no comprimento e largura dos ascos e ascésporos, conidios e conidioforos
(Tabela 4). Os corpos de frutificacdo e caracteristicas morfoldgicas dos isolados
representativos dos grupos filogenéticos 1, 2 e 3 podem ser observados nas
figuras 3 e 4.

Os isolados do grupo 3 apresentaram ascos, ascésporos, conidios e
conidiéforos similares aos descritos na literatura para C. cubensis. As
caracteristicas morfogicas observadas no isolado representativo do grupo 2
apresentaram-se diferentes em todos 0s parametros analisados neste estudo de C.
cubensis, porém semelhantes a C. doradensis.

O isolado representativo do grupo 1 apresentou caracteristicas
morfoldgicas distintas daquelas observadas para C. cubensis e C. doradensis. As
dimensGes mensuradas para conidios e conidiéforos para este grupo foram de
2,3-40 x 1,2-2,1 e 9,2-17,0 pum, respectivamente. Este grupo filogenético
destacou-se por apresentar dimensdes dos caracteres observados ligeiramente

menores daquelas descritas para outras espécies de chrysoporthe.
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Tabela 4. Caracteristicas morfologicas das fases assexuada e sexuada dos isolados representativos dos grupos
filogenéticos (um) associados ao eucalipto e quaresmeira.

Isolados Conidioforo Conidio Asco AscOsporo

Comp./Largura  Comp./Largura Comp./Largura Comp./Largura

Grupo 1* 9,2-17,0 2,3-40x1,2-2,1 - -
Grupo 2* 15,9-21,5 3,5-4,5x1,6-22 20,2-245x%x4,5-65 5,0-65x2,0-2,5
Grupo 3* 10,0-17,2 2,5-33x15-2,1 185-240x4,5-65 456,0x2,0-25
C. cubensis** 12,0-24,5 3,0-50x1,5-2,5 19-28,0 x 4,5-7,0 5,5-8,0x2,0-3,0
C. doradensis** 9,5-22,5 3,0-6,5x1,5-2,5 19,5-25,0x4-7,0  4,5-85x2,0-2,5

*1solados representativos de cada grupo filogenético.
** Espécimes tipo (Bruner, 1916; Gryzenhout et al, 2005).
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Figura 3. Corpos de frutificagdo de isolados representativos de cada grupro filogenético.
Ascostroma (A) e pcinidio (B) em casca de eucalipto do isolado CE22.
Ascostroma (C) e pcinidio com massa de esporos (D) de CE37. Pcnidios de
CT25 (E) e CT13 (F). Barra de escala = 100 um
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Figura 4. Caracteristicas morfologicas dos isolados representativos de cada grupo filogenético. Conidios, conidioforos, ascos e
ascosporos de CE22 (A, B, C, D) e CE37 (E, F, G, H), respectivamente. Conidios (1) e conidifiéforos (J) de CT13.
Conidios (L) e conidiéforos (M) de CT25. Barrade escala: A,B,C,D,FeJ=10um; E, G, H,I,Le M =5 um;
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4.4 Patogenicidade

4.4.1 Inoculagéo cruzada

As lesdes progrediram verticalmente no lenho das plantas inoculadas
(Figura 5). Todos os isolados foram patogénicos a eucalipto, diferirindo
estatisticamente da testemunha. Em quaresmeira, apenas o isolado CT2 ndo
diferiu estatisticamente da testemunha, ja que os demais foram considerados

patogénicos a este hospedeiro (Figura 6).

Figura 5. Comprimento da lesdo interna (cm) causada por C. cubensis em A. eucalipto e
B. quaresmeira

Houve diferenga significativa para os clones (P = 0,00), tratamentos (P =
0,00) e suas interagdes (P = 0,01). A comparacao de médias pelo teste de Scott-
knott indicou que os clones agruparam em dois grupos distintos. Entre os clones
T3 e T1 ndo houve diferenca significativa, porém, estes diferiram do clone T2,
que apresentou as maiores lesfes (Tabela 5).

Nos clones T1, T2 e T3, todos os isolados testados diferiram

significativamente da testemunha sendo, portanto, todos patogénicos a eucalipto.
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103  Porém ndo houve diferenca significatica entre os isolados testados nos clones T2
104 e T3. Para o clone T1, apenas o isolado T2 diferiu dos demais, causando
105  menores lesdes, com média de 3,43 cm (Tabela 5).
106
107 Tabela 5. Comprimento das lesdes (cm) no xilema causada por 4 isolados de
108  Chrysoporthe sp. em trés diferentes clones de eucalipto.
Clones de eucalipto
Isolados T T T3
Chrysoporthe cubensis (CT2) 3,43 Ba* 8,67 Bb* 4,27 Ba*
C. doradensis (CT5) 6,53 Cb 6,97 Bb 4,50 Ba
C. cubensis (CE6) 6,68 Ca 9,37 Bb 6,45 Ba
C. doradensis (CE38) 6,31 Cb 7,91 Bb 4,23 Ba
T** 1,11Aa 1,21 Aa 0,97 Aa
109 *Médias seguidas por letras distintas mailsculas nas colunase mindsculas
110 nas linhas diferem entre si ao nivel de 5% de propabilidade pelo teste Scott-Knott. **T:
111 Testemunha.
112
113 Em quaresmeira, os isolados CT5, CE6 e CE38 diferiram
114  estatisticamente da testemunha, demonstrando sua patogenicidade a este
115  hospedeiro. Os isolados CE6 e CE38 ndo direferiram estatisticamente entre si
116  (Figura 7) e o isolado CT5 revelou ser 0 mais agressivo a quaresmeira, com
117 média de lesdo de 5,65 cm. Apenas o isolado CT2 ndo diferiu estatisticamente
118  datestemunha, demonstrando ser avirulento para este hospedeiro.
119
120
121

122
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Figura 6. Comprimento da lesdo (cm) interna no caule de quaresmeira causada por
diferentes isolados de Chrysoporthe.

Os isolados patogénicos reisolados das plantas apresentaram culturas

tipicas dos isolados inoculados, completando os postulados de Koch.

4.4.2 Resisténcia de clones de eucalipto

Na primeira avaliagdo, realizada aos 15 dias ap6s a inoculacdo, ja foi
possivel observar o desenvolvimento de cancros, em diferentes niveis de
desenvolvimento nos 10 clones avaliados. O progresso da lesdo e
compartimentalizagdo do lenho nos tratamentos inoculados assumiu uma forma

elipsoidal, enquanto que nas testemunhas (inoculadas apenas com BDA) a
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evolucdo da compartimentalizacdo foi de forma circular (Figura 7. Al-A2).
Verificou-se compartimentalizacdo completa em todas as testemunhas aos 75
dias apds o ferimento. Houve diferenca estatistica quanto a resisténcia entre os

clones e a testemunha.

Figura 7. Lesdo e compartimentalizacdo ap6s 75 dias da inoculagdo. Al) testemunha,
com completa compartimentalizagdoc em formato circular. A2) lesdo com
evolugdo elipsoidal no sentido longitudinal e formagdo de calo em muda
inoculada; B) clone CL11 e C) clone CL8: processo de compartimentaliza¢do
da leséo aos 15 dias (B1,C1) e aos 75 dias (B2, C2) apds a inoculago.

4.4.2.1. Avaliacdo da &rea abaixo da curva de progresso da doenca

Houve diferenga significativa entre os clones, isolados e sua interacéo (P
= 0,00) (Tabela 6). Todos os tratamentos diferiram, significativamente, da
testemunha. Com base no agrupamento do teste de Scott-Knott, foi possivel
classificar a resisténcia dos clones em quatro grupos para os dois isolados

inoculados, quando considerados os valores de AACPD (Tabela 6): para o
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isolado CES, a classificacdo foi de resistente (R) (73,3- 80,8), moderadamente
resistente (MR) (99,7), moderadamente suscetivel (MS) (122,6-126,3) e
suscetivel (S) (198,9-220,4). O isolado CE38 obteve amplitudes de 63,2 — 66,1
(R), 79,3-90,7 (MR), 113,3 (MS) e 159,1-166,7 (S).

Tabela 6. Area abaixo da curva de progresso da doenga em clones de eucalipto em
resposta a inoculagdo a Crysoporthe cubensis e C. doradensis.

Grupos AACPD
Clones
C. cubensis C. doradensis | C. cubensis C. doradensis T**
T3 R S 80,9 Ab* 166,7 Dc* 53,5 Ba*
T4 MS R 126,2 Cc 63,2 Ab 38,6 Aa
T5 S MR 198,9 Dc 83,8 Bb 36,2 Aa
T6 MR MR 99,7 Bb 90,7 Bb 53,7 Ba
T7 R MS 73,3 Ab 113,3Cc 51,4 Ba
T8 R MR 73,4 Ab 87,0 Bb 35,8 Aa
T9 R MR 77,9 Ab 79,3Bb 47,1 Ba
T10 MS R 122,6 Cb 66,1 Aa 60,0 Ba
T11 S S 220,4 Dc 159,1 Db 58,1 Ba
T12 MS MR 126,3 Cc 83,0Bb 53,6 Ba

*Meédias seguidas por letras distintas maitsculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem entre
si ao nivel de 5% de propabilidade pelo teste Scott-Knott; os dados foram transformados pela
funcéo logx + 1. **Testemunha

A menor érea de lesdo do tronco foi observada nos clones que pertencem
aos grupos R e MR, que variou de 73,3 a 99,7, para o isolado CE6 e de 63,2 a
90,7 no isolado CE38. Prevaleceu a classificacdo dos clones em R e MR, quando
inoculados com CE38, sendo eles T4, T10, T9, T12, T5, T8 e T6, enquanto que
no isolado CE6, apenas cinco clones (T7, T8, T9, T3 e T6) tiveram esta

classificagéo.
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Observaram-se nos clones que foram classificados como R e MR, as
formacdes de um tecido caloso e/ou saliente, que se desenvolvia a partir da
regido cambial, recobrindo o local de inoculacdo, em que o lenho foi exposto
(Figura 7-Al).

O clone T11 foi classificado como suscetivel aos dois isolados, por
apresentar valores de AACPD de 220,4 e 159,1, quando inoculado com os
isolados CE6 e CE38, respectivamente (Tabelas 6). O clone T6 foi classificado
como MR para ambos isolados, com valores de AACPD de 99,7 e 90,7, nos
isolados CE6 e CE38, respectivamente. Os demais clones ndo obtiveram
classificagdes equivalentes em ambos isolados inoculados.

A éarea da lesdo externa, em fungdo da AACPD, evidenciou que 0s
clones T11 e T5 foram os mais suscetiveis ao isolado CES, e os clones T7, CLS8,
T9 e T3 foram 0s mais resistentes a este mesmo isolado, ndo diferindo
estatisticamente entre si. Para o isolado CE38, os clones mais resistentes foram
T4 e T10, ndo diferindo estatisticamente entre si. Os clones T11 e T3 foram os
que apresentaram maior AACPD, sendo o0s mais suscetiveis a CE38 (Tabela 6).

Houve uma resposta diferenciada de cada clone com os isolados,
indicando que os mesmos respondem de maneira distinta as duas espécies de
Chrysoporthe. O isolado CE6 (C. cubensis) foi o mais agressivo, causando as
maiores lesdes na maioria dos clones estudados, quando comparado com 0s
valores de AACPD do isolado CE38 (C. doradensis).

4.4.2.2. Avaliacdo da &rea da lesdo interna

O teste demonstrou que ha diferenca estatistica significativa entre os
clones, isolados e suas intera¢fes (P = 0,00), sem a possibilidade de separagéo

dos clones em grupos de resisténcia. Entretanto, observou-se que os clones T9 e



41

205 T11 se destacaram por serem altamente suscetiveis as duas espécies de
206  Chrysoporthe (Tabela 7).

207 Os clones T4 e T5 obtiveram as menores lesGes para ambas as espécies,
208  assim como T10 e T12 para o isolado CE38. Portanto, foram considerados os
209  mais resistentes quando avaliado comprimento da lesdo interna. C. cubensis
210  (CE6) destacou-se por apresentar-se mais agressivo a maioria dos clones
211  testados, como foi igualmente observado nas avalia¢Ges da area da lesdo externa.
212

213

214  Tabela 7. Comprimento da lesdo interna (cm) em clones de eucalipto em resposta a
215 inoculacéo a dois isolados de Crysoporthe sp..

216
Clones C. cubensis C. doradensis
T3 1,71 Ba* 3,55 Db*
T4 0,72 Aa 0,30 Aa
T5 0,40 Aa 0,46 Aa
T6 7,42 Fb 2,60 Ca
T7 4,57 Ea 4,24 Ea
T8 3,91 Db 1,00 Ba
T9 10,40 Hb 7,25 Ga
T10 2,87 Cb 0,19 Aa
T11 8,25 Gb 5,84 Fa
T12 4,00 Db 0,36 Ab

217 * Médias seguidas por letras distintas maitsculas nas colunas e minasculas nas linhas diferem
218 entre si ao nivel de 5% de propabilidade pelo teste Scott-Knott. Os dados foram transformados
219 pela fungdo log (x + 1).

220
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5 DISCUSSAO

Anadlises filogenéticas utilizando os métodos de Maxima Parciménia e
Inferéncia Bayesiana das sequéncias parciais combinadas dos genes ACT, BT1,
BT2 e ITS demonstraram a presenca de trés grupos nos isolados de
Chrysoporthe estudados. Neste estudo, C. cubensis foi isolado de arvores de T.
heteromalla que ocorrrem naturalmente em Minas Gerais na regido de Cerrado.
A formagdo de um sub-clado dentro do clado em que o grupo trés esta inserido,
demonstrou maior proximidade filogenética de isolados de T. heteromalla a C.
cubensis do que isolados de Eucalyptus sp. Wingfield (2003) inferiu que C.
cubensis foi originado na América do Sul a partir da infeccdo em espécies da
familia Melastomataceae. Entretanto, ndo ha evidéncias cientificas sobre o
centro de origem de C. cubensis no pais. As analises filogenéticas e
morfoldgicas de C. cubensis encontrados nesse estudo foram compativeis com o
trabalho de Gryzenhout et al. (2004).

O isolados CE3, CE34, CE37, CE38, CE45, CT5 e CT6, formaram o
grupo 2 juntamente com a espécie C. doradensis com valor de bootstrap
relativamente alto (88%), confirmando a ocorréncia desta espécie no Brasil, até
0 momento relatada apenas no Equador. Ndo houve especificidade por
hospedeiro para os isolados que agruparam com C. doradensis, uma vez que no
grupo 2 hé isolados de T. granulosa e Eucalyptus sp. Gryzenhout et al. (2005)
ao descrever C. doradensis, observou que a caracteristica morfoldgica mais
pronunciada suportando a distingdo filogenética dos isolados do Equador esta
relacionada a forma dos conidios e na diferenga de coloracdo na massa de
esporos, distinta de outras espécies. Neste estudo, os isolados do grupo 2
apresentaram similaridades nas dimensdes dos ascos, ascésporos, conidios e

conidiéforos daquelas descritas para C. doradensis.
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Entretanto ndo se sabe se C. doradensis é nativo também do Brasil. A
utilizacdo indiscriminada de clones de eucalipto provenientes de regides
produtoras distintas no Brasil auxilia no aumento da variabilidade genética do
fungo, uma vez que alteram as condicBes climaticas em que o patégeno foi
inserido. Isto pode explicar a presenca de nucleotideos polimorficos verificados
nestes isolados que agruparam com C. doradensis. Nesse estudo, verificou-se
que ndo existe especificidade por hospedeiro ou separacdo de acordo com a
origem de coleta para os isolados pertencentes ao grupo 2, pois isolados
coletados no mesmo local e no mesmo hospedeiro agruparam em clados
distintos.

Considerando as trés regides concatenadas, verificou-se a formacdo de
um clado distinto para os isolados de T. granulosa da regido de S&o Jodo Del Rei
e Tiradentes, MG. O alto valor bootstrap e as caracteristicas morfoldgicas
diferenciaram das espécies estudadas. As medidas equivalentes aos conidios e
conidioforos do isolado representativo de T. granulosa do grupo 3 diferiram

daquelas descrita para a espécie C. cubensis e outras espécies de Chrysoporthe,
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A caracteristica morfolégica mais pronunciada para o grupo 1 estd
relacionada ao tamanho de conidios e conidiéforos, que apresentaram dimensdes
menores de todas as espécies de Chrysoporthe descritas na literatura. Nesse
grupo constatou-se a presenca de cinco nucleotideos polimdrficos ausentes em
outras espécies de Chrysoporthe e nos grupos 2 e 3. Gryzenhout et al (2004)
oberservou que isolados de Tibouchina spp. da Colémbia previamente tratados
como C. cubensis agruparam separadamente de outros grupos filogenéticos. Foi
observado o clado representado pelo grupo 1, provavelmente uma nova espécie,
apresentou cinco nucleotideos polimorficos nas regides ITS e B-tubulina que ndo
ocorriam nos demais isolados estudados. Para tanto, foi descrito um género
anamorfo para acomodar este fungo, denominado como Chrysoporthella
hodgesiana.

Neste estudo, houve a formagdo de um clado distinto dos isolados do
grupo 3 e 2 baseado nas andlises filogenéticas e nas caracteristicas morfolégicas,
gue se distinguiram ligeiramente no tamanho de conidios e conidioforos. Tal
clado provavelmente trata-se de uma nova espécie de Chrysoporthe ainda ndo
relatada. A regido ITS néo foi suficiente para discriminar a formacdo do grupo 1
€ grupo 2, presente apenas nas analises das regides B-tubulina e actina.

Os resultados obtidos no teste de inoculacdo cruzada mostraram que
isolados de quaresmeira sdo capazes de infectar eucalipto e vice versa,
confirmando que ndo existe especificidade por hospedeiro (Wingfield, 2003;
Woolhouse et al,. 2005). Van der Merwe et al. ( 2013) discutiram que a
infeccdo cruzada pode ser uma eficiente estratégia em espécies de Chrysoporthe
cubensis para acelerar a infeccdo em diferentes genoétipos, ou diferentes
hospedeiros, sem perder sua infectividade ao longo do tempo.

Quanto & reacdo dos clones de eucalipto as duas espécies de
Chrysoporthe, foi possivel observar que houve diferenca nas respostas dos

clones apos inoculagdo com um periodo de 75 dias. Observou-se que, em geral,
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ha correlagdo entre a velocidade de progresso externo da doenca e a infec¢do no
xilema, embora o coeficiente de correlagdo de Pearson tenha sido baixo. Estes
resultados concordam com o estudo realizado por Van Zyl et al. (1999), que
observaram que clones que demonstraram capacidade de fechamento mais
rdpida foram considerados os mais resistentes a infeccdo ao patogeno C.
cubensis.

Entretanto, ao considerar neste estudo, os clones que ndo apresentaram
correlagdo entre lesdo externa e interna, é possivel afirmar que, ainda que haja
correlagdo positiva para alguns tratamentos, o melhor método para avaliar a
resisténcia de clones é através da mensuracdo do tamanho da lesdo interna, uma
vez que, no xilema as lesdes foram mais extensas, como observado também por
Guimaraes et al (2010). Além disso, é altamente desejavel a busca de métodos
mais rapidos e eficientes para avaliar a suscetibilidade de clones de eucalipto a
infeccdo de Chrysoporthe.

Os isolados utilizados neste estudo para avaliar a patogenicidade de C.
cubensis e C. doradensis, tanto na infec¢do cruzada como na resisténcia de
clones, demonstraram diferengas no comprimento da lesdo. Observou-se maior
agressividade do isolado CE6 para a maioria dos tratamentos, em ambos 0s
testes (infeccdo cruzada e resisténcia de clones), identificado como C. cubensis,
espécie altamente patogénica a Eucalyptus sp.

O isolado CE38, classificado como C. doradensis se mostrou menos
agressivo nos testes de patogenicidade nos clones de eucalipto quando
comparado ao isolado de C. cubensis. Entretanto, em estudos de patogenicidade
realizados por Gryzenhout (2005), foi observado que esta espécie foi altamente
agressiva a espécies de E. grandis. Neste estudo, observou-se que nos clones
provenientes do Brasil, a espécie C. cubensis € potenciamente mais agressiva

que C. doradensis.
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6 CONCLUSOES

o Contatou-se a ocorréncia de trés grupos de Chrysoporthe no Brasil, sendo
0 grupo 1, representado por uma nova espécie, o grupo 2 por C.
doradensis e o grupo 3 por C. cubensis.

o Verificou-se que ndo houve especificidade por hospedeiro, considerando
as duas espécies de Chrysoporthe estudadas. A patogenicidade dos
isolados testados variou de acordo com os clones de eucalipto e mudas de
guaresemira testados.

o Quanto a reacdo a inoculagdo, os clones de eucalipto foram classificados
como suscetiveis, moderadamente suscetiveis, moderadamente resistentes

e resistentes as duas espécies de Chrysoporthe testadas.
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ANEXOS
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Anexo A. Arvore filogenética gerada pela analise de inferéncia Bayesiana do gene ITS.
Isolados em negrito foram sequenciados neste estudo. Caixa vermelha
representa um agrupamento irresolvel. Os valores de probabilidade posterior
(PP) sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internddios. Arvore
gerada demonstra infeficacia da regido ITS em discriminar grupos e espécies
de Chrysoporthe. Amphilogia gyrosa foi definido como outgroup.



54

Chrysoporthe sp. CE3
87 Chrysoporthe sp. CE34
“~a| Chrysoporthe sp. CE37
Chrysoporthe sp. CE38 L
\ Chrysoporthe sp. CE45 2
95 Chrysoporthe sp. CT5
N Chrysoporthe sp. CT6
100 CMW11287 C. doradensis _]
™ CMW12727 C. inopina
CMW12729 C. inopina
CMW12731 C. inopina
97 hrysoporthe sp. CT24
Chrysoporthe sp. CT25
Chrysoporthe sp. CT30 . 3
CMW10669 C. cubensis
CMW10028 C. cubensis _

73 | ™% 7 CMW9995 C. hodgesiana
' [CMW10625 C. hodgesiana

100

100 — CMW9327 C. austroafricana
CMW10192 C. austroafricana

100 —_, rChrysoporthe sp. CT7
—[Ch:ysoponhe sp. CT10 } 1
7 Chrysoporthe sp. CT13

[xr CMW17178 C. deuterocubensis
HE“’:[[CMW12?45 C. deuterocubensis

// CMWB8650 C. deuterocubensis
/7 Chrysoporthe sp. CE6 I
Chrysoporthe sp. CE12
Chrysoporthe sp. CE22
Chrysoporthe sp. CE26 3
Chrysoporthe sp. CC3 —
Chrysoporthe sp. CC4
Chrysoporthe sp. CT2
I CMWA12734 C. cubensis

/ / — CMWA17178 C. cubensis _J
7/ YMJ91123101 A. gyrosa

0.04

Anexo B. Arvore de consenso derivada da analise bayesiana dos dados combinados das
regides ACT, BT1 e BT2. Isolados em negrito foram sequenciados neste
estudo. NUmero acima ou abaixo dos ramos sao as probabilidades posteriores,
que servem de suporte aos clados. Amphilogia gyrosa foi definido como
outgroup.
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Anexo C-1. Arvore filogenética gerada pela analise de Maxima Parcimdnia do gene
BT1. Isolados em negrito foram sequenciados neste estudo. Os valores de
bootstrap (>50%) dos clados sdo mostrados acima ou abaixo dos ramos.
Amphilogia gyrosa foi definido como outgroup.
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Anexo C-2. Arvore filogenética gerada pela analise de Maxima Parcimdnia do gene
BT2. Isolados em negrito foram sequenciados neste estudo. Os valores de
bootstrap (>50%) dos clados sdo mostrados acima ou abaixo dos ramos.
Amphilogia gyrosa foi definido como outgroup.
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Anexo C-3. Arvore filogenética gerada pela anéalise de Méaxima Parcimbnia do gene
ACT. Isolados em negrito foram sequenciados neste estudo. Os valores de
bootstrap (>50%) dos clados sdo mostrados acima ou abaixo dos ramos.

Amphilogia gyrosa foi definido como outgroup.



