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RESUMO

A mancha foliar no eucalipto incitada pelos fungos do género Calonectria (anamorfo
Cylindrocladium) €, atualmente, uma das principais doengas da cultura que ocasiona
lesdes nas folhas do hospedeiro. Assim, os objetivos desta pesquisa foram
caracterizar a etiologia da mancha foliar em testes de progénies de Eucalyptus
benthamii e avaliar o controle genético da doenga, a fim de selecionar individuos
resistentes como suporte para conducao de futuros programas de melhoramento
genético florestal. O experimento, constituido de 85 progénies e seis testemunhas
com sintomas de mancha foliar, foi replicado em trés municipios nos estados de Santa
Catarina e Parang, Brasil, e avaliado quanto a resisténcia a doenga utilizando como
ferramentas a incidéncia e severidade da doenca aos 10, 16 e 27 meses de idade. Foi
utilizada uma escala de avaliacéo de severidade que variou de zero (sem a doenca)
a quatro (desfolha até 2/3 da arvore). Caracteres morfolégicos e sequéncias de DNA
de duas regides génicas: B-tubulina (TUB) e calmodulina (CAL) foram usados para
identificar as espécies fungicas, indicando as espécies Calonectria metrosideri e
Calonectria spathulata como os agentes causais da mancha. Este € o primeiro relato
de ambas as espécies em E. benthamii e o primeiro relato de Ca. metrosideri em
plantios do género Eucalyptus em nivel mundial. Os fungos foram reisolados de folhas
doentes cumprindo os postulados de Koch, sendo verificado que Ca. spathulata foi
mais agressivo que Ca. metrosideri. Os sintomas da doenga atingiram todas as
arvores e resultaram em mais de 50% de desfolha da copa em arvores com mais de
dois anos de idade. Os resultados das analises genéticas demonstraram haver
variabilidade genética nas populagdes. As estimativas de herdabilidade média de
progénies (hz,,) variaram de 0,14 a 0,64 nas andlises individuais; e na andlise conjunta
foi de 0,39, o que sugere elevados ganhos genéticos para selegcdo nos locais.
Ocorreram superestimativas de mais de 100% para os ganhos genéticos de selecéo
ao considerar E. benthamii como espécie aldgama quando, de fato, possui sistema
reprodutivo misto. A avaliagado conjunta revelou correlagéo genética das progénies de
0,62; valor abaixo do recomendado pela literatura para a formag¢ao de uma unica zona
de melhoramento para os trés locais, indicando que a selecdo de materiais resistentes
a mancha devera ser realizada para cada local. Pesquisas como esta sao de grande
relevancia ao setor florestal para contornar esse tipo de problema e auxiliar na tomada
de decisdes.

Palavras-chave: Selegao genética; Doenca foliar; Eucalyptus, Herdabilidade, Sistema
misto de reprodugao



ABSTRACT

Leaf spots in eucalypts, triggered by fungi of the genus Calonectria (anamorph
Cylindrocladium), is currently one of the main diseases affecting the crop, causing
lesions on the leaves of the host. Thus, the objectives of this research were to
characterize leaf spot etiology in progenies of Eucalyptus benthamii, evaluate genetic
control of the disease, and identify resistant individuals that could provide the basis for
future forest genetic improvement programs. The experiment consisted of 85
progenies and six controls with symptoms of leaf spots, replicated in three
municipalities in the states of Santa Catarina and Parana, Brazil. Progenies were
evaluated for resistance to disease based on the incidence and severity of the disease
at 10, 16, and 27 months of age. The severity evaluation scale ranged from zero
(without the disease) to four (defoliation of up to 2/3 of the tree). Morphological
characteristics and DNA sequences from two gene regions, B-tubulin (TUB) and
calmodulin (CAL), identified the causal agents of the leaf spots as the fungal species
Calonectria metrosideri and Calonectria spathulata. This is the first report of both
species in E. benthamii and the first report of Ca. metrosideri in Eucalyptus plantations
worldwide. The fungi were re-isolated from diseased leaves to fulfill the Koch
postulates, and Ca. spathulata was identified as more aggressive than Ca. metrosideri.
Symptoms of the disease were found in all trees and resulted in more than 50% canopy
defoliation in two-year-old trees. The results of the genetic analyses showed genetic
variability in the populations. The mean heritability estimates of progenies (h7,,,) ranged

from 0.14 to 0.64 in individual analyses and 0.39 in the joint analysis, suggesting high
genetic gains for selection at each site. In terms of genetic selection gains,
overestimates of more than 100% were observed when considering E. benthamii as
an allogamous species rather than its actual mixed reproductive system. The joint
evaluation revealed a genetic correlation of progenies of 0.62, a value below that
recommended in the literature for the formation of a single improvement zone for the
three sites. This indicates that the selection of leaf spot resistant genetic material
should be performed for each site. Research such as the current study is of great
significance to the forestry sector in order to overcome this problem and help inform
decision making.

Keywords: Genetic selection; leaf disease; Eucalyptus, Heritability, Mixed-mating
system
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17

1 INTRODUGAO GERAL

A producgao real das culturas, sejam elas agricolas ou florestais, em geral, tem
estado abaixo do seu potencial, em razdo de inumeras limitacbes impostas, que
podem ser de origem genética, ambiental e, ou da interagdo entre elas. Estresses
biéticos, como a incidéncia de doencas em plantas, sdo fatores muito importantes e
devem ser considerados por influenciar negativamente na evolugéo da produtividade
dos plantios florestais.

Os plantios de eucalipto ocupam 5,7 milhdes de hectares da area de arvores
plantadas no Brasil, com produtividade média de 35,7 m*ha™ ao ano (IBA, 2017).
Dentre as espécies do género que se destacam esta o Eucalyptus benthamii Maiden
et Cambage, recomendado para plantios na regiao Sul do Pais, devido a ocorréncia
frequente de geadas severas. A qualidade da madeira de E. benthamii indica uso
potencial da espécie como lenha, carvao e celulose, ndo sendo ainda aconselhado
para serraria em virtude das rachaduras do topo das toras e tabuas, além do
empenamento durante a secagem (HIGA; PEREIRA, 2003).

Uma das principais doengas que ocorre no género Eucalyptus e que pode ser
um fator redutor da produtividade é a mancha foliar e desfolha provocada pelos fungos
do género Calonectria (anamorfo Cylindrocladium). Esses fungos ocasionam lesdes
nas folhas do hospedeiro e com o progresso da doenga, a mesma pode induzir
acentuada desfolha nos tergcos basais, medianos e apical das copas das arvores, a
partir do primeiro ano de plantio. Eles sobrevivem como esclerdédios em tecidos de
plantas infectadas e se disseminam no campo por meio de respingos de chuva com
solo contendo indculo, para folhas e ramos do terco inferior da copa das arvores
(FERREIRA, 1989; ALFENAS et al., 2009).

O género Calonectria inclui um grupo de patégenos comumente encontrados
em regides tropicais e subtropicais (CROUS, 2002). Sao patdogenos que podem
infectar e causar perdas econdmicas em plantacdes florestais, agricolas e horticolas
(HIROOKA et al., 2008; LOMBARD et al., 2009; POLIZZI et al., 2012). Segundo Chen
et al. (2013), as arvores severamente afetadas por esse fungo sofrem uma redugao
Obvia no vigor do crescimento, o que resulta em grandes perdas econbmicas e

ameaca a sustentabilidade de longo prazo da industria de eucalipto. Estima-se que
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em Fujian, na China, as perdas econémicas anuais devidas ao género Calonectria em
eucalipto sejam superiores a 7,8 milhdes de dolares (ZHU et al., 2011).

A ocorréncia desses patdgenos tornou-se bastante expressiva em plantios de
E. benthamii no Sul do Brasil. Além de Calonectria candelabra (Cylindrocladium
candelabrum) constatada por Schultz et al. (2015), n&o se tem muitas informagdes na
literatura acerca das espécies de Calonectria que podem estar associadas a mancha
em E. benthamii. Conhecer o patégeno e quantificar os sintomas por ele causados é
o primeiro passo para descrever o progresso da epidemia e tomar medidas de
controle.

A demanda por material vegetal para o plantio de E. benthamii em regides frias
do pais e a falta de gendtipos resistentes a doenga selecionados geneticamente
exigem medidas imediatas. Um método comum e eficaz para iniciar um programa de
melhoramento genético € a selegao fenotipica, bastante utilizada no melhoramento
vegetal devido a sua praticidade, baixo custo e rapidez. Esse tipo de selegao leva em
consideracao apenas a performance visual do individuo, consistindo na escolha dos
melhores individuos com base no seu valor fenotipico para as caracteristicas de
interesse (PIRES et al., 2011).

Outra selegcao mais eficaz pode ser realizada quando se considera ndo apenas
os valores fenotipicos dos individuos, mas, também, as médias de suas progénies e,
ou, de seus irmaos. Fazer o melhor uso de tais informacdes combinadas requer
conhecimento de parametros genéticos, especialmente variagdo genética,
herdabilidade, e, por extensao, a interagdo gendtipo x ambiente (MIRANDA et al.,
2013). A selecao de gendtipos resistentes tem sido o método mais eficaz e econémico
para controlar a mancha-de-calonectria (CLB) no campo (ALFENAS et al., 2009;
FONSECA et al., 2010).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a etiologia da mancha foliar em testes de progénies de Eucalyptus
benthamii e avaliar o controle genético da doencga, a fim de selecionar individuos
resistentes como suporte para condugdo de futuros programas de melhoramento
genético florestal.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= |dentificar os agentes causais da doenga;

= Avaliar a resisténcia a mancha foliar por meio da incidéncia e severidade da

doenga em campo;

= Estimar os parametros genéticos da resisténcia a mancha foliar;

= Corrigir as herdabilidades com base no sistema misto de reproducéo;

= Avaliar a interagao genotipo-ambiente;

= Ordenar e selecionar gendtipos candidatos a selecdo quanto a menor

suscetibilidade a doenca.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 GENERO Eucalyptus

Os eucaliptos sdo quase uma marca definidora da Australia. Nativos desse
pais, supde-se que varias espécies migraram por pontes terrestres para ilhas ao norte
do continente, sendo considerado, atualmente, a arvore dominante das areas
desenvolvidas, embora escassamente representado nas regides mais secas do pais.
Existem mais de 800 espécies que se adaptaram a quase todos os ambientes
(BROOKER et al., 2017).

Embora os eucaliptos tenham sido vistos pelos primeiros exploradores e
colecionadores europeus, foi em 1777 que o botanico David Nelson recolheu um
eucalipto na llha Bruny, no sul da Tasmania, tendo levado esse espécime ao British
Museum em Londres, onde foi nomeado Eucalyptus obliqua L'Hér. pelo botanico
francés Charles-Louis L'Héritier, que trabalhava em Londres na época. Ele deu o
nome genérico das raizes gregas “eu” e “calyptos”, que significa "bem" e "coberto",
em referéncia ao opérculo do botdo floral (6rgdo que protege as estruturas
reprodutivas durante o seu desenvolvimento). O nome “obliqua” foi derivado do latim
obliquo, que significa "obliquo", descrevendo uma base de folhas onde os dois lados
da lamina da folha sdo de comprimento desigual e ndo cumprem o peciolo no mesmo
local (BROOKER et al., 2017).

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e subfamilia
Leptospermoideae. O subgénero Symphyomyrtus € o grupo que apresenta maior
parte das espécies cultivadas no mundo, apresentando nove sec¢des, das quais trés
contém praticamente todas as espécies mais cultivadas: Seg¢ao Transversaria/
Latoangulata (Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden; Eucalyptus saligna Smith,
Eucalyptus urophylla S. T. Blake); Segéo Exsertaria (Eucalyptus camaldulensis Dehn,
Eucalyptus exserta F. Muell., Eucalyptus tereticornis Sm.) e Secao Maidenaria
(Eucalyptus globulus Labill, Eucalyptus viminalis Labill e Eucalyptus nitens (H. Deane
& Maiden) Maiden) (PRYOR, 1976).

No Brasil, a introdugdo do género com viés econdmico para o pais foi devida a
Companhia Paulista de Estradas de Ferro e ao trabalho do grande silvicultor Edmundo
Navarro de Andrade. Nos anos de 1905 a 1915, Navarro de Andrade realizou a

introdugéo e avaliagao de 144 espécies de Eucalyptus oriundas da Australia e regiao
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visando a identificagdo das espécies mais promissoras (ANDRADE, 1991).
Atualmente, as espécies mais utilizadas em programas de melhoramento genético no
pais sao E. grandis e E. urophylla, e respectivamente o hibrido entre elas, pois
apresentam ampla adaptagdo as diferentes condi¢cdes edafoclimaticas brasileiras
(BERTOLUCCI; REZENDE; PENCHELL, 1993). Hoje, os plantios de eucalipto em solo
brasileiro representam 5,7 milhdes de hectares de um total de 7,84 milhdes de
florestas plantadas. A industria florestal brasileira € mundialmente reconhecida pela
alta produtividade de suas areas plantadas, na qual, em 2016, liderou o “ranking”
global de produtividade florestal, com média de 35,7 m*ha™' ao ano para os plantios
de eucalipto (IBA, 2017). A elevada produtividade é em funcéo, principalmente, do
manejo realizado nas florestas e do melhoramento genético das populagbes do
género.

Contudo, apesar de todos os avancgos no cultivo do eucalipto, existem certas
limitagbes de sua expansao na regidao Sul do Brasil, principalmente devido a
ocorréncia de temperaturas mais baixas e geadas frequentes (NISGOSKI; MUNIZ;
KLOCK, 1998). As espécies de eucalipto economicamente importantes para as
condi¢gdes mais frias do Brasil constituem um grupo muito restrito, no qual, encontra-
se E. benthamii, E. dunnii Maiden, E. saligna, E. grandis e o hibrido entre E. benthamii
x E. dunnii. Esses apresentam boa aptiddao para a produgdo de madeira para fins
energéticos e/ou solidos madeiraveis. Deve-se considerar, também, um segundo
grupo de espécies formado por E. viminalis, E. camaldulensis, E. cloeziana (F. Muell),
E. badjensis Beuzev. & Welch, e Corymbia citriodora (Hook.) K. D. Hill & L. A. S.
Johnson economicamente importantes para as condigdes mais frias (PALUDZYSZYN
FILHO; SANTOS; FERREIRA, 2006).

O género tem sido extensivamente plantado por apresentar rapido
crescimento, alta produtividade, diversidade de espécies e grande capacidade de
adaptacao (MORA; GARCIA, 2000). As arvores plantadas de eucalipto abastecem
diferentes segmentos industriais e oferecem muito mais do que celulose, papel, painel
de madeira, piso laminado e carvao vegetal. Com potencial para ser fonte de mais de
cinco mil produtos e subprodutos inovadores originarios da madeira, no futuro as
arvores plantadas abastecerdao outras industrias, como farmacéutica, quimica,

cosmeética, aeronautica, téxtil, alimenticia, eletrdnica e automobilistica (IBA, 2017).
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3.2 Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage

Também conhecido como “Camden White Gum” em seu local de origem, o E.
benthamii é proveniente da Australia e possui um habitat restrito aos bancos aluviais
dos rios Kedumba, Cox e Nepean, numa altitude que varia de 140 a 750 m, na costa
leste do estado de Nova Gales do Sul (NSW National Parks and Wildlife Service,
2000). Existem duas subpopulagdes principais da espécie que estao localizadas no
Vale do Kedumba, no Blue Mountains National Park; e na area de conservagao —
Bents Basin, mas algumas arvores estao dispersas entorno de Camden ao longo das
margens do rio Nepean. Grandes areas do habitat natural da espécie foram inundadas
pela formagdo da barragem de Warragamba em 1933 e, atualmente, o status de
conservacgao da espécie em Nova Gales do Sul é considerado vulneravel a extingao
(OEH, 2017).

A vulnerabilidade do E. benthamii é resultante do desmatamento,
desenvolvimento urbano, regimes de fogo inapropriados, hidrologia alterada e invaséo
de plantas daninhas (OEH, 2017). Segundo Benson (1985), trés incéndios ocorridos
desde 1933 afetaram diferentes partes da populagdo Bents Basin, causando queima
da copa em arvores de 40 m de altura da espécie. Ameacgas adicionais incluem o
impacto da fragmentagao do habitat na diversidade genética do E. benthamii, tendo
como efeito direto e indireto, a perda de alelos e a reducéo do fluxo génico dentro e
entre populagdes, o que leva a uma maior endogamia (BUTCHER; SKINNER;
GARDINER, 2005).

Levantamentos recentes apontam que a espécie esta confinada a uma
populacdo de 6.500 arvores no Vale do Kedumba e trés populagdes remanescentes
(FIGURA 1.1) ao longo do rio Nepean: a populagdo Bents Basin que consiste em
aproximadamente 300 arvores; Wallacia (nove arvores) e Camden com cerca de 30
arvores (BUTCHER; SKINNER; GARDINER, 2005), resultando em populag¢des
isoladas dentro de um habitat fragmentado (NSW National Parks and Wildlife Service,
2000).
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FIGURA 1.1 — LOCALIZAGAO GEOGRAFICA DA OCORRENCIA NATURAL DE Eucalyptus
benthamii NA REGIAO DE NOVA GALES DO SUL — AUSTRALIA

Location \ ?
&k ﬁ

150°30°E

FONTE: Adaptada de BUTCHER; SKINNER; GARDINER (2005).

Diante da distribuigdo restrita em seu local de origem, mas ainda com
diversidade genética, parte do “pool génico” de E. benthamii pode ser mantido por
meio do uso do material em programas de melhoramento genético. Areas de
Producédo de Sementes (APS), Pomar de Sementes por Mudas (PSM) e Testes de
Progénies (TP) da referida espécie em locais que estdo fora do seu habitat natural
sdo um importante método de conservagao da variabilidade genética.

A partir de observacdes de plantios da espécie principalmente fora da
Australia, Jovanovic e Both (2002) refizeram os limites climaticos desta espécie que
mostra uma maior area favoravel para seu desenvolvimento. O E. benthamii se
desenvolve bem em regides com temperatura média anual de até 14,5°C (SWAIN,
1997) e requer um minimo de 800 mm de precipitacdo anual em regides mais frias,
mas requer quantidades superiores em regides mais quentes (SILVA; HIGA;
SANTOS, 2012). No Brasil, a espécie é considerada a principal do género Eucalyptus
recomendada para plantios na regiao Sul do pais, onde ha ocorréncia de geadas
severas, especialmente apos as geadas do ano 2000, quando plantios experimentais
mostraram niveis de danos inferiores aos de outras espécies até entdo
recomendadas, como E. dunni e E. viminalis (SANTAROSA; PENTEADO JUNIOR;
GOULART, 2014).
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A populagao base da espécie em solo brasileiro foi implantada pela Embrapa
Florestas em 1988, em Colombo, Parana, a partir de sete arvores de polinizacéo
aberta da procedéncia Wentworth Falls — NSW, Australia. Esse plantio constituiu uma
APS. Essa APS deu origem a outras e, apds esse periodo, novas iniciativas de
introducdo de materiais genéticos para o desenvolvimento de programas de
melhoramento foram realizadas por diversas instituicbes publicas e privadas de
pesquisa (SILVA; HIGA; SANTOS, 2012).

A qualidade da madeira de E. benthamii indica uso potencial da espécie como
lenha, carvao e celulose, ndo sendo ainda aconselhado para serraria em virtude das
rachaduras do topo das toras e tabuas, além do empenamento durante a secagem
(HIGA; PEREIRA, 2003). Silva (2008) discutiu as potencialidades de melhorar
geneticamente algumas das caracteristicas relacionadas a qualidade da madeira
serrada de E. benthamii. Resultados disponiveis das poucas pesquisas indicam que
tecnicamente isso € possivel, sendo necessarios maiores investimentos em
pesquisas. Outras caracteristicas podem ser foco em programas de melhoramento,
como, por exemplo, a resisténcia a doencas, por meio da identificacdo de materiais
genéticos resistentes. Estudos voltados para detectar a potencialidade de melhorar
geneticamente caracteristicas de resisténcia a mancha foliar no E. benthamii fazem-se

necessarios e imprescindiveis.

3.3 IMPACTO DA MANCHA FOLIAR CAUSADA POR Calonectria sp. EM
ESPECIES FLORESTAIS

O sucesso dos plantios florestais deve-se a diversos fatores, sendo a
fitossanidade um dos mais importantes a ser mencionados, uma vez que os plantios
estdo sujeitos aos varios tipos de estresses bidticos e abidticos que podem causar
danos e afetar o crescimento e a produtividade das arvores (SOARES et al., 2017).
As plantas, assim como qualquer organismo vivo, estao sujeitas ao ataque de agentes
bidticos ou infecciosos (patdgenos) que se multiplicam nas mesmas, de modo a
interferir em seus processos fisiolégicos normais, ou seja, causar doenga.

Fatores como a expansdo das plantagdes em regides de clima quente e
umido; o plantio monoclonal de gendtipos mais produtivos sem o prévio conhecimento

de sua resisténcia ao ataque de patdgenos; e os ciclos sucessivos da cultura numa
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mesma area de plantio, favorecem a ocorréncia de varias doencas na eucaliptocultura
(ALFENAS et al., 2009). Uma das principais doengcas que acomete o género
Eucalyptus é a mancha foliar e desfolha provocada pelos fungos do género
Cylindrocladium (FERREIRA, 1989), atualmente relatado na literatura em sua forma
perfeita Calonectria. Por muitos anos, esses fungos foram mais conhecidos pelo
género Cylindrocladium associados com doencgas de plantas importantes (CROUS;
WINGFIELD, 1994; CROUS, 2002; LOMBARD et al., 2010). Seguindo a convengao
de que apenas um nome cientifico deve ser usado para uma espécie de fungo
(HAWKSWORTH, 2011; HAWKSWORTH, 2012; HAWKSWORTH et al.,, 2011),
Calonectria foi escolhida (ROSSMAN et al., 2013) a fim de resolver a confusao sobre
seus nomes (WINGFIELD et al., 2012).

O género Calonectria, introduzido pela primeira vez em 1867 (ROSSMAN,
1979), tem sido objeto de numerosos estudos taxondmicos desde a década de 1990
(CROUS; WINGFIELD, 1994; CROUS, 2002; LOMBARD et al., 2010; LOMBARD et
al., 2015; ALFENAS et al., 2015). Esses estudos resultaram no reconhecimento de
pelo menos 116 espécies que tém surgido principalmente devido a introducédo de
dados de sequéncia de DNA e subsequente inferéncia filogenética, permitindo a
delimitagdo de numerosos taxons previamente nao reconhecidos.

Espécies de Calonectria sdo amplamente distribuidas em todo o mundo e
causam doengas em uma ampla gama de plantas hospedeiras em climas tropicais e
subtropicais (CROUS, 2002; LOMBARD et al., 2010; VITALE et al., 2013). Esses
fungos tém sido relatados como agentes patogénicos em diversas culturas, inclusive
florestais, tais como Pinus sp. e Acacia sp.(HODGES; MAY, 1972; HODGES; REIS;
MAY, 1973; ALFENAS, 1986; DIANESE et al., 1986; LOMBARD et al., 2009; NOVAES
et al.,, 2012) e, em particular, no género Eucalyptus, associados as doengas em
plantios comerciais e em mudas nos viveiros (FERREIRA et al., 2012; CHEN et al.,
2013a; ALFENAS et al., 2013; SCHULTZ et al., 2015; REZENDE et al., 2017; Ll et al.,
2017; YE et al., 2018).

A mancha-de-calonectria (CLB) tem sido observada no Brasil desde 1973,
distribuindo-se da Amazénia até os estados do Sul (SANTOS; AUER; GRIGOLETTI
JR., 2001). A colonizacdo e a desfolha causada pela mancha reduzem a area
fotossintética e o crescimento das plantas, além de favorecer a infestacdo de mato
competicdo no talhdo desfolhado (ALFENAS et al.,, 2009). Os maiores indices de
desfolha em eucalipto causada pelo fungo ocorrem no norte do pais, em fungdo das
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condigbes de temperatura elevada e periodos prolongados de chuva (ALFENAS,
1986).

Os sintomas causados por estes fungos incluem, principalmente, tombamento
de mudas (“damping off”), podridao de raizes, cancro, queima de brotos, manchas
foliares e desfolha (ALFENAS et al., 2009; LI et al., 2017). Os sintomas da mancha
foliar no eucalipto causados por espécies de Calonectria sdo bem marcantes e
observados em dimensdes variaveis e de diferentes tonalidades de marrom. Esses
sintomas variam de acordo com o hospedeiro, a idade do hospedeiro e a espécie do
patégeno (CROUS, 2002). Segundo Alfenas et al. (2009), as lesbes iniciam-se na
base, no apice ou nas margens das folhas e, com o progresso da doencga, essas
lesdes tomam grandes propor¢des do limbo foliar, ocasionando intensas desfolhas no
primeiro ano de plantio. De acordo com Crous (2002), uma ou duas semanas apos a
ocorréncia da doencga, patdégenos menos virulentos ou sapréfitas normalmente
colonizam o tecido morto, podendo confundir aqueles que tentam o reisolamento do
organismo causal.

Como a maioria das identificagbes das espécies do género Calonectria
baseavam-se em caracteristicas morfologicas, Alfenas et al. (2015) identificaram e
determinaram as relagdes filogenéticas entre as espécies que ocorrem em regides de
crescimento de eucalipto no Brasil. Como resultado desse extenso trabalho, tem-se
que o complexo Ca. pteridis € o complexo de espécies mais comuns presentes nas
plantagdes de eucaliptos no Brasil, dessa forma, Ca. pteridis € considerada o agente
causal mais importante da mancha foliar de Eucalyptus em todo o Brasil. Além disso,
20 novas espécies de Calonectria foram identificadas.

Nao tem sido observada na literatura a morte de plantas em virtude da CLB.
No entanto, essa doenga provoca sérios danos e, consequentemente, diminui a
produtividade do plantio. As perdas em virtude de doengas causadas por Calonectria
spp. sao relatadas em diversos paises do mundo, como Brasil, Camardes, Costa Rica,
india, Malasia, Cingapura, Africa do Sul, Venezuela e Estados Unidos (ALFENAS,
1986; CROUS, 2002). Dentre as espécies de Calonectria, C. pseudoreteaudii é a
primeira espécie desse género encontrada na provincia de Fujian, na China, sendo
também uma das espécies mais amplamente distribuidas e agressivas nessa regiao
(CHEN et al., 2013b). Estima-se que as perdas econOmicas anuais devidas a esse
fungo sejam superiores a 7,8 milhdes de délares somente em Fujian (ZHU et al.,
2011).
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Matrangolo et al. (2010) avaliaram o efeito do desfolhamento artificial sobre o
crescimento de E. grandis e constataram que, ao longo do primeiro ano de cultivo, o
desfolhamento causou redugdes significativas nas taxas de crescimento em diametro
e em altura das plantas, bem como diminuicao expressiva no faturamento ao final da
rotacdo, mesmo quando realizado uma unica vez no inicio do plantio. Pires (2000)
também avaliou o crescimento de E. grandis submetido a diferentes intensidades de
desrama aos 11 meses de idade e verificou que o crescimento das plantas em
didmetro e em altura foi afetado negativamente apés 10 meses da aplicagdo dos
tratamentos. Além disso, constatou reducao de 26,7% em diametro, 28,0% em altura
e 45,0% em volume aos 92 meses de idade das plantas, quando se comparou o
controle com a desrama de 75% da copa viva. Milgate et al. (2005) constataram que
o dano de Mycosphaerella nubilosa (Cooke) Hansf. teve um efeito deletério sobre o
crescimento das arvores de E. globulus, tanto ao nivel fenotipico como genético.

Devido as perdas potenciais associadas a CLB em plantagdes de eucalipto,
sao necessarias medidas de controle para reduzir o dano da mancha. O plantio de
genotipos resistentes é considerado o método mais efetivo e econdmico para controle
de doengas no campo (CROUS, 2002; ALFENAS et al., 2009).

3.4 MELHORAMENTO GENETICO DO EUCALIPTO

O melhoramento genético do eucalipto recebe os maiores investimentos nas
empresas de base florestal voltadas a fabricagao de celulose e papel. Tais programas
tém como objetivo geral incrementar os ganhos genéticos nas caracteristicas
tecnoldgicas desejadas. Em outras palavras, esses programas tém como objetivo
aumentar a frequéncia dos alelos favoraveis relacionados com as caracteristicas de
interesse econémico (MELETTI; SANTOS; MINAMI, 2000). De acordo com Resende
et al. (2014), além da produtividade volumétrica, as propriedades tecnolégicas da
madeira sao caracteristicas essenciais nos programas de melhoramento genético
atuais. Outras caracteristicas essenciais na silvicultura industrial sdo a adaptacao,
forma da arvore, a quantidade e distribuicdo de galhos, a bifurcagéo, a resisténcia a
pragas, doengas e seca e, em algumas situagdes, resisténcia ao vento, frio e as
geadas.

O melhoramento do eucalipto no Brasil iniciou-se com o pesquisador Edmundo

Navarro de Andrade da Companhia Paulista de Estradas de Ferro, em Sao Paulo, a
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partir de 1904. Navarro de Andrade introduziu diversas espécies e procedéncias de
eucalipto no Horto de Jundiai, com objetivo de identificar as melhores espécies
adaptadas as condicbes climaticas brasileiras visando ao fornecimento de
combustivel e madeira para dormentes e postes para ferrovia (FERREIRA; SANTOS,
1997; SILVA; BARRICHELLO, 2006).

Plantios clonais de Eucalyptus deslancharam a partir da década de 70, quando
a heterogeneidade dos plantios e a incidéncia de cancro foram decisivas para o
desenvolvimento da técnica de estaquia (enraizamento de estacas) em escala
operacional (XAVIER; SILVA, 2010). No periodo de 1960 a 1980, foram realizados
testes de espécies e procedéncias; subsequentemente, intensificaram-se os testes de
progénies e os programas de Selegcdo Recorrente Intrapopulacional (SRI)
(KAGEYAMA, 1980; KAGEYAMA; VENCOVSKY, 1983). Na area florestal, o método
de selegao recorrente € o mais utilizado, sendo entendido como um processo ciclico
de melhoramento em que ha selecdo seguida da recombinagdo dos melhores
individuos e ou familias.

A partir de 1990, programas intensivos de hibridagédo foram implementados e,
em 2000, iniciaram-se os programas de Selegao Recorrente Reciproca (SRR) para o
melhoramento do hibrido entre espécies divergentes, especialmente entre E.
urophylla x E. grandis (FONSECA et al., 2010). Essa estratégia pode ser considerada
como a espinha dorsal do programa e envolve populagbes de espécies puras
principais ou populagdes sintéticas complementares para a geragdo de hibridos
simples e, ou compostos, por meio de cruzamentos interespecificos e ou
interpopulacionais (PIRES et al., 2011).

Verifica-se que as caracteristicas de interesse no melhoramento do eucalipto
se encontram em diferentes espécies, as quais sao particularmente adaptadas a
determinadas condigbes climaticas peculiares. Sendo assim, o grande desafio do
melhorista € desenvolver gendtipos com todas essas caracteristicas desejaveis e
adaptados as condi¢des do local de plantio (FONSECA et al., 2010).

3.5 MELHORAMENTO VISANDO RESISTENCIA A DOENCAS
Os patégenos atualmente descritos representam apenas uma pequena fragao

da variabilidade existente na natureza. Dentre esses, apenas alguns sao capazes de

infectar uma dada espécie de planta hospedeira, e mesmo dentro dessa espécie, nem
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todos os gendtipos sao suscetiveis. O confronto entre o sistema de defesa da planta
e de patogenicidade do patdgeno pode resultar em resisténcia ou suscetibilidade (LAU
et al., 2007). Segundo Bueno, Mendes e Carvalho (2006), o uso de materiais
genéticos resistentes € o processo mais eficaz no controle de doengas das plantas,
quando comparado com outros métodos que envolvem despesas que aumentam o
custo de produgdo, como o uso de fungicidas ou bactericidas.

Foi Biffin, em 1905, quem primeiro relatou 0 modo de heranga da resisténcia a
Puccinia striiformis, causadora da ferrugem amarela em trigo. Anos mais tarde, Flor
estudou ndo apenas o hospedeiro, mas também o patégeno e chegou a conclusao
que uma parte da variagdo observada em resisténcia entre plantas de uma espécie
vegetal se deve a variagdes no patégeno (PATAKY; CARSON, 2010). A partir desses
estudos demonstrou-se que, para cada gene de resisténcia no hospedeiro existe um
que corresponde a viruléncia no patdégeno. Essa interacdo é conhecida como teoria
da interagdo gene a gene e diz que, se existe um gene de resisténcia no hospedeiro,
especifico para determinada raga fisiologica do patdgeno, essa ndo sera capaz de lhe
causar infecgao, pois o cultivar é resistente aquela raca especifica do patégeno e
esse, por sua vez, é avirulento (BOREM; MIRANDA, 2013).

O procedimento indicado na estratégia de melhoramento florestal visando a
resisténcia a doencgas, assumindo o carater quantitativo da mesma, € o uso da selecéo
recorrente combinada com a inoculacdo artificial para selecdo de individuos
resistentes. Lau et al. (2007) também destacam o uso da biotecnologia no campo da
resisténcia a doengas por meio da identificacdo de genes do sistema de defesa da
planta, de forma a subsidiar o desenvolvimento de estratégias para acelerar a
incorporagao de resisténcia em gendétipos comerciais, como também disponibilizar
fontes alternativas de resisténcia via manipulagao génica.

O género Eucalyptus possui grande quantidade de espécies, e nelas se
encontra variabilidade intra e interespecifica para resisténcia a doencas, o que permite
a selecado de materiais resistentes em espécies puras e, também, o desenvolvimento
de hibridos interespecificos resistentes (SCHUMACHER; VIEIRA, 2015). Ressalta-se
que, para se ter maior eficiéncia na producdo de arvores com maior potencial de
resisténcia as enfermidades, é necessario desenvolver programas de selecdo de
genitores resistentes, de forma a realizar a introgressao de genes de resisténcia nas
populagdes de melhoramento (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2016). Entre a imunidade e a
completa suscetibilidade, os individuos podem manifestar reagdes intermediarias,
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desta forma, diversos programas de melhoramento utilizam escalas numéricas para
classificar as reagdes dos genodtipos aos patdégenos, sendo, normalmente, a menor
nota correspondente & imunidade e a maior nota, & suscetibilidade (BOREM;
MIRANDA, 2013).

Van der Plank (1968, 1984), definiu dois tipos de resisténcia. S&o elas, a do
tipo vertical ou raga especifica e a do tipo horizontal ou resisténcia geral, ou ainda,
resisténcia nao raca-especifica. A resisténcia vertical caracteriza-se quando o
hospedeiro é mais resistente a alguma(s) raca(s) do patégeno do que a outras. Nesse
caso, ocorre interacao diferencial na relacdo hospedeiro e patégeno. Quando o
hospedeiro é igualmente resistente a todas as ragas, a resisténcia denomina-se
horizontal e ndo ocorre interagao diferencial.

De acordo com Bueno, Mendes e Carvalho (2006), a resisténcia horizontal é
comumente denominada resisténcia de campo, sendo controlada por muitos genes
que se complementam. A resisténcia condicionada por diversos genes € dita
poligénica, no entanto, envolve menos genes que outras caracteristicas herdadas de
modo poligénico, tal como a produtividade. A maioria dos experimentos estima que os
numeros de Jlocus que controlam a resisténcia poligénica s&o menos de 10 e
comumente de dois a quatro. Em populagbes segregando para a resisténcia
poligénica, as reacdes de doengas exibem variagdo continua (PATAKY; CARSON,
2010).

A resisténcia é dita monogénica ou oligogénica quando é condicionada por um
unico gene ou por poucos genes, respectivamente. No caso das duas, os fendtipos
podem ser colocados em categorias distintas que podem ser adequadas as relagdes
mendelianas (PATAKY; CARSON, 2010). A resisténcia vertical € comumente
controlada por um ou poucos genes, com efeito individual de facil identificacao
(BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006).

A resisténcia as doencas € um dos fatores mais importantes que contribuem
para a estabilidade de longo prazo da producédo de cultivos. Na agricultura, as
cultivares resistentes a maioria das doencgas estao entre as maiores realizagdes dos
melhoristas de plantas e fitopatologistas do século passado e continuara a exercer um
papel fundamental no sucesso da agricultura no século XXI (PATAKY; CARSON,
2010). Na area florestal, a busca por materiais genéticos resistentes também tem seu
lugar de destaque, sendo um dos fatores influentes no alcance de uma produtividade

melhor e mais estavel.
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3.6 ESTIMATIVA DE PARAMETROS GENETICOS

Espécies florestais como os eucaliptos sdo caracterizadas pela perenidade, ou
seja, apresentam ciclo de vida longo. Segundo Resende et al. (2001), em termos de
melhoramento genético, tal aspecto leva a utilizagdo do material genético selecionado
para produgao comercial por varios anos, o que demanda rigor e precisao nos
métodos de selecdo, além de haver reducdo na taxa de sobrevivéncia dos
experimentos durante sua vida util, fato que tende a gerar dados desbalanceados para
uso na estimacado de parametros genéticos e na predicdo dos valores genéticos
aditivos e genaotipicos.

Os parametros genéticos sao estimados para verificar se existe variabilidade
genética, tornando-se imprescindivel em um programa de melhoramento que a
variabilidade seja suficiente para possibilitar a selecdo dos materiais superiores e 0
ganho genético (PIRES et al., 2011). O principal uso das estimativas de parametros
genéticos, além de subsidiar o planejamento de eficientes estratégias de
melhoramento, esta na propria predigdo de valores genéticos. Atualmente, o
procedimento analitico padrao recomendado para os estudos em genética quantitativa
e também para a pratica da selecao em plantas perenes € o método REML/BLUP, isto
€, a estimagdao de componentes da variancia por maxima verossimilhanca restrita
(REML) e a predigdo de valores genéticos pela melhor predi¢cdo linear ndo viciada
(BLUP) (RESENDE et al., 2001).

Os parametros genéticos que mais interessam aos melhoristas e que séo
frequentemente visados nos estudos envolvendo progénies se referem, segundo
Robinson e Cockerham (1965), as variancias genéticas em suas componentes
aditivas e nao aditivas, ao coeficiente de herdabilidade tanto no sentido amplo como
restrito, as interagbes dos efeitos genéticos e ambientais e as correlagdes genéticas

entre caracteristicas.

3.6.1 Herdabilidade e acuracia

A herdabilidade é uma das propriedades mais importantes de uma
caracteristica quantitativa. Ela expressa a proporgao da variancia total que € atribuida
aos efeitos médios dos genes (FALCONER, 1987). O conceito de herdabilidade e sua

definigdo como um parémetro de populagao estimavel e adimensional foi introduzido
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por Sewall Wright e Ronald Fisher ha quase um século (VISSCHER; HILL; WRAY,
2008). Dada a sua definigédo, o valor da herdabilidade esta sempre entre 0 a 1.

Tratando-se da proporgao herdavel da variabilidade total, a herdabilidade pode
ser no sentido amplo ou restrito. No sentido amplo, € medida a proporgao da variancia
fenotipica que é atribuida a variancia genética total; e no sentido restrito, € avaliada a
proporcao da variancia fenotipica que € atribuida a variancia aditiva (RESENDE,
2015). De acordo com Van Buijtenen (1992), a herdabilidade no sentido restrito é
usada de forma mais adequada para espécies e programas em que ha recombinagao
sexual, pois, os efeitos aditivos sdo mais importantes. Por outro lado, a herdabilidade
no sentido amplo, que inclui toda a variagdo genética, € mais apropriada para
materiais de propagacgdo vegetativa. Desta maneira, os ganhos obtidos por
propagacéao vegetativa sdo, em geral, muito maiores que os obtidos por propagacéo
sexuada.

Outras herdabilidades podem ser estimadas, como a herdabilidade individual
da arvore e a herdabilidade da familia. A primeira é baseada em medidas de arvores
individuais e € a mais usada; a segunda € baseada nas médias das familias e quando
essas correspondem as médias de familias de meios-irmaos, a variancia genética
corresponde a 1/4 da variancia aditiva (VAN BUIJTENEN, 1992).

Segundo Visscher, Hill e Wray (2008), existe uma série de equivocos comuns
sobre o significado exato e a interpretacdo da herdabilidade. Herdabilidade nédo é a
propor¢gao de um fendtipo que é genético, mas, sim, a proporcdo de variancia
fenotipica que é devida a fatores genéticos. Além disso, trata-se de um parametro de
populacdo e, portanto, depende de fatores especificos da populagcdo, como
frequéncias de alelos, dos efeitos das variantes genéticas e variacdo por fatores
ambientais.

Curiosamente, as herdabilidades ndo sdo constantes e podem mudar ao longo
do tempo. Esse fato se justifica porque a variagdo nos valores genéticos, assim como
a variagao por fatores ambientais e a correlacdo entre genes e ambiente, podem
mudar. A variagao genética pode alterar caso as frequéncias dos alelos se alterem
(por exemplo, devido a selegdo ou endogamia), se novas variantes entrarem na
populacao (por exemplo, por migragdo ou mutagdo), ou se as variantes existentes
apenas contribuem para a variagao genética apos uma alteragdo no plano genético

ou o ambiente. A mesma caracteristica medida ao longo da vida de um individuo pode
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ter diferentes efeitos genéticos e ambientais que a influenciam, de modo que as
variancias se tornam uma fungéo da idade (WRAY; VISSCHER, 2008).

Um dos entraves para a obtencdo de ganhos genéticos mais expressivos no
melhoramento de plantas € a baixa acuracia seletiva (PIMENTEL et al., 2014). Esse
parametro reflete a qualidade das informag¢des e dos procedimentos utilizados na
predicao dos valores genéticos. Além disso, esta associada a precisao da selecéo e
refere-se a correlagdo entre valores genéticos preditos e valores genéticos
verdadeiros dos individuos. Os valores da acuracia seletiva variam de 0 a 1, sendo
que, quanto mais proximo da unidade, ou seja, quanto maior o seu valor na avaliacéo
de um individuo, maior € a confianga na avaliagao e no valor genético predito para o
individuo (RESENDE; DUARTE, 2007).

3.6.2 Ganhos por selecao

Quando muitas arvores sao selecionadas para uma caracteristica particular,
como, por exemplo, resisténcia a doencas, a média do caractere para as arvores
selecionadas sera diferente da populagao original. A diferenca entre a média da
populagao selecionada e a média da populagao original € denominada “diferencial de
selecdo” (VAN BUIJTENEN, 1992), no qual, esse pode ser utilizado no calculo do
ganho genético por selegao.

O ganho genético esperado ou resposta a selegdo depende tanto da
herdabilidade como da variagdo genética presente na populagdo, podendo ser
influenciado pelo numero de individuos selecionados por decisdo do melhorista. Uma
vez que o0s genitores (diploides) passam para sua progénie uma amostra
correspondendo a metade de seus alelos, o valor genético aditivo esperado de uma
progénie equivale a média dos valores genéticos aditivos preditos de seus genitores
masculino e feminino. Por esse mesmo principio, a média da populacdo melhorada
(geracao descendente) equivalera a média dos valores genéticos aditivos dos
individuos selecionados, supondo-se a sele¢cdo de um mesmo numero de machos e
de fémeas e contribuicdo equitativa de gametas para a geracdo descendente. O
ganho genético pode ser definido como a superioridade (diferenga) da populagéo
melhorada em relacdo a populacdo nado melhorada (PIRES et al.,, 2011). A
possibilidade da predicdo dos ganhos obtidos por uma estratégia de selegéo

constitui-se em uma das principais contribuicdes da Genética Quantitativa.
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3.6.3 Impacto dos sistemas reprodutivos na selecao

Um passo crucial na dinamica das populagbes de plantas e que detém um
papel importante para o manejo verdadeiramente sustentavel de uma floresta é a
geracéo de novos individuos capazes de garantir a sobrevivéncia e manutengéo da
variabilidade das espécies daquele ambiente ao longo do tempo. Caracterizar essa
etapa em termos genéticos tem se tornado de grande relevancia no melhoramento de
plantas e em estudos de genética de populag¢des para diversos fins.

A composicao genética dos descendentes de uma espécie € determinada, em
grande parte, pelo seu sistema de reprodugéo, no qual, esse determina o modo de
transmissdo de genes de uma geragédo para outra (BROWN, 1990). Em outras
palavras, o sistema de reproducao refere-se a como um individuo recombina sua
variabilidade genética a cada geragcao para formar sua descendéncia (SEBBENN,
2003). Conhecer a forma como as espécies recombinam seus genes a cada evento
reprodutivo e formam as populacdes descendentes é de fundamental importancia
para o delineamento de estratégias para a conservagdo e uso dessas espécies,
permitindo realizar predigdes mais realistas sobre tamanhos amostrais para a
conservagao genética, bem como adotar estratégias mais eficientes de selecéo,
baseadas no conhecimento do parentesco meédio entre plantas dentro de progénies
de polinizagéo aberta (MORI et al., 2013).

O género Eucalyptus possui flores hermafroditas (ou monoclinas) — com 6rgéos
masculinos e femininos na mesma flor, agrupadas em forma de inflorescéncia, onde
ocorrem tanto a fecundagéo cruzada como a autofecundacdo (PRYOR, 1976). As
flores tém como principais vetores de polinizacao os insetos, sobretudo himendpteros,
dipteros, lepiddpteros, coledpteros e hemipteros. Nas areas de ocorréncia natural,
pequenos marsupiais e alguns passaros também sdo importantes polinizadores
(ELDRIDGE et al., 1993).

Do ponto de vista reprodutivo, as plantas podem ser divididas, basicamente,
em trés grupos: autégamas, quando predominantemente sido autopolinizadas;
albgamas, sao em grande parte de polinizagcéo e fecundagao cruzada; e ha, ainda,
aquelas de sistema reprodutivo misto, que praticam tanto a autofecundag¢ao quanto a
polinizacdo cruzada, simultaneamente, em taxas maiores que 5% em cada tipo
(PIRES et al., 2011). Como consequéncia do sistema de reprodug¢ao misto, progénies

de polinizagao aberta podem ser compostas por misturas de individuos com diferentes
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graus de parentescos, como irmaos de autofecundagao, irméaos-completos, meios-
irmaos e irmaos de autofecundagéo e cruzamento (SQUILLACE, 1974; RITLAND,
1989).

Embora a maioria das espécies florestais de importancia econdmica sejam
predominantemente aldgamas, espécies de relevancia, como o eucalipto, apresentam
sistema reprodutivo misto, conforme constatado por Eldridge et al. (1993) para 12
espécies do género. Embora esse aspecto tenha sido ignorado por longo tempo, e
continua sendo em alguns casos, tem-se verificado que a n&do consideragado do
sistema reprodutivo misto conduz a superestimativas do coeficiente de herdabilidade,
do tamanho efetivo populacional e dos ganhos genéticos com a selegcao
(VENCOVSKY et al., 2001; SEBBENN, 2006; TAMBARUSSI et al., 2018), tudo isso
em funcao dos diferentes graus de endogamia dentro de uma populagéo.

Uma arvore de polinizagao aberta tera descendéncia verdadeiramente de
meios-irmaos quando nenhum deles resultar de autopolinizagao e quando todos forem
filhos de pais diferentes. Quando isso acontece e os pais n&o sao correlacionados ou
endogamicos, a correlagdo entre todos os pares de descendentes & 0,25
(SQUILLACE, 1974). Segundo esse mesmo autor, quando essas condigdes nao séo
cumpridas pelos melhoristas de plantas, é provavel que a correlagéo genética média
entre os descendentes (coeficiente de parentesco) seja maior que 0,25.

Visando amenizar esse problema, parametros do sistema de reproducéo, como
taxa de autofecundacgao, taxa de cruzamento e correlacédo de paternidade, podem ser
obtidos por meio de estudos com marcadores moleculares e utilizados para estimar o
coeficiente de parentesco, a fim de utilizar essa informagdo para corre¢gées na
obtencao dos parametros genéticos de progénies de polinizagdo aberta com sistema
reprodutivo misto. Segundo Brown (1990), sdo necessarias estimativas quantitativas
dos parametros do sistema reprodutivo em populacdes de plantas para compreender
a estrutura genética atual de tais populagdes e prever sua evolugéo futura.

A importancia de considerar o sistema reprodutivo misto para obter estimativas
genéticas e prever ganhos genéticos com a selecdo dos melhores individuos é
evidenciada no trabalho de Tambarussi et al. (2018), em que as estimativas de ganhos
genéticos em espécies de Corymbia foram reduzidas em relagdo as estimativas do
modelo meio-irméo, levando a erros significativos na selegao de arvores e, ou familias

superiores.
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3.6.4 Interagédo gendtipo x ambiente

A manifestagao fenotipica em um individuo é o resultado da agao genética sob
influéncia do ambiente. Nas pesquisas envolvendo o melhoramento genético, € muito
frequente avaliar gendtipos em diferentes condigdes de meio. Nesses casos, em
funcao do maior ou menor grau de adaptabilidade dos individuos, surge um elemento
a mais na expressao fenotipica do carater. Esse elemento € um componente devido
a interacdo entre um dado gendtipo com uma dada condicdo (VENCOVSKY;
BARRIGA, 1992).

Para o melhoramento de plantas, é de grande importancia que se conhegam
as reacbes de diferentes materiais genéticos de espécies cultivadas, quando
submetidos a ambientes diversos. De acordo com Cruz; Regazzi e Carneiro (2004),
esse fato justifica-se porque, no caso da existéncia de interagéo, ha possibilidades de
o melhor gendtipo em um ambiente ndo o ser em outro. Segundo esses mesmos
autores, isso dificulta a recomendacédo de cultivares com ampla adaptabilidade e
influencia no ganho de selecdo, cabendo ao melhorista avaliar sua magnitude e
significancia.

Apesar da diversidade de modelos estatisticos comumente empregados para
a analise das interagcdes de genodtipos com ambientes, um modelo geral, para
descrever o comportamento de materiais genéticos submetidos a diferentes
ambientes, pode ser apresentado como segue (VENCOVSKY; BARRIGA, 1992):

Em que:

- ¥;;: valor fenotipico médio do carater Y, medido no material genético i, no ambiente j;
- M: média geral paramétrica dos dados em estudo;

- G;: efeito do gendtipo ou material genético i;

. efeito do ambiente j;

. efeito da interagdo do gendtipo i com o ambiente j;

-E;;: erro médio associado a observagédo Y;;.

A pratica de ensaios de materiais genéticos em mais de um ambiente € um

procedimento rotineiro em programas de melhoramento de plantas. Os diferentes
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ambientes s&o proporcionados pela variacdo simples ou combinada de locais, anos,
estacdes, épocas de plantio, etc. Segundo Allard e Bradshaw (1964), as condigbes
ambientais que contribuem para as interagdes com os genétipos estado relacionadas
a fatores previsiveis e imprevisiveis. No primeiro, incluem-se as variagbes de
ambiente que ocorrem de regido para regiao, dentro da area de distribui¢do da cultura.
Enquadram-se ai as caracteristicas gerais de clima e solo; aquelas que flutuam de
maneira sistematica, como o comprimento do dia e o grau de insolagao; e as praticas
silviculturais, tais como a época de semeadura e colheita e as doses e formulas de
adubacgao. Os fatores imprevisiveis compreendem, por exemplo, as climaticas, no
ambito de uma mesma regido, como a quantidade e distribuigdo de chuva, as
oscilagbes de temperatura e outras que ndo podemos prever com seguranga. Dessa
forma, salienta-se que o conceito de ambiente esta atrelado ndo apenas a ideia de
fatores meramente espaciais, mas, também, de fatores ambientais como os citados.

A ocorréncia de interacdo de gendtipos com ambientes pode ser detectada
estatisticamente por meio da analise conjunta de experimentos repetidos em mais de
um ambiente e cujos tratamentos sejam constituidos de materiais genéticos. Nos
programas de melhoramento genético, é necessaria a instalagdo de uma rede
experimental que consiga amostrar toda a diversidade de ambientes em que a espécie
sera cultivada. A partir da analise dos dados obtidos nessa rede, pode-se realizar um
zoneamento para o plantio dos materiais selecionados, bem como, serem
estabelecidas zonas de melhoramento na qual permitem reduzir o numero de locais
de experimentacdo para os ciclos subsequentes de selecao, além de permitirem a
selecdo de materiais estaveis, capitalizando o efeito da interacdo gendtipos x
ambientes (PIRES et al., 2011).

3.7 MODELOS MISTOS

A avaliagcao genotipica compreende a estimacdo de componentes de variancia
(parametros genéticos) e a predicao dos valores genotipicos (ou valores fenotipicos
futuros). As estimativas dos parametros genéticos, tais quais a herdabilidade e
correlagbes genéticas, sdo fundamentais para o delineamento de eficientes
estratégias de melhoramento. O procedimento 6timo de avaliagao genotipica refere-
se ao REML/BLUP (maxima verossimilhanca residual ou restrita / melhor predigao

linear n&o viciada), também denominado, genericamente, de metodologia de modelos
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mistos. O REML/BLUP permite a estimacao e predicdo com dados desbalanceados e
considera, simultaneamente, todas as informacbes experimentais disponiveis
(RESENDE, 2007).

De acordo com Pimentel et al. (2014), ouso de procedimentos
genético-estatisticos mais refinados, como a metodologia de modelos mistos, € uma
tendéncia no melhoramento genético de plantas. Segundo Resende (2007), o REML
é uma generalizacdo da ANOVA para situacdes mais complexas. E um método
eficiente no estudo das varias fontes de variacdo associadas a avaliagcdo de
experimentos de campo, permitindo desdobrar a variagao fenotipica em seus varios
componentes genéticos, ambientais e de interacdo gendtipo x ambiente. O
procedimento 6timo de selecédo é o BLUP para os efeitos genéticos aditivos, de
dominancia e genotipicos, dependendo da situagédo. Além disso, € o procedimento
gue maximiza a acuracia seletiva.

De maneira geral, no modelo linear misto, os efeitos dos fatores podem ser
classificados como fixos ou aleatérios. Um fator € considerado de efeito fixo quando é
atribuido a um conjunto finito de tratamentos ou niveis especificos de fatores
experimentais, e as conclusdes, neste caso, sao restritas aos niveis dos fatores. Por
outro lado, quando um conjunto infinito de tratamento € atribuido ao fator, de tal forma
que o conjunto seja uma amostra aleatéria de uma populagao, o fator é dito de efeito
aleatorio, e € possivel inferir sobre a populacdo da qual os niveis do fator foram
amostrados (SEARLE et al., 1992). Segundo esses autores, conforme a natureza fixa
ou aleatodria dos efeitos de um modelo, esse é classificado como fixo, aleatério ou
misto, onde a combinacdo de efeitos aleatdrios e fixos, com excecdo do erro

experimental e da média geral, define o modelo misto.
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CAPITULO |

ETIOLOGIA E SELECAO FENOTIPICA PARA RESISTENCIA A MANCHA DE
Calonectria EM Eucalyptus benthamii

RESUMO

Espécies de eucaliptos estdo entre os principais hospedeiros do género Calonectria
(anamorfo Cylindrocladium), patdégenos que podem atacar os tecidos das folhas,
caules e ramos do eucalipto. Os objetivos deste capitulo foram identificar os agentes
causais da doenga e avaliar a resisténcia a mancha foliar em teste de progénies de
Eucalyptus benthamii, a fim de verificar o potencial de uso das progénies por meio da
selecao fenotipica. Testes de progénies instalados em trés locais, constituidos por 85
progénies e seis testemunhas com sintomas de mancha foliar, foram avaliados quanto
a resisténcia, utilizando como ferramentas a incidéncia e severidade da doencga aos
10, 16 e 27 meses de idade. A escala de avaliagdo de severidade variou de zero (sem
a doenca) a quatro (desfolha até 2/3 da arvore). A severidade média obtida pelas
progénies foi comparada com as testemunhas e entre os locais. Caracteres
morfolégicos e sequéncias de DNA de duas regides génicas (B-tubulina (TUB) e
calmodulina (CAL)) foram utilizados para identificar as espécies, as quais indicaram
as espécies Calonectria metrosideri e Calonectria spathulata como os agentes causais
das manchas foliares. Este € o primeiro relato de ambas as espécies em Eucalyptus
benthamii e o primeiro relato de Ca. metrosideri em plantios do género Eucalyptus em
nivel mundial. Ca. spathulata apresentou-se mais agressivo do que Ca. metrosideri.
Os sintomas da doenga atingiram todas as arvores e resultaram em mais de 50% de
desfolha da copa em arvores com mais de dois anos de idade. As progénies de E.
benthamii apresentam potencial para exploragao da sua variabilidade em relagao a
resisténcia a mancha foliar em uma estratégia de selecdo de um programa de
melhoramento genético.

Palavras-chave: Cylindrocladium, Doenca foliar, Eucalyptus, Calonectria metrosideri,
Calonectria spathulata



50

CHAPTER |

ETIOLOGY AND PHENOTYPIC SELECTION FOR RESISTANCE TO
CALONECTRIA LEAF SPOTS IN Eucalyptus benthamii

ABSTRACT

Eucalyptus species are among the main hosts of the genus Calonectria (anamorph
Cylindrocladium), pathogens that can attack leaf, stem, and branch tissues. The
objectives of this chapter were to identify the causal agents of the disease and evaluate
resistance to leaf spots in Eucalyptus benthamii progenies in order to verify the
potential use of the progenies for phenotypic selection. Progeny tests at three sites,
consisting of 85 progenies and six controls with leaf spot symptoms, were evaluated
for resistance based on the incidence and severity of the disease at 10, 16, and 27
months of age. The severity assessment scale ranged from zero (without the disease)
to four (defoliation of up to 2/3 of the tree). The average severity obtained by the
progenies was compared with the controls and between sites. Based on morphological
characteristics and DNA sequences from two gene regions (B-tubulin (TUB) and
calmodulin (CAL)), Calonectria metrosideri and Calonectria spathulata were identified
as the causal agents of the leaf spots. This is the first report of Ca. metrosideri in
eucalypts in the world and the first reported incidence of Ca. spathulata in E. benthamii.
Both species were re-isolated from diseased leaves to fulfill the Koch postulates, and
Ca. spathulata was shown to be the more aggressive agent. Symptoms of the disease
reached all trees and resulted in greater than 50% canopy defoliation at two years of
age. There is potential to exploit the variability of E. benthamii progenies in relation to
leaf spot resistance which can offer a strategy for selection in breeding programs.

Keywords: Cylindrocladium; Leaf disease; Eucalyptus; Calonectria metrosideri,
Calonectria spathulata
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1 INTRODUGAO

O cultivo do género Eucalyptus na regiao Sul do Brasil apresenta certas
limitagdes em sua expansao, principalmente devido a ocorréncia de temperaturas
mais baixas e geadas frequentes (NISGOSKI; MUNIZ; KLOCK, 1998). Para contornar
esse problema, algumas espécies, por apresentar maior tolerancia, constituem um
grupo muito restrito as condigdes frias, como, por exemplo, o Eucalyptus benthamii
Maiden et Cambage, introduzido no Brasil pela Embrapa Florestas (GRACA;
SHIMIZU; TAVARES, 1999) ha pouco mais de 30 anos. O trabalho dos
pesquisadores, desde entdo, tem sido melhorar a adaptagdo geral da espécie, as
caracteristicas silviculturais, niveis de produtividade e usos diversificados da madeira.

Uma das principais doengas registradas em E. benthamii no Brasil foi a mancha
e desfolha causada por Calonectria candelabra (= Cylindrocladium candelabrum
Viégas) (SCHULTZ et al., 2015). Calonectria (anamorfo Cylindrocladium) ocasiona
lesdes nas folhas do hospedeiro e com o progresso da doenga, a mesma pode induzir
acentuada desfolha nos tercos basais, medianos e apicais das copas das arvores, a
partir do primeiro ano de plantio. Esse fungo sobrevive como esclerddios em tecidos
de plantas infectadas e se dissemina no campo por meio de respingos de chuva com
solo contendo inéculo, para folhas e ramos do tergo inferior da copa das arvores
(FERREIRA, 1989; ALFENAS et al., 2009).

O género Calonectria agrupa patégenos comumente encontrados em regides
tropicais e subtropicais (CROUS, 2002; LOMBARD et al., 2016), que podem infectar
e causar perdas econdmicas em plantagdes florestais, agricolas e horticolas
(HIROOKA et al., 2008; LOMBARD et al., 2009; POLIZZI et al., 2012). Segundo Chen
et al. (2013), as arvores severamente afetadas sofrem redugéo no crescimento, o que
resulta em significativas perdas econdmicas e ameaga a sustentabilidade a longo
prazo da industria de eucalipto. Estima-se que em Fujian, na China, as perdas
econdmicas anuais devidas ao género Calonectria em eucalipto sejam superiores a
7,8 milhdes de dolares (ZHU et al., 2011).

A ocorréncia desses patdogenos tornou-se expressiva em plantios de E.
benthamii na regido Sul do Brasil, mas ndo se tem muitas informacdes na literatura
acerca das espécies de Calonectria que podem estar associadas a mancha nessa
espécie, além de Ca. candelabra constatada por Schultz et al. (2015). Conhecer o

patogeno e quantificar os sintomas causados € o primeiro passo para descrever o
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progresso da epidemia e tomar medidas de controle. O plantio de gendtipos
resistentes tem sido o método mais eficaz e econémico para controlar a mancha-de-
calonectria (CLB) no campo (ALFENAS et al., 2009; FONSECA et al., 2010).

A demanda por material vegetal para o plantio de E. benthamii em regides frias
e a falta de genotipos resistentes a doenga selecionados exigem medidas imediatas.
Um método comum e eficaz para iniciar um programa de melhoramento genético € a
selecao fenotipica, utilizada devido a sua praticidade, baixo custo e rapidez. Esse tipo
de selecdao leva em consideragdo apenas a performance visual do individuo,
consistindo na escolha dos melhores individuos com base no seu valor fenotipico para
as caracteristicas de interesse (PIRES et al., 2011). Esse tipo de selegéo ndo € a mais
eficaz, porém, permite ganhos precoces em programas de melhoramento florestal.

Dada a importancia econémica do eucalipto, esta pesquisa iniciou-se no ano
de 2015 quando uma epidemia por manchas foliares foi observada em um teste de
progénies de E. benthamii replicado em trés locais no sul do Brasil. Foi constatada a
presenca da CLB em E. benthamii nos primeiros trés anos de idade, o que demonstra
a necessidade de obter materiais resistentes a doenca.

Assim, os objetivos deste capitulo foram identificar os agentes causais da
doencga e avaliar a resisténcia a mancha foliar em teste de progénies de E. benthamii,

para verificar o potencial de uso das progénies por meio da selegao fenotipica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZAGAO DAS AREAS EXPERIMENTAIS E MATERIAL GENETICO

O teste de progénies de polinizagado aberta de E. benthamii foi instalado em
fevereiro de 2015 e replicado nos municipios de Sdo Mateus do Sul — Parana, Mafra
e Porto Unido — Santa Catarina, Brasil (FIGURA 1.2). O teste foi constituido por 85
progénies de polinizagao aberta e seis testemunhas (trés clones comerciais e trés bulk
de E. benthamii) (TABELA 1.1).

O delineamento experimental de blocos casualizados foi utilizado, com quatro
blocos e cinco arvores por parcela, com espacamento de 2,5 x 2,5 m, totalizando 1.820
arvores em cada local de avaliagao. Para reduzir o efeito de borda foram utilizadas

duas linhas de bordadura compostas por Eucalyptus dunnii.

FIGURA 1.2 — LOCALIZAGCAO DAS AREAS DE ESTUDO
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FONTE: GISELA P. ANDREJOW (2018).
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TABELA 1.1 — PROGENLES E PROCEDENCIAS DE Eucalyptus benthamii UTILIZADAS NAS
AVALIACOES NOS MUNICIPIOS DE MAFRA E PORTO UNIAO, NO ESTADO DE
SANTA CATARINA, E SAO MATEUS DO SUL, NO ESTADO DO PARANA, BRASIL

Tratamento N° Familias Procedéncia Origem
Progénies 54 Candéi-PR Bents Basin — Australia
Progénies 28 Jaguariaiva-PR Kedumba Valley — Australia
Progénies 3 Bio Bio-Chile Kedumba Valley — Australia
Clone 3 Guarapuava-PR APS Candoi — PR, Brasil
Bulk 1 Candoi-PR Bents Basin — Australia
Bulk 1 Campo Alegre-SC Oeste de Sidney - Australia
Bulk 1 Vargem Bonita-SC Oeste de Sidney - Australia

FONTE: GISELA P. ANDREJOW (2018).

Os trés locais envolvidos apresentam altitudes entre 755 a 805 m. De acordo
com a classificacdo de Kdppen, os climas foram classificados como Cfb (clima
temperado com verdo ameno). A precipitacdo meédia anual das areas experimentais é
de 2.350 mm e a temperatura média anual é de 18,5 °C. O solo da area experimental
em Mafra foi caracterizado como Argissolo Vermelho distrofico tipico; em Porto Uni&o
como Plintossolo Haplico distréfico tipico; e em Sao Mateus do Sul como Nitossolo
Vermelho distréfico tipico (TABELA 1.2).

TABELA 1.2 — CARACTERISTICAS EDAFOCLIMATICAS DOS TRES LOCAIS DE ESTUDO

Local Lat.(S) Long.(W) Clima Alt. Temp. Precip. Solo
Sdo Mateus do Sul/PR  26°03'28"  50°21'56" Cfb 785 18,5 2350,3 Nvd1.2
Mafra/SC 26°08'35"  50°07'19" Cfb 805 18,5 2350,3 PVa2.1
Porto Unido/SC 26°18'10"  50°00'27" Cfb 755 18,5 2350,3 FXd1

LEGENDA: Lat. — latitude Sul; Long. — longitude Oeste; Alt. - altitude (m); Temp. - temperatura (°C);
Precip. - precipitagdo anual (mm).

FONTE: GISELA P. ANDREJOW (2018).

2.2 ETIOLOGIA DA MANCHA FOLIAR DE Calonectria EM Eucalyptus benthamii

2.2.1 Amostragem da doenga em campo e obtencgéo dos isolados de Calonectria em

Eucalyptus benthamii
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Nas avaliagbes de campo realizadas, folhas de E. benthamii com os sintomas
da mancha foliar foram coletadas de oito progénies, trés repeticbes de cada progénie
em cada local, com um total de 72 amostras por avaliagdo. As amostras foram
devidamente armazenadas em sacos plasticos e caixa de isopor, e encaminhadas ao
Laboratério de Patologia Florestal da Embrapa Florestas, Colombo, Parana.

Para a analise laboratorial dos fungos associados a mancha foliar, foram
realizados isolamentos diretos, que corresponderam ao procedimento de camara
umida, em que um exemplar de cada amostra foi incubado em caixas do tipo “gerbox”
contendo duas folhas de papel mata-borrdo umedecidas com agua esterilizada,
mantidas sob temperatura e iluminagao ambiente até ocorrer a formagao de estruturas
dos patdgenos na superficie do material foliar.

Também, foram feitos isolamentos indiretos, no qual foram utilizados
fragmentos foliares com sintomas. Neste tipo de isolamento, ocorreu a desinfestagcao
dos fragmentos de folhas com alcool 70% por 10 s e hipoclorito 1% por 60 s, seguida
pela lavagem do material em agua esterilizada. Apos esse procedimento, cinco
fragmentos de cada amostra foram dispostos em placa de Petri em meio de cultura
BDA - Batata, dextrose, agar (39 g de extrato comercial de agar batata dextrosado,
1000 mL agua ultrapurificada) totalizando trés repeti¢cdes (placas) por amostra. As
placas do isolamento indireto foram incubadas em camara BOD, a 24 °C, no escuro.
ApoOs o isolamento e crescimento dos fungos nas placas por sete dias, cada cultura

foi purificada para novas placas contendo meio BDA.

2.2.2 Culturas monospodricas e conservagao dos isolados

A partir das culturas puras em meio BDA foram detectados e selecionados oito
isolados de Calonectria, com base no morfotipo, para obtengdo de culturas
monosporicas. Com o intuito de estimular a producdo de conidios (ALFENAS et al.,
2013), cada isolado foi submetido a estresse fisico por meio da deposi¢ao de 20 mL
de agua destilada e posterior raspagem da superficie da colénia, de modo a remover
todo o micélio aéreo presente. A seguir, descartou-se a agua, sendo o excesso de
umidade removido com auxilio de papel toalha. Em seguida, a cultura foi mantida em
condigdo ambiente por 48 h, até a esporulagcédo do fungo na superficie do meio.

Conidioforos retirados de cada cultura foram depositados em placas contendo

meio agar-agua. A seguir, adicionou-se cerca de 2 mL de agua destilada para espalhar
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os conidios e facilitar a obtengao da cultura monospdérica. Na sequéncia, retirou-se o
excesso de agua e, com o auxilio de uma agulha de insulina esterilizada, sob a lupa,
foi realizada a transferéncia de cada conidio isoladamente para placas contendo meio
SNA (nutriente-sintético-agar), permanecendo por sete dias em camara BOD, a 24°C.
Cada isolado monospdrico foi armazenado pelo método Castellani e mantido também
em tubos de ensaio contendo meio BDA.

Foram preparadas laminas com os esporos em liquido glicerinado e
examinadas suas caracteristicas ao microscopio optico. A identificacdo ao nivel de
género teve por base as chaves sistematicas de Barnett e Hunter (1972) e descricbes
de Alfenas et al. (2009).

2.2.3 Extracao de DNA e amplificacao

Todas as etapas de extragdao de DNA, amplificacdo e purificagdo foram
realizadas no Laboratério de Patologia Florestal, da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Os isolados foram cultivados em meio BDA durante sete dias. Apds esse
periodo, o micélio foi raspado, macerado em nitrogénio liquido e a extragdo de DNA
realizada por meio do método CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio).

As reagdes de PCR foram realizadas utilizando Gotaq Colorless Master Mix
Promega® com um volume final de 25 yl, contendo 12,5 yL de Gotaq Colorless Master
Mix, 0,5 yL de cada primer (10 pmol/ pL) (primer 1 e primer 2), 1 yL de DNA genémico,
10,2 pL de agua livre de nuclease e 0,3 pL de albumina sérica bovina (BSA). Os
isolados foram selecionados para amplificagcado e sequenciamento das regides génicas
B-tubulina (TUB) e calmodulina (CAL) usando os primers T1 (O’'DONNELL; CIGELNIK,
1997), CYLTUB1R (CROUS et al., 2004), CAL-228F e CAL-737R (CARBONE; KOHN,
1999).

As amplificagbes foram realizadas no termociclador My CyclerTM (BIO-RAD)
utilizando os seguintes parametros: desnaturagao inicial a 94°C por 5 min, seguido por
35 ciclos de desnaturacao a 96°C por 30 s, anelamento a 52°C por 30 s, extensao
inicial a 72°C por 1 min e extensao final de 5 min a 72°C. Os produtos de PCR foram
visualizados em gel de agarose a 1,2% corado com GelRed Biotium® para verificar a
pureza e o tamanho dos fragmentos. A Vvisualizagcdo foi realizada em

fotodocumentador MiniBis Pro (Uniscience). Os produtos de PCR foram submetidos a
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purificacdo e sequenciamento pela Macrogen Inc.,, Coréia do Sul (http:

/lIwww.macrogen.com).

2.2.4 Analises filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas e editadas por meio do
software SeqAssem (HEPPERLE, 2004) e as sequéncias foram comparadas com as
depositadas na base de dados GenBank do National Center for Biotechnological
Information — NCBI, por meio da ferramenta BLAST.

Para as analises filogenéticas, sequéncias de referéncia de espécies de
Calonectria, correspondentes aos genes TUB e CAL depositadas no GenBank, foram
acrescentadas nas analises. As arvores filogenéticas foram construidas utilizando o
MRBAYES v. 3.2.1 (RONQUIST et al., 2012) usando Inferéncia Bayesiana (Bl). A
analise bayesiana foi utilizada para gerar probabilidades posteriores (PP) para “nés”
de consenso usando MRBAYES (HUELSENBECK, 2001). As arvores foram
construidas com o conjunto de dados alinhados de 38 sequéncias, incluindo as 26
sequéncias de isolados de referéncia e, como grupo externo, foram utilizadas as
sequéncias de Calonectria chinensis CBS 112744 e Ca. Colombiensis CBS 112220.
Cadeia de Monte Carlo Markov (MCMC) (LARGET; SIMON, 1999) foi executada com
1.000.000 de geragbes usando o modelo de evolugao de substituigdo apropriado
determinado pelo jModelTest. As arvores foram visualizadas e editadas no Fig Tree v.
1.3.1. A combinagao das regides génicas TUB e CAL foi determinada pelo teste de
homogeneidade de particdo (PHT) (FARRIS et al., 1994).

2.2.5 Caracterizagao morfolégica de isolados de Calonectria

Inicialmente, culturas monospodricas foram cultivadas em meio nutriente-
sintético-agar (SNA) (NIRENBERG, 1981) a 26°C e mantidas em camara BOD até a
observacdo das estruturas reprodutivas. As caracteristicas morfolégicas foram
determinadas pela montagem de estruturas em Iaminas contendo acido latico. Foram
realizadas 30 medigdes de cada marcador morfolégico (FIGURA 1.3), recomendado
por Lombard et al. (2010) no aumento de 1.000x. Para isso, foi utilizado um

microscoépio Leica com contraste de interferéncia diferencial de iluminagéao.
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FIGURA 1.3 - MARCADORES MORFOLOGIQOS UTILIZADOS PARA A CARACTERIZACAO
MORFOLOGICA DE Calonectria spp.
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FONTE: RILDO FERNANDES (2018).

2.2.6 Teste de patogenicidade

Para comprovar a patogenicidade dos isolados e verificar se eles sao os
agentes causais da doenga, realizou-se inoculagdes artificiais de estruturas infectivas
em folhas de E. benthamii. Para isso, foram empregadas mudas de dois dos clones
testemunhas de E. benthamii, presentes no teste de progénies. Mudas com seis
meses foram transplantadas para vasos de plastico de 1 L contendo substrato
comercial a base de casca de pinus. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao
na Embrapa Florestas até a fase de inoculacao, aos 60 dias apds o transplantio.

A inoculacéo foi realizada pelos métodos de suspenséo de esporos e de discos
de micélio-agar com o patdogeno (ALFENAS; FERREIRA, 2007). Com base nas
analises moleculares, as espécies do patdgeno identificadas foram utilizadas para a
inoculacdo. Os isolados selecionados foram repicados em placas de Petri contendo
meio BDA e cultivados em camara BOD a 24°C, sob regime de fotoperiodo 12 h/12 h,
por sete dias. Apos esse periodo, para o metodo de suspensdo de esporos, as
culturas fungicas foram submetidas ao estresse fisico com o intuito de estimular a
producao de conidios, conforme Graga et al. (2009).

No método de suspensio de esporos, a suspensao de inéculo foi preparada
pela adicdo de 20 mL de agua estéril mais 0,05% de Tween 20 sobre a cultura para a

realizagao da raspagem com alga de Drigalski. Ajustou-se a concentragcéao do inéculo
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para 1 x 10 conidios por mL-". Apds 60 dias do transplantio das mudas de E. benthamii
para vasos mantidos em casa de vegetacdo, a suspensdo dos inoculos de cada
isolado foi pulverizada sobre um ramo selecionado da planta com auxilio de um
pulverizador de 350 mL de capacidade, de modo a cobrir homogeneamente as
superficies abaxial e adaxial das folhas. A medida que se realizava a aspersdo dos
in6culos sobre as folhas do ramo selecionado, envolvia-se todo o érgado com um saco
de polietileno transparente com o objetivo de manter uma condi¢édo de camara umida

durante 48 h para favorecer o desenvolvimento do fungo (FIGURA 1.4).

FIGURA 1.4 — INOCULACAO POR ASPERSAO DE ESPOROS DE Calonectria metrosideri E
Calonectria spathulata EM FOLHAS DE MUDAS DE Eucalyptus benthamii COM
OITO MESES DE IDADE

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: Ramo selecionado para inoculagéo (A); ramos inoculados (tratamentos) envolvidos com
saco de polietileno para criar efeito de camara umida (B).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 10
repeticdes por tratamento, sendo cada planta uma repeticdo. Como testemunha, um
ramo de cada planta foi selecionado e mantido sob as mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente, excetuando-se a inoculagdo do patégeno. Os sintomas foram
avaliados nos ramos inoculados aos 10 dias apds a inoculagdo, observando a
porcentagem de lesbes com base em escala de Alfenas e Ferreira (2007).

No método de discos de micélio-agar do patdogeno, a inoculagao iniciou-se com
a realizacdo de um ferimento no par de folhas a ser inoculado. Para garantir a
uniformidade do ferimento para a inoculagao, foi utilizada a metodologia descrita por
Grigoletti Jr.; Bizi e Auer (2005), na qual utilizou-se um aparato perfurador de folhas
desenvolvido a partir de um simples prendedor de roupas de madeira, acoplado com

quatro pequenas agulhas (FIGURA 1.5 A-B).
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A inoculacéao consistiu em colocar um disco de 5 mm de diametro de meio BDA
com micélio em crescimento ativo dos isolados sobre a parte adaxial de um par de
folhas (previamente feridas) de cada planta (FIGURA 1.5 C). Os tratamentos foram
mantidos sob as mesmas condicdes de camara umida descritas no método anterior
(FIGURA 1.5 D). Pulverizou-se agua esterilizada nas paredes internas do saco de

polietileno para a manutengéo da umidade e favorecer o desenvolvimento do fungo.

FIGURA 1.5 - INOCULACAO COM DISCO DE MICELIO DE Calonectria metrosideri E Calonectria
spathulata EM FOLHAS DE MUDAS DE Eucalyptus benthamii COM OITO MESES
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FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: Realizacao de ferimento no par de folhas com uso de prendedor de roupa acoplado de
quatro pequenas agulhas (A); ferimento realizado (B); disco de meio BDA com micélio do fungo (sem
micélio para testemunha) disposto sobre a face adaxial da folha previamente ferida (C); ramos
inoculados (tratamentos) envolvidos com saco de polietileno para criar efeito de cAmara umida (D).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 10
repeticbes por tratamento, sendo cada planta considerada uma repeticdo. Como
testemunha, dez plantas de cada clone foram inoculadas apenas com disco contendo
meio BDA sem o inéculo. Os sintomas foram avaliados nas folhas inoculadas aos 10
dias apos a inoculagcido, nas quais observou-se o tamanho das lesbes com uso do
paquimetro. Apos a constatacao dos sintomas da doenga em ambos os métodos de
inoculagdo, reisolamentos do patégeno foram realizados de folhas doentes
cumprindo, assim, os postulados de Koch.

Valores do comprimento médio de lesédo (obtidos com uso de paquimetro) e da
porcentagem de lesdo (com base em escala) mensurados no método de inoculagao

com discos de micélio e no método de inoculagédo por aspersao, respectivamente,
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foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para comparagao das médias e
classificagao dos isolados quanto a agressividade, foi utilizado o teste de Tukey a 95%

de probabilidade.

2.3 RESISTENCIA DE Eucalyptus benthamii A MANCHA FOLIAR DE Calonectria

A resisténcia a mancha foliar foi avaliada com base na incidéncia e severidade
da doenca. Todas as arvores foram avaliadas nos trés locais aos 10, 16 e 27 meses
de idade, sendo que o periodo de avaliagao de 10 meses foi realizado apenas no teste
instalado em Mafra, SC. A metodologia consistiu na observagcdo das copas das
arvores, por duas pessoas treinadas, para a verificagao da presenca de sintomas de
mancha foliar. Os sintomas constatados, na maioria das vezes, causavam desfolha
nas arvores de E. benthamii nas diferentes idades. Com base nisso, utilizou-se uma
escala diagramatica para analisar a severidade da doenca.

A resisténcia a mancha foi mensurada por uma escala de desfolha descrita por
Krugner et al. (1991) e adaptada por Schultz (2011) para avaliar a mancha e desfolha
em E. benthamii. Notas foram atribuidas a severidade da doenca de acordo com a
seguinte escala: 0 = auséncia da doenga; 1 = auséncia de desfolha e presenca de
manchas foliares nos galhos inferiores; 2 = desfolha até 1/3 da arvore; 3 = desfolha
até V2 da arvore; 4 = desfolha até 2/3 da arvore (FIGURA 1.6). Conforme a Figura 1.6,
a maior resisténcia foi atribuida as progénies com notas mais baixas.

FIGURA 1.6 — ESCALA UTILIZADA PARA AVALIAR A SEVERIDADE DE Calonectria EM
ARVORES DE Eucalyptus benthamii
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LEGENDA: Escala de notas para avaliar a mancha e desfolha causada por Calonectria em arvores
jovens de E. benthamii. 0 = auséncia da doencga; 1 = auséncia de desfolha e presengca de manchas
foliares nos galhos inferiores; 2 = desfolha até 1/3 da arvore; 3 = desfolha até 'z da arvore; 4 = desfolha
até 2/3 da arvore. Adaptado por Schultz (2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1ETIOLOGIA DA MANCHA FOLIAR DE Calonectria spp. EM Eucalyptus benthamii

Os sintomas da CLB atingiram todas as arvores nos trés locais avaliados (100%
de incidéncia). Foi confirmada a presenca de mancha foliar causada pelos fungos
Calonectria metrosideri e Calonectria spathulata, conforme identificacdo realizada
pela analise molecular. Este foi primeiro relato de ambas as espécies em arvores de
E. benthamii no Brasil, e o primeiro relato de Ca. metrosideri em arvores do género
Eucalyptus no mundo.

Espécies de Calonectria (anamorfo Cylindrocladium) tém sido relatadas como
agentes patogénicos em diversas culturas, inclusive florestais, tais como pinus e
acacia (HODGES; MAY, 1972; HODGES; REIS; MAY, 1973; ALFENAS, 1986;
DIANESE et al., 1986; NOVAES et al., 2012) e, em particular, no género Eucalyptus,
associados a doengas em plantios comerciais e em mudas nos viveiros (BLUM et al.,
1992; GRACA et al., 2009; MAFIA et al., 2009; FERREIRA et al., 2012; ALFENAS et
al., 2013; SCHULTZ et al., 2015; REZENDE et al., 2017).

Além disso, o género Calonectria € um dos principais causadores de mancha
foliar em plantios de eucalipto cultivados no Brasil (ALFENAS, 2009; ALFENAS et al.,
2013). Rezende et al. (2017) avaliaram duas populagdes de E. grandis W. Hill ex
Maiden. no estado de S&o Paulo e constataram a presencga de Cylindrocladium sp.
como um dos causadores de mancha foliar e desfolha nas arvores. A mancha foliar
de Calonectria foi observada pela primeira vez em arvores comerciais de E. grandis
em 1970, com mais de 80% das arvores apresentando desfolhagdes severas. Trés
espécies de Calonectria foram identificadas como os agentes causais, que incluiam
Calonectria cylindrospora, Ca. ilicicola e Ca. pirochroa (ALFENAS; FERREIRA, 1979
apud ALFENAS et al., 2015). Na década de 1990, Ca. pteridis (=Cy. pteridis) foi
relatado em E. grandis, provocando manchas foliares e severas desfolhas em plantios
no sudeste da Bahia e do Para (FERREIRA et al., 1995).

Ca. metrosideri foi confirmado como patégeno e observado pela primeira vez
em mudas do género Metrosideros, que inclui varias espécies de arvores, arbustos e
videiras, nativas das ilhas do Pacifico (ALFENAS et al., 2013). Ca. spathulata foi

descrito como uma nova espécie no trabalho de EI-Gholl et al. (1986), sendo
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observadas manchas foliares com lesdes necroticas de tamanhos varidveis em
Eucalyptus viminalis.

Os sintomas da mancha foliar do eucalipto causada por espécies de
Cylindrocladium sdao bem marcantes, em que manchas foliares de dimensbes
variaveis e diferentes tonalidades de marrom foram observadas em campo (FIGURA
1.7). Segundo Alfenas et al. (2009), as lesdes iniciam-se na base, no apice ou nas
margens das folhas e com o progresso da doencga, essas lesbes tomam grandes

proporcoes do limbo foliar, ocasionando intensas desfolhas no primeiro ano de plantio.

FIGURA 1.7 — INCIDI"E’NCIA DA CLB EM TESTE DE PROGENIES DE Eucalyptus benthamii NOS
MUNICIPIOS DE MAFRA E PORTO UNIAO, NO ESTADO DE SANTA CATARINA, E
SAO MATEUS DO SUL, NO ESTADO DO PARANA, BRASIL

FONTE: A autora (2018).

Com o isolamento direto, foi possivel detectar os sinais do patdégeno por meio
da formacao de estruturas do fungo encontradas externamente no tecido foliar doente.
Calonectria é caracterizado por apresentar esporulagao branca brilhante; conidiéforos
penicilados, de onde se origina uma estrutura denominada estipe, com vesicula
terminal de formato caracteristico de cada espécie; e conidios cilindricos uni ou
multiseptados (CROUS; WINGFIELD, 1994).
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3.1.1 Analises filogenéticas

As arvores filogenéticas individuais e combinadas foram geradas pelo método
de Inferéncia Bayesiana com um alinhamento de 1.058 pares de base (pb). O modelo
HKY+G foi selecionado e incorporado na analise bayesiana. O teste de
homogeneidade de particdo revelou que as arvores nao diferem significativamente
entre si e podem ser combinadas (P = 0,01). A arvore consenso mostrou que os
isolados sequenciados neste estudo foram identificados nas duas espécies citadas:
Calonectria metrosideri e Calonectria spathulata. Os ramos foram suportados com alto
valor de probabilidade posterior para Ca. metrosideri de 0,99 e Ca. spathulata com
0,96 (FIGURA 1.8). Os isolados foram comparados com espécimes de Calonectria
spp. disponiveis no Genbank (TABELA 1.3).

FIGURA 1.8 - ARVORE FILOGENAETICA PARA Calonectria metrosideri E Calonectria spathulata
OBTIDA POR INFERENCIA BAYESIANA DE DADOS COMBINADOS DAS REGIOES
TUB E CAL. ISOLADOS EM NEGRITO FORAM SEQUENCIADOS NESTE ESTUDO.

Calonectria scoparia CPC1675
Calonectria scoparia CPC1679
Calonectria eucalypticola CBS134848
Calonectria eucalypticola CBS134847
Calonectria pseudoscoparia CMW15218
Calonectria pseudoscoparia CMW15216
Calonectria pseudoscoparia CMW15215
Calonectria polizziiCMW10151
Calonectria pauciramosa CMW5683
Calonectria pauciramosa CPC416
Calonectria polizziiCMW7804
Calonectria zuluensis CMW9896
Calonectria zuluensis CMW9188

| Calonectria sulawesiensis CMW14879
0.99 Galonectria sulawesiensis CMW14859
. Calonectria sulawesiensis CMW14857
Calonectria brasiliensis CBS114257
Calonectria brasiliensis CBS23051
Calonectria morganii CBS110666
Calonectria variabilis CBS112691
Calonectria eucothoes CBS109166

|j Calonectria chinensis CBS112744

Calonectria colombiensis CBS112220

0.04

FONTE: A autora (2018).
NOTA: Valores de probabilidade posterior sdo mostrados a esquerda nos ramos. A arvore foi
enraizada em Calonectria chinensis (CBS 112744) e Calonectria colombiensis (CBS 112220).
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TABELA 1.3 — ISOLADOS DE Calonectria spp., ORIGEM, HOSPEDEIRO E NUMEROS DE ACESSO
GENBANK PARA SEQUENCIAS DE DNA UTILIZADAS. ISOLADOS EM NEGRITO
FORAM SEQUENCIADOS NESTE ESTUDO.

N° de acesso no GenBank

Espécies N°isolado  Origem Hospedeiro TUB CAL
Metrosideros
Ca. metrosideri CBS 133604 Brasil polymorpha KC294314 KC294305
CIs41 Brasil E. benthamii MK279422 MK279410
CIS49 Brasil E. benthamii MK279423 MK279411
CIS24 Brasil E. benthamii MK279419 MK279407
ClIs21 Brasil E. benthamii MK279418 MK279406
CIS30 Brasil E. benthamii MK279420 MK279408
CTCAM Brasil E. benthamii MK279424 MK279412
CTCMC Brasil E. benthamii MK279425 MK279413
CTCMe Brasil E. benthamii MK279426 MK279414
CTCMe2 Brasil E. benthamii MK279427 MK279415
Ca. scoparia CPC 1675  Brasil Eucalyptus sp. FJ972426 GQ267367
CPC 1679 Brasil Eucalyptus sp. - GQ267368
KM395965 KM396052
CBS 134847 Brasil Eucalyptus sp. KM395964 KM396051
Ca.
pseudoscoparia CMW 15218 Equador E. grandis GQ267229 GQ267441
CMW 15216 Argentina E. grandis GQ267228 GQ267440
CMW 15215 Argentina E. grandis GQ267227 GQ267439
Ca. polizzii CMW 10151 Italia A. unedo GQ267462 FJ972418
Callistemon
CMW 7804 Italia citrinus FJ972417 GQ267461
Ca. pauciramosa CMW 5683  Africa do Sul  E. grandis - GQ267405
CPC 416 - E. grandis - GQ267404
Ca. zuluensis CMW 9896  Africado Sul  Eucalyptus sp. FJ972415 GQ267460
CMW 9188  Africado Sul  E. grandis FJ972414 GQ267459
Araucaria
Ca. spathulata CBS 112689 Brasil angustifolia - GQ267426
CBS 55592  Brasil E. viminalis GQ267215 GQ267427
CIS09 Brasil E. benthamii MK279417 MK279405
CIS35 Brasil E. benthamii MK279421 MK279409
CIS03 Brasil E. benthamii MK279416 MK279404
Ca. sulawesiensis CMW 14879 Indonésia Eucalyptus sp. GQ267222 GQ267434
CMW 14859 Indonésia Eucalyptus sp. GQ267221 GQ267433
CMW 14857 Indonésia Eucalyptus sp. GQ267223 GQ267435
C. brasiliensis CBS 114257 Brasil Eucalyptus sp. GQ267242 GQ267422
CBS 23051 Brasil Eucalyptus sp. GQ267241 GQ267421
Ca. morganii CBS 110666 USA Rosa sp. FJ918509 GQ267423
Theobroma
Ca. variabilis CBS 112691 Brasil grandiflorum GQ267240 GQ267458
Ca. leucothoes CBS 109166 USA Leucothoe axillaris FJ918508 GQ267392
Ca. chinensis CBS 112744 China Solo AY725618 AY725746
Ca. colombiensis ~ CBS 112220 Colémbia Solo GQ267207 AY725748
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3.1.2 Caracterizagdo morfologica

As observagdes morfolégicas foram realizadas apenas em Ca. metrosideri
(FIGURA 1.9).

FIGURA 1.9 — CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Calonectria metrosideri OBTIDAS
NESTE ESTUDO

o L0 LY
FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: Conidioforos solitarios com apenas uma extensao da estipe (A-C), aparato conidiogénico
com ramificagdes (D-E), conidios monosseptados (F), vesicula (G-J). Escala a= 20
um (também aplicado a B-F), g= 10 ym (também aplicado a H-J)

Calonectria metrosideri (FIGURA 1.9)

Macroconidiéforos consistindo em: ramos férteis em arranjo penicilado; uma
estipe septada, hialina, lisa, com 146,5 - 208 x 3 - 4 ym; uma extensao da estipe
septada, ereta para flexuosa, 123,5 - 179 ym de comprimento 2 - 3,5 uym de largura
no septo apical, terminando em uma vesicula elipsoidal para obpiriforme, 5 - 7,5 ym
de diametro. O aparelho conidiogénico com 30,5 - 78 um de largura por 29,5 - 80 um
de comprimento, composto por 2 (-3) ramos férteis, asseptados; o primeiro com 14 -

24,5 x4 - 5,5 ym; segundo ramo com 10,5 - 16 x 3 - 4,5 ym; ramo adicional (-3) com
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8,5-10,5x 3 -4 ym, cada um produzindo 2 - 4 fidlides, hialinas, asseptadas, medindo
9,5 -12 x 3 - 4 ym, doliforme para reniforme. Conidios monosseptados, hialinos,
eretos, (42-) 45 — 49 (-50,5) x 3,5 - 4 ym (média de 47 x 4 ym) com ambas as pontas
arredondadas (FIGURA 1.9). Sem fase sexual visualizada. Esta caracterizagéo

morfolégica esta em concordancia com a descrita por Alfenas et al. (2013).

3.1.3 Patogenicidade

Os isolados de Ca. metrosideri e Ca. spathulata, testados nas mudas dos dois
clones de E. benthamii, induziram sintomas tipicos da doenga nas plantas inoculadas,
com manchas foliares pequenas amarronzadas que progrediram para lesdes
necroticas (FIGURAS 1.10, 1.11), comprovando a sua patogenicidade. Os fungos
foram reisolados de plantas inoculadas e as colénias obtidas mostraram o mesmo
padrao observado antes da inoculagédo, cumprindo, dessa forma, todas as etapas do

postulado de Koch.

FIGURA 1.10 — SINTOMAS DA MANCHA FOLIAR RESULTANTES DA INOCULACAO COM DISCOS
DE MEIO DE CULTURA COM MICELIO DE Calonectria metrosideri E Calonectria
spathulata EM MUDAS DE Eucalyptus benthamii AVALIADOS AOS 10 DIAS APOS
A INOCULACAO

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: Sintomas de Calonectria metrosideri (A) e de Calonectria spathulata (B).
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FIGURA 1.11 — SINTOMAS DA MANCHA FOLIAR RESULTANTES DA INOCULACAO POR
ASPERSAO DE ESPOROS DE Calonectria metrosideri E Calonectria spathulata EM
MUDAS DE Eucalyptus benthamii AVALIADOS AOS 10 DIAS APOS A
INOCULACAO

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: Sintomas de Calonectria metrosideri (A) e de Calonectria spathulata (B).

Conforme os resultados da ANOVA, ndo houve efeito significativo dos clones e
nem da interagao clones x fungos, apenas dos fungos. Calonectria metrosideri e Ca.
spathulata diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey com p < 0,05
(TABELA 1.4). O comprimento médio e a porcentagem de lesdo foram maiores para
Ca. spathulata, o que demonstrou agressividade superior a Ca. metrosideri e que pode
ser observada nas Figuras 1.10 e 1.11. As testemunhas utilizadas n&do exibiram

sintomas de mancha foliar.

TABELA 1.4 — SEVERIDADE MEDIA DA CLB CAUSADA POR Calonectria metrosideri E Cajonectria
spathulata EM MUDAS DE Eucalyptus benthamii AVALIADA POR DOIS METODOS
DE INOCULACAO ARTIFICIAL, AOS 10 DIAS APOS A INOCULACAO

Severidade da doenga

Tratamento Método de inoculagdo com disco de Método de inoculagao por
micélio aspersao
Tamanho da lesdo (mm) Porcentagem de leséo* (%)
Calonectria metrosideri 7,59 b 1,23 b
Calonectria spathulata 11,49 a 2,65a
Testemunha 0,00 c 0,00 c

NOTA: Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 95% de
probabilidade. *De acordo com a escala de Alfenas e Ferreira (2007) para determinar a porcentagem
de lesao.



69

Observou-se que no décimo dia, a proporgao dos sintomas foi mais significativa
para o método de inoculagdo com disco de micélio do que pelo método de aspersao
de esporos. A realizagao de ferimentos na planta utilizados no método de inoculagéao
com discos de micélio, facilitou a penetragéao do fungo e, consequentemente, acelerou
0 surgimento dos sintomas ao comparar com os sintomas surgidos nas plantas pelo
método de inoculagao por aspersao, no qual a superficie foliar permaneceu intacta.

Com base nos diferentes valores de severidade observados pela inoculacéo
artificial, constatou-se que existe variabilidade na agressividade de Ca. metrosideri e
Ca. spathulata em clones de E. benthamii. Segundo Pataky e Carson (2010),
populagdes de patdgenos variam geneticamente tanto para suas habilidades em
infectar hospedeiros com genes de resisténcia especificos (viruléncia) como para o
grau de dano que eles causam (agressividade).

A diferenca na agressividade de isolados pode ser constatada em estudos
como de Oliveira et al. (2015), em que isolados de Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst.
exibiram diferentes niveis de agressividade, variando de acordo com o clone de
eucalipto empregado. Na presente pesquisa, ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os dois clones, no entanto, Alfenas et al. (2013) observaram
diferengas na resisténcia a infecgcao por Ca. metrosideri em Metrosideros tremuloides
e M. polymorpha. O conhecimento da variabilidade patogénica entre diferentes
isolados de espécies do género Calonectria € fundamental para o conhecimento da
resisténcia, visando a selecdo de plantas resistentes ao patdogeno a partir de

inoculagdes sob condigdes controladas.

3.2 AVALIACAO DA RESISTENCIA A MANCHA FOLIAR EM Eucalyptus benthamii

Nos trés anos subsequentes de avaliagao, os sintomas da mancha atingiram
todas as arvores nos trés locais avaliados. Desta forma, o nivel de severidade da
doencga, caracteristica escolhida para as analises do presente estudo, € visto como
uma boa medida da resposta da arvore para a resisténcia a doenca, pois foi possivel
separar os diferentes graus de severidade da doenga em campo nas progénies
avaliadas.

Nas avaliagdes realizadas, de modo geral, notou-se a presenga de manchas
foliares, desfolha intensa, sem desrama. Inicialmente, verificou-se a desfolha nos

ramos mais baixos, quando a arvore ainda estava com poucas manchas. Com o
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passar do tempo, as manchas coalesceram e os ramos permaneciam junto ao tronco,
sendo observado, na maioria das vezes, a progressdo da doenca e o aumento do
numero de plantas na classe 4 de severidade (desfolha até 2/3 da copa).

A quantidade de danos causados as folhas pela CLB foi elevada, com média
de pouco mais de 33% (severidade 2,0) da copa arborea afetada pela mancha aos 16
meses de idade e mais de 50% (severidade 3,0) da copa afetada aos 27 meses de
idade em todos os locais avaliados (TABELA 1.5). Porém, o nivel individual de dano
nas arvores foi bastante variavel, com a folhagem de algumas &rvores quase
completamente danificadas e desfolha intensa, enquanto outras estavam
praticamente intactas, com poucas manchas na parte basal. Essa maior variagao foi

observada aos 16 meses de idade em todos os locais .

TABELA 1.5 - SEVERIDADE MEDIA DA CLB CAUSADA POR Calonectria metrosideri E Calonectria
spathulata EM PROGENIES E TESTEMUNHAS DE Eucalyptus benthamii E A
AMPLITUDE DE VARIAGAO NOS VALORES, NOS MUNICIPIOS DE MAFRA E
PORTO UNIAO, NO ESTADO DE SANTA CATARINA, E SAO MATEUS DO SUL, NO
ESTADO DO PARANA, BRASIL, AOS 10, 16 E 27 MESES DE IDADE

Severidade média

Tratamentos Sao Mateus do Sul Mafra Porto Unido
16 27 10 16 27 16 27
meses meses meses meses meses meses meses
Progénies* 2,12 3,66 3,77 2,28 3,13 2,42 3,37
Testemunhas Clonais 1,98 3,29 3,91 2,19 2,82 2,32 3,05
Testemunhas Progénies 2,17 3,7 3,78 2,34 3,23 2,53 3,36
Variacao da severidade média
Progénies 1,0-4,0 2,7-4,0 | 20-40 10-40 20-40(1,0-40 1,7-40

FONTE: A autora (2018).

NOTA: *Médias da populacéo formada com as 85 progénies de E. benthamii.

LEGENDA: Escala de notas: 0 (plantas sadias), 1 (auséncia de desfolha e presenca de manchas
foliares nos galhos inferiores), 2 (desfolha até 1/3 da arvore — 33%), 3 (desfolha até 1/2 da
arvore — 50%), 4 (desfolha até 2/3 da arvore — 66%).

O aumento da severidade média da doenca foi reflexo da desfolha intensa das
arvores ocasionada pela progressao da mancha. Tal fato estd em concordéncia com
Balmelli et al. (2014), os quais verificaram que a relacéo entre a severidade da mancha
foliar e desfolha causada por Mycosphaerella sp. foi alta, o que pode ser explicado
pela desfolha ser um sintoma secundario de manchas foliares. No entanto, deve-se
salientar que, com a mudanca da fenologia das arvores ao longo do tempo, apos a
desfolha do eucalipto, surgem folhas adultas que apresentam maior resisténcia ao

patdogeno (ALFENAS et a., 2009) e, segundo Ferreira (1989), os ramos com folhas
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tendem a ficar mais distantes da fonte original de in6culo de Calonectria, que € o solo.
O progresso na severidade da doenga pode ser observado, também, no trabalho de
Schultz et al. (2015) que, ao estudarem a severidade da mancha foliar de C.
candelabrum em plantios de E. benthamii em diferentes idades, verificaram
severidade de 1,2 a 2,9, ou seja, até 50% da copa, numa escala de 0 a 4.

Por meio dos valores meédios da severidade, pode-se detectar o potencial de
resisténcia a mancha foliar nas respectivas progénies avaliadas nos diferentes locais.
A severidade média da mancha foliar constatada para todas as progénies de E.
benthamii foi semelhante as severidades médias das testemunhas nas avaliagdes
realizadas dos trés locais (TABELA 1.5). O fato demonstra o potencial das progénies
em relacao a resisténcia a mancha foliar e corrobora com a ideia de que a partir da
observacgéo da amplitude da severidade para as 85 progénies, aquelas que obtiveram
desempenho superior as testemunhas sdo as que podem apresentar potencial para
exploragao da sua resisténcia em um programa de melhoramento.

Na Tabela 1.6 esta apresentada a posicdo relativa das testemunhas na
classificagao baseada na severidade média de mancha foliar, em cada avaliag&o, nos
trés locais. A severidade média obtida para cada familia no teste de progénies esta
nos Apéndices 1, 2 e 3. Ao analisar a posigao relativa, varias progénies testadas

obtiveram severidade média da doenga menor que as testemunhas.

TABELA 1.6 — POSICAO RELATIVA DAS TESTEMUNHAS DE Eucalyptus benthamii, EM RELAGAO
A CLASSIFICAGAO BASEADA NA SEVERIDADE MEDIA DA CLB, NOS MUNICIPIOS
DE MAFRA E PORTO UNIAO, NO ESTADO DE SANTA CATARINA, E SAO MATEUS
DO SUL, NO ESTADO DO PARANA, BRASIL, AOS 10, 16 E 27 MESES DE IDADE

Posicao Relativa na Classificagao

Sao Mateus do Sul Mafra Porto Unido
Tratamentos
16 meses 27 meses |10 meses 16 meses 27 meses| 16 meses 27 meses
C1 1 2 79 14 3 10 17
Cc2 37 6 83 44 16 64 8
C3 2 1 56 45 15 21 2
T1 76 55 55 41 31 34 13
T2 66 73 30 76 85 83 77
T3 64 37 52 62 46 63 54

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: C1: Testemunha clonal 1; C2: Testemunha clonal 2; C3: Testemunha clonal 3; T1:
Testemunha progénie 1; T2: Testemunha progénie 2; T3: Testemunha progénie 3.

Pode ser observado nos Apéndices 1, 2 e 3 que, em Mafra, as progénies 61,

63, 93 e 1292 se mantiveram entre as 10 primeiras posigdes na classificagdo nas
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avaliacdes aos 16 e 27 meses de idade, e a progénie 433 se manteve entre as 10
primeiras posi¢coes nas avaliagdes aos 10 e 27 meses. Em Porto Unido, as progénies
283 e 613 ficaram nas primeiras posi¢des nas duas avaliagdes. Em Sao Mateus do
Sul, duas testemunhas clonais apresentaram menor grau de severidade da CLB nas
avaliagcdes de campo realizadas. Todas as progénies com desempenho superior as
testemunhas apresentam potencial para serem analisadas, buscando disponibilizar
material genético de E. benthamii com maior resisténcia a mancha foliar.

A morte de plantas em virtude da CLB n&o tem sido observada. No entanto,
doencas foliares como essa provocam sérios danos por reduzir a area fotossintética
da planta, além de causar intensas desfolhas, e, consequentemente, diminuir a
produtividade. Milgate et al. (2005) constataram que o dano de M. nubilosa, patégeno
foliar, teve efeito deletério sobre o crescimento das arvores de E. globulus, tanto ao
nivel fenotipico como genético. Dois mecanismos podem ser sugeridos para evitar os
efeitos deletérios da doenca: um pela resisténcia da folhagem juvenil per se e o outro
pela mudanga ontogenética para a folhagem adulta resistente.

O plantio de clones, progénies, procedéncias ou espécies resistentes constitui
a melhor estratégia de controle para a doenca (ALFENAS et al., 2009). Para isso,
deve-se considerar a selegao especifica de gendtipos resistentes para a regiao de
plantio, em virtude de caracteristicas edafoclimaticas e outras condigdes que afetam
a interagdo gendtipo x ambiente. Como medida a curto prazo, a selegéo fenotipica
pode ser a melhor opgao para fases iniciais de um programa de melhoramento.
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4 CONCLUSOES

Os sintomas da doenca foram verificados em todas as arvores e resultaram em
mais de 50% de desfolha da copa em arvores com mais de dois anos de idade.

Caracteres morfologicos e analises filogenéticas indicaram as espécies
Calonectria metrosideri e Calonectria spathulata como os agentes causais da mancha
foliar em Eucalyptus benthamii.

Este é o primeiro relato de ambas as espécies em arvores de Eucalyptus
benthamii e o primeiro relato de Calonectria metrosideri em plantios do género
Eucalyptus em nivel mundial.

Constatou-se no teste de patogenicidade que Calonectria spathulata foi mais
agressivo do que Calonectria metrosideri.

As progénies de Eucalyptus benthamii apresentam potencial para exploragao
da sua variabilidade, buscando disponibilizar material genético com maior resisténcia

a mancha foliar.
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CAPIiTULO Il

RESISTENCIA GENETICA A MANCHA FOLIAR DE Calonectria metrosideri E
Calonectria spathulata EM PROGENIES DE Eucalyptus benthamii NO SUL DO
BRASIL

RESUMO

Os objetivos deste capitulo foram estudar o controle genético quantitativo da
resisténcia a mancha foliar ocasionada por Calonectria metrosideri e Calonectria
spathulata, e investigar as diferengas de estimativas da herdabilidade considerando o
sistema reprodutivo misto e o sistema reprodutivo predominantemente alégamo em
um teste de progénies de polinizagao aberta de Eucalyptus benthamii replicado em
trés municipios nos estados de Santa Catarina e Parana, Brasil. O experimento,
constituido de 85 progénies e seis testemunhas com sintomas de mancha foliar, foi
avaliado nos diferentes locais quanto a severidade da doencga aos 10, 16 e 27 meses
de idade. Foi utilizada escala de avaliagdo que variou de zero (sem a doencga) a quatro
(desfolha até 2/3 da arvore). Os dados foram analisados no software R com uso do
pacote ASReml. As estimativas de herdabilidade média de progénies (h7,,) variaram
de 0,14 a 0,64 nas analises individuais; e na analise conjunta foi de 0,39, o que sugere
elevados ganhos genéticos para selegcao nos locais. Ocorreram superestimativas de
mais de 100% para os ganhos genéticos de selecao ao considerar E. benthamii como
espécie alégama quando, de fato, possui sistema reprodutivo misto. A avaliagao
conjunta revelou correlagdo genética das progénies de 0,62; valor abaixo do
recomendado para a formacédo de uma unica zona de melhoramento para os trés
locais, indicando que a selecdo de materiais resistentes a mancha devera ser
realizada para cada local. Os testes de progénies instalados nos diferentes locais
exibiram moderada variabilidade nas analises individuais, com potencial para se
tornar uma populacédo base de melhoramento. A avaliagao realizada aos 27 meses &
a mais indicada para ser usada no processo de selegcao, com base nas médias BLUP
das progénies, uma vez que, nessa avaliagao, foi verificado melhor controle genético
dessa variavel.

Palavras-chave: Herdabilidade, REML, variabilidade genética, selecdo genética,
sistema reprodutivo misto.
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CHAPTER I

GENETIC RESISTANCE TO LEAF SPOTS FROM Calonectria metrosideri AND
Calonectria spathulata IN Eucalyptus benthamii PROGENIES IN SOUTHERN
BRAZIL

ABSTRACT

The objectives of this chapter were to study the quantitative genetic control of
resistance to leaf spots caused by Calonectria metrosideri and Calonectria spathulata
and investigate differences in estimates of heritability considering both a mixed
reproductive system and the more commonly used allogamous reproductive system.
The study consisted of open pollinated Eucalyptus benthamii progenies established in
three municipalities in the states of Santa Catarina and Parana, Brazil. The experiment
included 85 progenies and six controls with leaf spot symptoms that were evaluated at
each study site for disease severity at 10, 16, and 27 months of age. The evaluation
scale ranged from zero (without the disease) to four (defoliation of up to 2/3 of the tree).
The data were analyzed using the ASReml package in the R software. Estimates of
mean heritability of progenies (hz,,) ranged from 0.14 to 0.64 in the individual analyses
and in the joint analysis the heritability was 0.39, suggesting high genetic gains for
selection at each site. Overestimates of genetic selection gains of more than 100%
have occurred when E. benthamii is considered as an allogamous species; however,
the species has a mixed reproductive system. The joint evaluation revealed a genetic
correlation in progenies of 0.62, a value below that recommended for the formation of
a single improvement zone that includes the three sites. Therefore, the selection of
leaf spot resistant genetic materials should be performed for each site. Progeny tests
at the study sites exhibited moderate variability in the individual analyses, with the
potential to provide the basis for a breeding population. Based on the BLUP averages
of the progenies, assessment at 27 months of age is the most appropriate for the
selection process since this stage showed a better genetic control of leaf spot
resistance.

Keywords: Heritability; REML; genetic variability; Calonectria metrosideri; Calonectria
spathulata
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1 INTRODUGAO

Até a década de 1970, o género Eucalyptus era considerado essencialmente
livre de doencgas (MIRANDA et al., 2013). Fatores como a expansao das plantagdes
em regides de clima quente e umido; o plantio monoclonal de gendtipos mais
produtivos sem o prévio conhecimento de sua resisténcia ao ataque de patdgenos e
0s ciclos sucessivos da cultura numa mesma area de plantio, favoreceram a
ocorréncia de varias doencgas na eucaliptocultura (ALFENAS et al., 2009).

A mancha foliar em Eucalyptus, incitada pelos fungos do género Calonectria
(anamorfo Cylindrocladium), € uma das principais doengas do eucalipto que ocasiona
lesdes nas folhas do hospedeiro. Com o progresso da doenga, a mesma pode induzir
acentuada desfolha nos tercos basais, medianos e apicais das copas das arvores, a
partir do primeiro ano de plantio. Estes fungos sobrevivem como esclerdédios em
tecidos de plantas infectadas e se dissemina no campo por meio de respingos de
chuva com solo contendo indculo, para folhas e ramos do tergo inferior da copa das
arvores (FERREIRA, 1989; ALFENAS et al., 2009).

Apesar da recuperagcdo natural das plantas infectadas em periodos
subsequentes desfavoraveis a infecgdo, a atividade destes fungos pode ser altamente
significativa, pois o alto indice de redugdo da area fotossintética podera diminuir
consideravelmente o incremento volumétrico das plantas afetadas (ALFENAS et al.,
2009). Estima-se que em Fujian, na China, as perdas econémicas anuais devidas ao
género Calonectria sejam superiores a 7,8 milhdes de ddlares (ZHU et al., 2011).

Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage € uma das principais espécies do
género Eucalyptus que sao indicadas para areas de ocorréncia de geadas severas.
Resultados de alguns testes e plantios pilotos com E. benthamii na regiao sul do Brasil
indicam que a ocorréncia de geadas nao afeta o desenvolvimento das plantas, como
também n&o reduz a taxa de sobrevivéncia nos plantios com a espécie (EMBRAPA,
1988), desde que o plantio seja realizado na época adequada. De acordo com Lima
(2007), o E. benthamii tem se mostrado uma espécie potencial para uso energético
na regiao Sul do Brasil.

Apesar de ser uma espécie naturalmente resistente a geadas severas, Schultz
et al. (2015) constataram sua suscetibilidade a mancha foliar causada por Calonectria
candelabra (= Cylindrocladium candelabrum) tanto em mudas em viveiros quanto em

plantios jovens. A ampla variabilidade inter e intraespecifica da resisténcia a mancha-
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de-calonectria (CLB), observada em plantulas de mudas e clones de eucalipto,
permite a selecdo de genotipos resistentes para reduzir as perdas causadas pela
doencga (ALFENAS et al., 2009; FONSECA et al., 2010). Estudos como o de Rezende
(2018), investigaram a resisténcia genética a esse patégeno para Eucalyptus grandis,
mas nada se sabe sobre a variagdo quantitativa e herdabilidade da resisténcia a
mancha foliar em E. benthamii, uma das espécies mais recomendadas do género na
regidao Sul do Brasil.

Uma selecao mais eficaz pode ser realizada quando se considera nao apenas
os valores fenotipicos dos individuos, mas, também, as médias de suas progénies e,
ou, de seus irmaos. Fazer o melhor uso de tais informagbes combinadas requer
conhecimento de parametros genéticos, especialmente variagdo genética,
herdabilidade, e por extensao, a interagdo gendtipo x ambiente. A variagdo genética
para suscetibilidade a varias doencas foi demonstrada em trabalhos como os de
Milgate et al. (2005), Xavier et al. (2007), Miranda et al. (2013), Balmelli et al. (2014),
Rezende (2018) e pode ser explorada em programas de melhoramento genético.

Estudos de genética quantitativa sobre muitas espécies foram realizados
assumindo que as mesmas possuem sistema reprodutivo predominantemente
autégamo, cuja taxa de cruzamento (f) varia de 0,00 a 0,05 ou predominantemente
alégamo, com 0,95 <t < 1,00 (FUCHS et al., 2015). Embora a maioria das espécies
florestais de importéncia econdmica sejam predominantemente aldgamas, espécies
de relevancia como o eucalipto apresentam sistema reprodutivo misto, conforme
constatado por Eldridge et al. (1993) para 12 espécies do género.

Como consequéncia do sistema reprodutivo misto, progénies de polinizagcéo
aberta podem ser compostas por misturas de individuos com diferentes graus de
parentescos como, irmaos de autofecundacgao, irmaos-completos, meios-irmaos e
irmaos de autofecundacgao e cruzamento (SQUILLACE, 1974; RITLAND, 1989), o que
leva, por exemplo, a taxas de cruzamento entre 0,45 e 0,96, constatadas por Eldridge
et al. (1993). A suposicdo de que o sistema reprodutivo de eucalipto é
predominantemente alégamo é, portanto, inapropriado (TAMBARUSSI et al., 2018).

Apesar desse aspecto ter sido ignorado por longo tempo, e continua sendo em
alguns casos, tem-se verificado que ao assumir sistemas reprodutivos
predominantemente aldgamos ou autégamos, quando de fato, as espécies sdo de
sistema reprodutivo misto, ocorrerdo erros na predicao dos valores genéticos, tais

como superestimativas da herdabilidade, variancias genéticas e, consequentemente,
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influenciardo na selecdo de gendtipos superiores (VENCOVSKY et al.,, 2001;
SEBBENN, 2006; TAMBARUSSI et al., 2018), tudo isso em fungdo dos diferentes
graus de endogamia dentro de uma populagao.

A suposicdo de que a variancia genética das progénies (o;;) é igual a 1/4 da
variancia genética aditiva para o caso dos testes de progénies de polinizagdo aberta
de eucalipto € uma simplificagdo enganosa (TAMBARUSSI et al., 2018). De acordo
com Squillace (1974), essa suposigao € valida para familias verdadeiramente de
meios-irmaos, caso contrario, € provavel que o coeficiente de parentesco (p) seja
menor que 1/4. O coeficiente de parentesco € uma medida da proporcao de genes
que dois individuos herdaram diretamente de um ancestral comum (WRIGHT, 1922)
e pode ser utilizado para estimar apropriadamente a variancia aditiva no calculo da
herdabilidade no sentido restrito. O uso de marcadores moleculares para fornecer
informacgdes sobre os sistemas de reproducao de arvores florestais esta tornando-se
mais prevalente, contribuindo para o fornecimento de melhores estimativas para o
caso do sistema reprodutivo misto.

Este capitulo teve como objetivos estudar o controle genético quantitativo da
resisténcia a mancha foliar ocasionada por Calonectria metrosideri e Calonectria
spathulata em E. benthamii; e investigar as diferencas de estimativas da herdabilidade
considerando o sistema reprodutivo misto e o sistema reprodutivo predominantemente
albgamo, em um teste de progénies de polinizagdo aberta replicado em trés
municipios nos estados de Santa Catarina e Parana, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCALIZAGAO E CARACTERIZAGAO DAS AREAS EXPERIMENTAIS

Um teste de progénies de polinizagdo aberta de E. benthamii foi estabelecido
em 2015 e replicado nos municipios de Mafra e Porto Unido, em Santa Catarina, e em
Sao Mateus do Sul, no Estado do Parana, Brasil. O teste foi constituido por 85
progénies de polinizagao aberta e seis testemunhas (trés clones comerciais e trés bulk
de E. benthamii) (TABELA 2.1).

Foi utilizado o delineamento experimental de blocos casualizados, com quatro
blocos e cinco arvores por parcela, com espacamento de 2,5 x 2,5 m, totalizando 1.820
arvores em cada local de avaliagdo. Para reduzir o efeito de borda foram utilizadas

duas linhas de bordadura compostas por Eucalyptus dunnii.

TABELA 2.1 — PROGENIES E PROCEDENCIAS DE E. benthamii UTILIZADAS NAS AVALIAGOES
NOS MUNICIPIOS DE MAFRA E PORTO UNIAO, NO ESTADO DE SANTA
CATARINA, E SAO MATEUS DO SUL, NO ESTADO DO PARANA, BRASIL

Tratamento N° Familias Procedéncia Origem
Progénies 54 Candéi-PR Bents Basin — Australia
Progénies 28 Jaguariaiva-PR Kedumba Valley — Australia
Progénies 3 Bio Bio-Chile Kedumba Valley — Australia
Clone 3 Guarapuava-PR APS Candoéi — PR, Brasil
Bulk 1 Canddi-PR Bents Basin — Australia
Bulk 1 Campo Alegre-SC Oeste de Sidney - Australia
Bulk 1 Vargem Bonita-SC Oeste de Sidney - Australia

FONTE: GISELA P. ANDREJOW (2018).

Os trés locais envolvidos apresentam altitudes entre 755 a 805 m. De acordo
com a classificacdo de Koppen, os climas foram classificados como Cfb (clima
temperado com verao ameno). A precipitacdo média anual das areas experimentais é
de 2.350 mm e a temperatura média anual é de 18,5 °C. O solo da area experimental
em Mafra foi caracterizado como Argissolo Vermelho distréfico tipico; em Porto Unido
como Plintossolo Haplico distrofico tipico; e em S&o Mateus do Sul como Nitossolo
Vermelho distréfico tipico (TABELA 2.2).
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TABELA 2.2 — CARACTERISTICAS EDAFOCLIMATICAS DOS TRES LOCAIS DE ESTUDO

Local Lat.(S) Long.(W) Clima Alt. Temp. Precip. Solo
S&o Mateus do Sul/PR  26°03'28"  50°21'56" Cfb 785 18,56 2350,3 NVd1.2
Mafra/SC 26°08'35"  50°07'19" Cfb 805 18,5 2350,3 PVa2.1
Porto Unido/SC 26°18'10"  50°00'27" Cfb 755 18,5 2350,3 FXd1

FONTE: ANDREJOW (2018).

LEGENDA: Lat. — latitude; Long. — longitude; Alt. - altitude (m); Temp. - temperatura média anual (°C);
Precip. - precipitagdo média anual (mm).

2.2 METODOLOGIA DE AVALIACAO DA DOENGCA

As arvores foram avaliadas individualmente quanto a incidéncia da mancha
foliar e a severidade da doenca aos 10, 16 e 27 meses de idade. Aos 10 meses, a
avaliacao foi realizada apenas no teste instalado em Mafra, SC. Uma escala
diagramatica para quantificar a severidade da doencga foi utilizada segundo
metodologia descrita por Krugner et al. (1991) e adaptada por Schultz (2011). Notas
foram atribuidas a severidade da doenca de acordo com a seguinte escala: 0 =
auséncia da doenca; 1 = auséncia de desfolha e presenca de manchas foliares nos
galhos inferiores; 2 = desfolha até 1/3 da arvore; 3 = desfolha até 'z da arvore; 4 =

desfolha até 2/3 da arvore, conforme Figura 1.6 do capitulo anterior (ver pagina 61).

2.3 ANALISES ESTATISTICO-GENETICAS DOS DADOS

A analise genética da resisténcia a mancha foliar foi baseada na suposicao de
que a respectiva caracteristica de interesse tem heranca poligénica. Para favorecer e
cumprir o pressuposto estatistico da normalidade dos residuos nas analises dos
componentes de varidncia da selegao genotipica, foi utilizada a média das notas das
cinco plantas por parcela experimental, nos respectivos blocos, para cada local de
estudo.

Na realizacdo das analises estatisticas da selecdo genotipica, foi utilizada a
abordagem de modelos mistos, empregando-se o pacote ASReml (Gilmour et al.,
2009) no software R (R CORE TEAM, 2018). Os dados foram submetidos as analises

por meio da Maxima Verossimilhanca Restrita (REML) e pelo Melhor Preditor Genético
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Linear Nao-Viesado (BLUP) para a obtengcdo dos componentes de variancia e dos

valores genéticos.

2.3.1 Analises de variancia individual: por local e por periodo de avaliagao

As predicbdes dos valores genotipicos das progénies em cada avaliagao por
local (andlises individuais) foram obtidas pela analise dos dados de severidade de

acordo com o seguinte modelo representado na Equacgao (1):

yij = ,ll+tl'+ bj+el-j Eq. [1]

Em que:

- y;; € o valor observado do tratamento i no bloco j;

- u é a média geral;

- t; € o efeito do tratamento i, no qual é decomposto em m; que é o efeito fixo das testemunhas clonais
i(i=1a3)ep; que é o efeito aleatério das progénies i, sendo que p ~ N (0,07), g5 é a varidncia
genética entre as progénies;

- b; é o efeito fixo do bloco j (j= 1, 2, 3 e 4);

- ¢;; € o efeito aleatorio do erro ou residuo associado ao tratamento i no bloco j, sendo e ~ N (0, 62), 2

€ a variancia residual.

2.3.2 Analises de variancia conjunta para os locais: por periodo de avaliagao

Para a analise conjunta das avaliagbes aos 16 e 27 meses para todos os locais,

foi considerado o seguinte modelo representado na Equacao (2):

yijn = u+t + bjn + ln + tlin + el-jn Eq. [2]

Em que:

- Yijn € 0 valor observado do tratamento i no bloco j, dentro do local n;

- 1 é a média geral,

- t; € o efeito do tratamento i, no qual € decomposto em m; que é o efeito fixo das testemunhas clonais
i(i=1a3)e p; que é o efeito aleatério das progénies i, sendo que p ~ N (0,07), g, é a varidncia
genética entre as progénies;

- bj, € o efeito fixo do bloco j (j= 1, 2, 3 e 4) dentro do local n;

- L, é o efeito fixo do local n;
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- tl;, € a interagao das progénies i com os locais n;
- e;; € o efeito aleatdrio do erro ou residuo associado ao tratamento i no bloco j, no local n, sendo

e ~N (0,62), 62 é a variancia residual.
2.3.3 Analises de variéncia conjunta para os locais: todos os periodos de avaliagdes

Para a analise conjunta das sete avaliagdes do teste de progénies de E.
benthamii nos trés locais de estudo, foi considerado o seguinte modelo representado

na Equacao (3):
Yijkn = M +t + bjkn + ln + a, + tlin + ta;, + tlaikn + €ijkn Eq. [3]

Em que:

- Yijkn € O valor observado do tratamento i no bloco j, na avaliagéo k dentro do local n;

- u é a média geral;

- t; é o efeito do tratamento i, no qual € decomposto em m; que é o efeito fixo das testemunhas clonais
i(i=1a3)e p; que é o efeito aleatdrio das progénies i, sendo que p ~ N (0,07), g7 é a variancia
genética entre as progénies;

- bjxn, € 0 efeito fixo do bloco j (j= 1, 2, 3 e 4), na avaliagéo k dentro do local n;

- L, é o efeito fixo do local n;

- a;, é o efeito fixo da avaliagéo k;

- tl;, € o efeito aleatdrio da interagcéo progénies x local;

- ta;, é o efeito aleatério da interacao progénies x avaliagéo;

- tla,, € o efeito aleatério da interagao progénies x local x avaliagéo;

- e;; € o efeito aleatorio do erro ou residuo associado ao tratamento i no bloco j, na avaliagdo k, no local

n, sendo e ~ N (0,02), 62 é a variancia residual.
2.4 CORRECOES RELATIVAS AO SISTEMA MISTO DE REPRODUCAO

A variancia genética aditiva (62) é comumente estimada em programas de
melhoramento florestal por meio da seguinte expressdo dada na Equacdo (4),
correspondente as espécies perfeitamente aldgamas (coeficiente de endogamia igual

a zero e o coeficiente de parentesco igual a 1/8 ou 0,125 para meios-irméos perfeitos):

1
N O'C% = 40-5 - 0-5 = " o'g Eq. [4]
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A corregao da variancia genética aditiva (¢2) foi realizada ao assumir que as
progénies de polinizagao aberta podem ser compostas por misturas de individuos com
diferentes graus de parentescos segundo Squillace (1974), Namkoog (1979), e Ritland
(1989). Assim, a variancia genética aditiva (¢2) corrigida foi obtida pela seguinte

Equacéo (5):

Eq. [5]

N
S,

Onde p é o coeficiente de parentesco entre plantas dentro de progénies de

polinizagéo aberta, dado na Equagéo (6), estimado com base em Ritland (1989):
p=025(1+ F) x[45+ (2 + £37)(1 + &)] Eq. [6]

Em que:

- E, € o coeficiente de endogamia dos pais;

- § é a taxa de autofecundacao;

- t é a taxa de cruzamento;

- 1; € a correlagéo de autofecundacao;

- 7, € a correlagéo de paternidade (RITLAND, 1989).

Todos os parametros foram inferidos por meio do estudo de populacdes
remanescentes de polinizagdo aberta de E. benthamii (BUTCHER; SKINNER;
GARDINER, 2005). Nesse estudo, a taxa de cruzamento entre populagdes (t) variou
de 0,45 a 0,70 com média de 0,62. A correlagéo de autofecundacéo (7;) variou de 0,13
a 0,37 com meédia de 0,23. As estimativas da correlagéo de paternidade (7,) variaram
de 0,28 a 0,47 apresentando média de 0,33. A partir do valor da taxa de cruzamento
(t), é possivel obter a taxa de autofecundagado (8), na qual, resultou em 0,38.
Assumiu-se que o coeficiente de endogamia dos pais (F;, ) foi igual a zero. Desta
maneira, com base nos dados da literatura, assumiu-se que o coeficiente de
parentesco entre plantas dentro das progénies de polinizagao aberta de E. benthamii

do presente trabalho foi igual a 0,53 ou a proporgao de 1/1,9.
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2.5 ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS E COMPONENTES DE
VARIANCIA

Os componentes de variancia estimados foram: o= variancia genética entre
as progénies; o2= variancia genética aditiva; ¢Z= variancia residual (ambiental + ndo
aditiva); g7, = varidncia da interagdo gendtipo x ambiente; g, = variancia da
interagdo genaotipo x avaliagéo; O-;xexa = variancia da interagdo genotipo x ambiente
x avaliacao; af2= variancia fenotipica; h2 = herdabilidade individual no sentido restrito,
ou seja, dos efeitos aditivos; h3,,, = herdabilidade da média das progénies; c5y, =
coeficiente de determinagao dos efeitos da interacdo gendtipo x ambiente; Cﬁxa =
coeficiente de determinagéo dos efeitos da interagdo gendtipo x avaliagao; Cﬁxexa =
coeficiente de determinacao dos efeitos da interagao gendétipo x ambiente x avaliacéao;
Tg10c = COrrelagao genética entre o desempenho nos varios ambientes; 1., = acuracia
da selecdo de progénies; CV, (%) = coeficiente de variagdo genética aditiva
individual; CV,,(%) = coeficiente de variagédo genotipica entre progénies; CV,(%) =
coeficiente de variacao residual.

A partir da obtengcdo dos componentes de variancia e da corre¢ao da variancia
genética aditiva, as herdabilidades foram estimadas para a caracteristica de
severidade da mancha foliar ao nivel individual (neste trabalho, foram utilizadas as
médias das progénies nas parcelas) dentro de um local (h2), dada na Equagéo (7), e
de todos os locais (hZ,) juntos, dada na Equac&o (8), sendo estimadas para sistema
de reprodugdo misto e meios-irmaos, de acordo com as seguintes expressoes,
adaptado de Namkoong (1979):

2

2 _ _0%a
a — a§+a§ EQ- [7]

2 &
hGas = Eq. [8]

2, 2 2 2 2
0pt0gxetTgxatOgxexatoe

O coeficiente de herdabilidade da média das progénies dentro de um local

(hip) € de todos os locais juntos (h7,,s) foi calculado, respectivamente, pelas

Equacgdes (9) e (10):
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o
hmp = — 12 Eq. [9]
O'p+7
2 %
hinps = —7 Eq. [10]
O'p+—s +E

Em que:
- s & o numero de locais avaliados;

- b é o o numero de blocos.

As estimativas de herdabilidade obtidas foram classificadas de acordo com o
que recomenda Resende (2015) (TABELA 2.3).

TABELA 2.3 — CLASSIFICAGAO DOS VALORES DE HERDABILIDADE

Valor da herdabilidade Classificacao
h> 0,50 Alta
0,15<h=<0,50 Moderada
h<0,15 Baixa

FONTE: RESENDE (2015).

Os coeficientes de determinacado foram estimados conforme descricdo de

Resende (2007), como mostrado nas Equagdes (11), (12) e (13) a seguir:

2
2 Igxe
Cogxe = 2. 2 2 2 2 Eq. [11]
9 OF+05 e+ Taxa+t0axexat 0l
2
2 9gxa
Cgxa = 2. =2 2 2 2 Eq. [12]
9 O3 +05xe+Toxa+tToxexat 0l
2 _ stexa
Cgxexa = Eq. [13]

2, 2 2 2 2
0p+0gxetTgxatTgxexat e

A acuracia da selecao de progénies (r,,) € a correlagdo genética entre locais

(15,,.) foram estimadas, respectivamente, nas Equacgoes (14) e (15):

Taa = hrznp Eq. [14]
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= Eq. [15]

T
glOC o'g'-l- 0‘5)(2

Os valores de acuracia considerados altos de acordo com Resende (2007) s&o
os maiores que 0,70. Esse valor indica a semelhanga entre os valores genéticos
estimados e os valores verdadeiros.

Os coeficientes de variacdo foram estimados pelas seguintes expressdes
dadas nas Equacdes (16), (17) e (18):

CV,i =100 o2 /x Eq. [16]
CV,, = 100 /o3 /x Eq. [17]
CV, =100 /02 /x Eq. [18]

Em que:

- X € a média geral.

O ganho de selegao esperado com a selegao foi estimado para sistemas misto
de reproducao (SM) e meios-irmaos (MI) de acordo com a seguinte Equacéo (19) e
na Equacgao (20) esta o calculo da superestimativa do ganho ao considerar o SM.

GS = hi*ix of Eq. [19]

GS%(MI)—GS%(SM)
GS%(SM)

Superestimativa do ganho = * 100 Eq. [20]

Em que:
- h2 ¢ a herdabilidade aditiva calculada para sistema misto de reprodugdo e meios-irmaos;
- i é a intensidade de seleg¢ao, na qual, foi utilizado o valor tabelado de 1,40 para 20% de selegéo;

- o5 € 0 desvio-padréo fenotipico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISES INDIVIDUAIS

Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas nas familias (¢;?)
para o carater severidade da CLB (TABELA 2.4), o que indica a existéncia de
variabilidade genética entre as familias estudadas, tornando viavel a selegcao e o
melhoramento para a resisténcia a doenga (NAMKOONG, 1966; ZIMBACK et al.,

2011), exceto para a idade de 10 meses em Mafra.

TABELA 2.4 — TESTE DA RAZAO DA MAXIMA VEROSSIMILHANGCA (LRT) PARA O CARATER
SEVERIDADE DA CLB EM PROGENIES DE Eucalyptus benthamii AOS 10, 16 e 27
MESES DE IDADE NOS MUNICIPIOS DE SAO MATEUS DO SUL — PR, MAFRA E
PORTO UNIAO - SC, BRASIL

Caracteristica?

] Sao Mateus do Sul Mafra Porto Unido
Devianceb
CLB1s CLB27 CLB1o CLB1s CLB27 CLB1s CLB27
LRT 3,13* 5,75** 0,69"  13,36**  35,16*** 12,39*** 13,85%**

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: 2aCLB10: mancha-de-calonectria aos 10 meses de idade; CLB1s: mancha-de-calonectria aos
16 meses de idade; CLB27: mancha-de-calonectria aos 27 meses de idade. Pns: nado
significativo; *: significativo a 95% de probabilidade de erro; ***: significativo a 99% de
probabilidade de erro.

Os resultados referentes aos componentes de variancia e parametros
genéticos para o carater estudado nas analises individuais dos locais estdo
apresentados na Tabela 2.5.

TABELA 2.5- COMPONENTES DE VARIANCIAS E ESTIMATIVAS DE PARAMETROS
GENETICOS DA ANALISE INDIVIDUAL DOS LOCAIS E AVALJAQOES REALIZADAS
PARA O CARATER SEVERIDADE DA CLB DAS PROGENIES DE Eucalyptus

benthamii.
(continua)
Caracteristica
Parametros S&o Mateus do Sul Mafra Porto Unigo
Genéticos CLB16 CLB2 CLB1o CLB16 CLB2 CLB1s CLBay

Q
N TN TN

0,0032 0,0042 0,0024 0,0173 0,0266 0,0273 0,0196
0,0402 0,0377 0,0606 0,0898 0,0855 0,1639 0,1113
0,0369 0,0335 0,0582 0,0726 0,0589 0,1366 0,0917

Q

Q




93

TABELA 2.5~ COMPONENTES DE VARIANCIAS E ESTIMATIVAS DE PARAMETROS
GENETICOS DA ANALISE INDIVIDUAL DOS LOCAIS E AVALIAGOES REALIZADAS
PARA O CARATER SEVERIDADE DA CLB DAS PROGENIES DE Eucalyptus

benthamii
(concluséo)
Caracteristica
Parametros S&o Mateus do Sul Mafra Porto Uni&o

Geneticos CLB1s CLB27 CLB1o CLB1s CLB27 CLB1s CLBy7
h2a (SM) 0,1535 0,2109 0,0741 0,3654 0,5921 0,3162  0,3354
h2a (MI) 0,3228 0,4437 0,1559 0,7686 1,2454 | 0,6651 0,7055
h2mp 0,2599 0,3329 0,1396 0,4875 0,6439 | 0,4438  0,4614

laa 0,51 0,58 0,37 0,70 0,80 0,66 0,68

CVgi% 3,71 2,44 1,77 7,95 7,21 9,39 5,75

CVgp% 2,69 1,77 1,29 5,76 5,23 6,80 417

CVe% 9,08 5,02 6,39 11,82 7,78 15,24 9,00

Média
esperada 2,03 3,52 3,69 2,11 2,84 2,26 3,21
Média geral 2,12 3,65 3,78 2,28 3,12 2,42 3,36

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: ;= variancia genética entre as progénies; o, = variancia residual (ambiental + n&o aditiva);
crfz= variancia fenotipica; h% = herdabilidade individual no sentido restrito, ou seja, dos
efeitos aditivos; h,znp = herdabilidade da média das progénies; r,, = acuracia da sele¢ao
de progénies; CV,;(%) = Coeficiente de variagdo genética aditiva individual; CV,, (%) =
Coeficiente de variagdo genotipica entre progénies; CV,(%) = Coeficiente de variagao
residual; SM = progénies consideradas de sistema misto de reprodugao; Ml = progénies
consideradas meias-irmas (sistema reprodutivo aldgamo).

Os valores de CVg4% obtidos sao considerados de baixa magnitude em Sao
Mateus do Sul nas duas avaliagdes (3,71 e 2,44%), aos 10 meses em Mafra (1,77%)
e aos 27 meses em Porto Uni&o (5,75%). Valores acima de 7% sao considerados altos
(SEBBENN et al., 1998). Logo, foram constatados valores de alta magnitude aos 16
e 27 meses em Mafra (7,95 e 7,21%) e aos 16 meses em Porto Unido (9,39%). As
estimativas do coeficiente de variagdo genética aditiva expressam a variagao genética
que é transmitida de geracdo em geracdo (SEBBENN; BOAS; MAX, 2008). Os
resultados obtidos para CVi% indicam potencial para ganhos com a selegao em Mafra
e Porto Unido. O CVe% variou de 5,02% (Sao Mateus do Sul — 27 meses) a 15,24%
(Porto Unido — 16 meses), o que indica boas condigdes experimentais (PIMENTEL-
GOMES; GARCIA, 2002).

De maneira geral, os valores genéticos preditos ndo sao iguais aos valores
genéticos verdadeiros dos individuos. A proximidade entre esses dois valores pode
ser avaliada com base na acuracia (VAN VLECK; POLLAK; OLTENACU, 1987).

Quanto maior a acuracia na avaliagdo de um individuo, maior € a confianga na
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avaliacéo e no valor genético predito desse individuo. Valores altos de acuracia na
selecdo de progénies (>0,70) foram encontrados apenas em Mafra, nas avaliagbes
feitas aos 16 (0,70) e 27 meses (0,80). Os valores de acuracia em Sao Mateus do Sul
(0,51 € 0,58) e Porto Uniao (0,66 e 0,68) foram maiores que 0,50, sendo considerados
valores de moderada acuracia, segundo Resende e Duarte (2007). Rezende (2018)
encontrou valores de acuracia que variaram de 0,15 a 0,77 para a selecdo de
progénies de E. grandis resistentes a mancha foliar.

Valor de alta magnitude de h?mp foi constatado em Mafra, na avaliagdo
realizada aos 27 meses (0,64). Valores altos sdo indicados para a selegcao de
materiais genéticos de interesse. As herdabilidades de médias magnitudes
observadas nas avaliagdes em Sdo Mateus (0,26 e 0,33), Porto Unido (0,44 e 0,46) e
na avaliagcado aos 16 meses em Mafra (0,49) sugerem grandes possibilidades de ganho
genético moderado associado a selegdo nesses locais, tendo em vista que o
progresso esperado por meio da selecao depende da herdabilidade do carater.
Miranda et al. (2013) encontraram valores de h?mp que variaram de 0,30 a 0,86 na
selecao para resisténcia a ferrugem causada por Puccinia psidii Winter em E. grandis.
Maior variagdo nos valores de h?mp foi encontrada por Rezende (2018) ao avaliar a
resisténcia a mancha foliar de Calonectria (= Cylindrocladium) em E. grandis,

encontrando herdabilidades de 0,02 a 0,60 em quatro avaliagdes.

TABELA 2.6 — ESTIMATIVAS DA HERDABILIDADE INDIVIDUAL NO SENTIDO RESTRITO (hé) E
DO GANHO GENETICO CONSIDERANDO PROGENIES DE SISTEMA
REPRODUTIVO MISTO (SM) E MEIAS-IRMAS (MI) PARA O CARATER
SEVERIDADE DA CLB EM PROGENIES DE Eucalyptus benthamii NAS IDADES DE
10, 16 E 27 MESES, NOS LOCAIS AVALIADOS

Caracteristica

) L S&o Mateus do Sul Mafra Porto Unido
Parametros genéticos
CLB1s CLB27 CLB1wo CLBt CLB2r CLB1s CLB27
h2(SM) 0,15 0,21 0,07 0,37 0,59 0,32 0,34
h2(MI) 0,32 0,44 0,16 0,77 1,25 0,67 0,71
GS% (SM) 2,12 1,63 0,69 7,27 8,53 7,93 4,88
GS% (MI) 4,46 3,43 1,45 1529 1795 16,68 10,26

Superestimativa do GS (%) 110,38 110,43 110,14 110,31 110,43 110,34 110,25

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: hZ = herdabilidade individual no sentido restrito, ou seja, dos efeitos aditivos; GS = Ganho
de selecao.
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Os valores encontrados nas estimativas de herdabilidade do sentido restrito
(h2) (TABELAS 2.5 e 2.6) para SM variaram de 0,07 (Mafra aos10 meses) a 0,59
(Mafra aos 27 meses), e para M, variaram de 0,16 (Mafra aos10 meses) a 1,25 (Mafra
aos 27 meses). As estimativas de herdabilidade sao ferramentas de suma importancia
nos trabalhos de melhoramento, pois expressam a quantidade da variabilidade
genética disponivel numa populagéo, proporcionando o conhecimento da magnitude
relativa das variagdes genéticas e ambientais (WRIGTH, 1976). Por ser uma relagao

entre o2 e cj%, se o2 estiver superestimada, h? sera maior que a verdadeira, como pode-

se observar nos valores encontrados ao assumir as progénies como meias-irmas.
Considerar a espécie como de sistema reprodutivo misto ou predominantemente
alégama, afeta diretamente os valores do coeficiente de herdabilidade e dos ganhos
genéticos com a selegao, tornando-os maiores que os verdadeiros, 0 que pode ser
comprovado em trabalhos de Costa (1999), Zanata et al. (2010), Miranda (2016) e
Tambarussi et al. (2018).

Os resultados também demonstraram que a expressao da variagdo genética
para resisténcia a mancha foliar é diferente entre os locais, enfatizando a importancia
do estabelecimento de testes de progénies em diferentes locais para pesquisa de
melhoramento florestal (MIRANDA et al., 2013). Isso também indica diferencas em
comportamento patogénico das populag¢des de Calonectria spp. em diferentes areas.

Houve aumento dos valores de h2 a medida que avangaram os periodos de
avaliagdes, podendo ser considerado de alta magnitude o correspondente a avaliagao
feita aos 27 meses de idade em Mafra (0,59) e, de média magnitude, para Porto Unido
(0,32 e 0,34), Sado Mateus do Sul (0,15 e 0,21) e na segunda avaliacédo de Mafra
(0,37), assumindo as progénies como de sistema misto. Segundo Borges et al. (1980)
e Kalil Filho et al. (1982), quando ha tendéncia crescente dos valores de herdabilidade
com o aumento da idade das arvores, esse fato pode ser explicado pela maior
influéncia do ambiente sobre as caracteristicas juvenis. A medida que as arvores se
tornam adultas, o gendtipo passa a desempenhar maior importancia na expressao do
fendtipo que o ambiente.

Bertoncini et al. (2017) encontraram estimativas de herdabilidade individual de
altas (acima de 0,95) para progénies de E. grandis, ao analisar a resisténcia a
ferrugem. Milgate et al. (2005) obtiveram estimativa de herdabilidade para a

severidade de M. nubilosa em E. globulus de 0,60, semelhante a herdabilidade
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encontrada na terceira avaliacdo em Mafra. Valores como aos encontrados podem
ser favoraveis na escolha de individuos superiores (maior resisténcia a mancha foliar),
pois quanto maior a herdabilidade de um dado carater, maior € o seu controle genético
(FALCONER; MACKAY, 1996).

Algumas razbdes podem explicar a boa expressividade da herdabilidade. A
auséncia de variagao na incidéncia da doenca mostrou que quase todas as arvores
do estudo foram expostas a infeccbes e, portanto, a possibilidade de plantas
suscetiveis terem escapado da infecc¢ao foi baixa (MILGATE et al., 2005). Acredita-se
que esse "escape" €, muitas vezes, a causa da baixa hereditariedade de algumas
caracteristicas de pragas. Outra razao para a boa expressividade da herdabilidade
seria a elevada gravidade da doencga, que pode ter sido ideal para a expressao de
diferengas genéticas.

A importancia de considerar o sistema reprodutivo misto para obter estimativas
genéticas e predizer os ganhos genéticos com a selegao das melhores familias ficou
evidenciado pelos resultados que foram observados nesta pesquisa. As estimativas
das herdabilidades no sentido restrito e dos ganhos genéticos com a selegéo para os
locais em cada avaliagao tiveram superestimativas de mais de 100% ao comparar
sistema misto com meios-irmaos (TABELA 2.6).

Desta forma, fica evidente que, quando se negligencia o possivel parentesco
entre progénies, desconsiderando a endogamia, ha uma superestimativa em nivel de
plantas, afetando diretamente as estimativas da herdabilidade e dos ganhos genéticos
(VENCOVSKY et al., 2001; TAMBARUSSI et al., 2018).

3.2 ANALISES CONJUNTAS ENVOLVENDO TODOS OS LOCAIS
Os componentes de variancia e estimativas dos parametros genéticos para a

analise conjunta, envolvendo as progénies e os locais para a avaliagao realizada aos

16 e 27 meses, para o carater severidade da mancha foliar, estdo na Tabela 2.7.
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TABELA 2.7 — COMPONENTES DE VARIANCIAS E ESTIMATIVAS DE PARAMETROS
GENETICOS DA ANALISE CONJUNTA DE TODOS OS LOCAIS E AVALIACOES
REALIZADAS AOS 16 E 27 MESES DE IDADE PARA O CARATER SEVERIDADE DA
CLB DAS PROGENIES DE Eucalyptus benthamii

Resisténcia a mancha foliar

Parametros Genéticos 16 meses 27 meses

o5 0,158 x 107 0,0054

of 0,0988 0,0870

ol 0,0775 0,0662

Tgxe 0,0212 0,0153

hg 0,3 x 10 0,1179

R 0,57 x 10 0,2841

Coxe 0,2146 0,0928

Tgloc 1,41 x 106 0,4006

Taa 0,00075 0,5330
Média esperada 2,02 2,14
Média geral 2,75 3,1

LEGENDA: g;= variancia genética entre as progénies; o7 = variancia residual (ambiental + ndo aditiva);
af2= variancia fenotipica; a;Xe = varidncia da interagdo gendtipo x ambiente; h2 = herdabilidade
individual no sentido restrito, ou seja, dos efeitos aditivos; h7,, = herdabilidade da média das progénies;
czxe = coeficiente de determinag&o dos efeitos da interagdo genétipo x ambiente; r,,,. = correlagéo
genética entre o desempenho nos varios ambientes; r,, = acuracia da selegcao de progénies.

A analise conjunta, envolvendo os gendtipos com todos os locais e todas as
avaliacoes, esta apresentada na Tabela 2.8. De modo geral, os resultados mostraram
que ha baixa variabilidade genética e menor nivel de controle genético da
caracteristica resisténcia a mancha foliar entre as progénies para ambas as analises
conjuntas (TABELAS 2.7 e 2.8).

TABELA 2.8 — COMPONENTES DE VARIANCIAS E ESTIMATIVAS DE PARAMETROS
GENETICOS DA ANALISE CONJUNTA DE TODOS OS LOCAIS E AVALIACOES
REALIZADAS PARA O CARATER SEVERIDADE DA CLB DAS PROGENIES DE

Eucalyptus benthamii
(continua)
Resisténcia a mancha foliar
Parametros Genéticos Todos os locais e avaliagdes

op 0,0044
of 0,0849
o 0,0708
Ofxe 0,0031

Ogxa 3,26 x10°8
Ogxexa 0,0066
h2, 0,0973
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TABELA 2.8 — COMPONENTES DE VARIANCIAS E ESTIMATIVAS DE PARAMETROS
GENETICOS DA ANALISE CONJUNTA DE TODOS OS LOCAIS E AVALIACOES
REALIZADAS PARA O CARATER SEVERIDADE DA CLB DAS PROGENIES DE
Eucalyptus benthamii
(concluséo)

Resisténcia a mancha foliar

Parametros Genéticos Todos os locais e avaliagdes
h2mp 0,3902
Cgxe 0,0363
Cgxa 3,84 x107

Cgxexa 0,0775
Tgloc 0,59
Taa 0,62
Média esperada 2,93
Média geral 2,95

LEGENDA: ¢/= variancia genética entre as progénies; ;= variancia residual (ambiental + n&do aditiva);
af2= variancia fenotipica; J;Xe = variancia da interagdo gendtipo x ambiente; agzxa = variancia da
interag&o gendtipo x avaliagdo; g/x.x, = variancia da interagdo gendtipo x ambiente x avaliagéo; h; =
herdabilidade individual no sentido restrito, ou seja, dos efeitos aditivos; h%,, = herdabilidade da média
das progénies; Cﬁxe = coeficiente de determinagao dos efeitos da interacdo gendtipo x ambiente; Cﬁxa =
coeficiente de determinagéo dos efeitos da interagdo gendtipo x avaliagao; cgzxexa = coeficiente de
determinagéo dos efeitos da interagdo genodtipo x ambiente x avaliagéo; 7y, = correlagdo genética
entre o desempenho nos varios ambientes; r,, = acuracia da sele¢do de progénies.

A correlacéo genética das progénies de E. benthamii plantadas nos trés locais
foi de 0,0 aos 16 meses e 0,40 aos 27 meses de idade (TABELA 2.7), e considerados
baixos. De acordo com Resende (2007), valores de correlagdo maiores de 0,67 entre
diferentes locais, demonstram potencial para a utilizagdo de uma unica zona de
melhoramento. De maneira geral, constata-se tendéncia de menor variabilidade no
desempenho dos genotipos da analise correspondente aos 16 meses de idade
quando comparada aquela realizada aos 27 meses de idade.

O coeficiente de determinacao dos efeitos da interacdo gendtipo x ambiente
foram, respectivamente, 0,21 e 0,09, ou seja, 21% e 9% (TABELA 2.7). Esses valores
referem-se a proporgao da variabilidade fenotipica total explicada pela interacdo. O
valor estimado para acuracia revela que existe baixa correlagdo entre os valores
genéticos preditos e os valores genéticos verdadeiros na avaliagdo aos 16 meses
(0,00) e moderada acuracia foi constatada na avaliagéo feita aos 27 meses (0,53),
indicando certa confiangca nessa ultima avaliagdo e no valor genético predito,

comparada a primeira.
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Ao avaliar conjuntamente todos os locais e avaliagbes realizadas (TABELA
2.8), a correlagdo genética das progénies foi de 0,59, abaixo do valor recomendado
de 0,67, para a formagao de uma unica zona de melhoramento para os trés locais
(RESENDE, 2007), o que indica que a selecdo por local realmente € a mais
recomendada.

O coeficiente de determinagao dos efeitos da interagdo gendtipos x ambientes
(c2xe), gendtipos x avaliagdes (cix,) € genotipos x ambientes x avaliagdes (czxexa)
foram, respectivamente, 0,036; 0,000 e 0,078, ou seja, 3,6%; 0% e 7,8% (TABELA
2.8). Esses valores referem-se a proporgao da variabilidade fenotipica total explicada
pela interagdo. Portanto, a interagdo tripla Céxexa influenciou mais a variancia
fenotipica que as interagdes cye € C3xa-

A correlagdo genética entre progénies e os baixos valores de herdabilidade
estimados nas analises conjuntas, para a populagdo de E. benthamii avaliada,
revelam baixo controle genético e baixa expectativa para uma estratégia de selecao
via analise conjunta entre locais e formagdo de uma unica zona de melhoramento. O
mais indicado & o desenvolvimento de uma estratégia de melhoramento envolvendo
selegdes individuais para cada local, aproveitando os efeitos da interagdo do gendtipo

com o ambiente, conforme recomenda Namkoong et al. (1980).
3.3 SELECAO GENETICA

Os ordenamentos das médias BLUP’s das progénies estdo apresentados nos
Apéndices 4, 5 e 6. Os valores de herdabilidade e acuracia obtidos na analise
individual indicam que é possivel fazer selecdo entre familias por local, com
possibilidades de bons ganhos genéticos. Para as analises conjuntas, as estimativas
de herdabilidade foram baixas e nao indicam nivel significativo de variagdo genética
aditiva para resisténcia a mancha foliar dentro das populagoes.

Ao adotar programas de melhoramento individuais para cada um dos trés
locais, a herdabilidade individual no sentido restrito para o carater severidade da
mancha sera bem maior comparada as estimativas das analises conjuntas. No caso
da adogéo de um unico programa de melhoramento, incluindo o material genético dos
trés locais, o valor da herdabilidade diminuiria para 9,73% (TABELA 2.8). Essa
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reducdo dos valores da herdabilidade pode ser devido aos efeitos da interacéo
genotipo x ambiente, evidenciando o efeito do ambiente sobre a caracteristica.

Fonseca et al. (2010) citam que em uma primeira etapa de um programa de
melhoramento genético, como o deste trabalho, a sele¢ao precoce tem sido eficiente
para caracteristicas silviculturais em teste de progénies de familias de meios-irmaos.
Ainda de acordo com esses mesmos autores, a idade de dois anos pode ser
considerada segura para a selegdo precoce, devido ao fato de a incidéncia da
ferrugem, manchas foliares, cancro e outros possiveis fatores de estresse para as
arvores acontecer neste periodo.

Em relagdo as diferentes idades de avaliagdo da mancha foliar, a segunda
avaliacdo aos 27 meses € a mais indicada para ser usada no processo de selecao,
uma vez que nessa avaliacao foi verificado melhor controle genético dessa variavel,
devido ao seu maior valor de herdabilidade nas analises individuais dos locais,
permitindo, assim, um tempo menor de avaliagdo para fazer a selegao, garantindo a
selecao precoce.

As estimativas dos ganhos genéticos foram realizadas tendo como base a
intensidade de selecédo de 20%, correspondendo a 17 familias para a populagao
selecionada. Nos Apéndices 4, 5 e 6, observa-se que as testemunhas clonais ficaram
nas primeiras posi¢ées no ordenamento dos tratamentos mais resistentes a mancha
foliar, isso indica o melhor desempenho das testemunhas comparado as progénies.

Ainda, constata-se que as progénies que apresentaram o melhor desempenho
em um local, ndo necessariamente foram as melhores nos demais. E importante
mencionar que, apesar dos trés locais apresentarem latitudes, longitudes, altitudes e
precipitacdes proximas, o desempenho dos gendtipos foi variavel. Isso sugere que
outros fatores como fertilidade, estrutura e tipo de solo podem estar interferindo no
desempenho (PINHEIRO et al., 1980).
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4 CONCLUSOES

Os testes de progénies instalados nos diferentes locais exibiram moderada
variabilidade nas analises individuais, com potencial para se tornarem uma populagao
base de melhoramento.

A comparagao das estimativas genéticas entre os diferentes sistemas
reprodutivos demonstrou que houve superestimativas nas variancias aditivas,
herdabilidades, ganhos genéticos, podendo levar a erros significativos na selegéo de
arvores e, ou familias superiores.

A selecdo deve ser realizada para cada local, com base nas analises
individuais. Em relagao as diferentes idades de avaliagao da mancha foliar, a segunda
avaliacdo aos 27 meses foi a mais indicada para ser usada no processo de selec¢ao,
uma vez que nessa avaliagao foi verificado melhor controle genético dessa variavel,

devido ao seu maior valor de herdabilidade nas analises individuais dos locais.



102

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Nao restam duvidas de que os agentes patogénicos estdo preparados para
desafiar a silvicultura de plantios de eucalipto em todo o mundo. Para sustentar
negocios lucrativos com base na eucaliptocultura, as empresas florestais precisaréo
estar atentas para contornar esse problema.

Pesquisas como esta sdo de grande relevancia ao setor florestal para a tomada
de decisbes no que tange as realizagdes de melhoristas e fitopatologistas. Novos
trabalhos podem ser realizados a fim de avaliar o efeito da doenga sobre a
produtividade de Eucalyptus benthamii e averiguar as perdas econémicas provocadas
por Calonectria metrosideri e Calonectria spathulata, conhecendo o potencial de cada

espécie do patogeno.
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APENDICES

APENDICE 1 - ORDENAMENTO DE CLASSIFICAGAO DAS ’PROGENIES DE Eucalyptus
benthamii, DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO
TESTE DE PROGENIES EM MAFRA - SC, AOS 10, 16 E 27 MESES DE IDADE

(continua)

Mancha 10 meses | Mancha 16 meses | Mancha 27 meses
Classificagao
Progénies Média| Progénies Média| Progénies Média
1 610 3,3 61 2,0 993 2,5
2 71 3,4 63 2,0 93 2,6
3 433 3,5 83 2,0 c1 2,7
4 1070 3,5 93 2,0 123 2,7
5 844 3,6 786 2,0 1042 2,8
6 852 3,6 875 2,0 113 2,8
7 1024 3,6 910 2,1 61 2,8
8 95 3,6 950 2,1 1292 2,8
9 221 3,6 1292 2,1 63 2,9
10 897 3,6 1362 2,1 433 2,9
11 1076 3,6 233 2,1 143 2,9
12 1235 3,6 271 2,1 910 2,9
13 1294 3,6 903 2,1 83 2,9
14 437 3,6 C1 2,1 51 2,9
15 33 3,7 23 2,1 C3 2,9
16 113 3,7 51 2,1 C2 2,9
17 213 3,7 73 2,1 153 2,9
18 223 3,7 787 2,1 283 2,9
19 183 3,7 844 2,1 163 2,9
20 360 3,7 852 2,1 233 2,9
21 1229 3,7 872 2,1 875 2,9
22 1312 3,7 2603 2,1 903 3,0
23 73 3,7 153 2,1 787 3,0
24 193 3,7 243 2,1 613 3,0
25 787 3,7 1229 2,1 1362 3,0
26 980 3,7 12701 2,1 1229 3,0
27 1140 3,7 303 2,2 1233 3,0
28 1233 3,7 1053 2,2 223 3,0
29 1269 3,7 1233 2,2 872 3,0
30 T2 3,7 1235 2,2 173 3,0
31 13 3,7 253 2,2 T1 3,0
32 243 3,7 173 2,2 844 3,0
33 293 3,7 123 2,2 13 3,0
34 43 3,8 213 2,2 103 3,0
35 79 3,8 231 2,2 952 3,1
36 93 3,8 283 2,2 1055 3,1
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APENDICE 1 - ORDENAMENTO DE CLASSIFICACAO DAS ,PROGIAENIES DE Eucalyptus
benthamii, DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO
TESTE DE PROGENIES EM MAFRA - SC, AOS 10, 16 E 27 MESES DE IDADE

(continuagao)

L Mancha 10 meses | Mancha 16 meses | Mancha 27 meses
Classificagao
Progénies Meédia| Progénies Média| Progénies Meédia
37 263 3,8 783 2,2 980 3,1
38 875 3,8 113 2,2 1271 3,1
39 982 3,8 1270 2,2 783 3,1
40 1270 3,8 12902 2,2 852 3,1
41 1292 3,8 T1 2,2 1234 3,1
42 51 3,8 133 2,2 221 3,1
43 921 3,8 1166 2,2 1139 3,1
44 1271 3,8 c2 2,3 1140 3,1
45 61 3,8 C3 2,3 263 3,1
46 231 3,8 103 2,3 95 3,1
47 283 3,8 1139 2,3 934 3,1
48 975 3,8 1311 2,3 950 3,1
49 993 3,8 613 2,3 1235 3,1
50 1236 3,8 934 2,3 133 3,1
51 1311 3,8 1234 2,3 293 3,1
52 T3 3,8 143 2,3 1236 3,2
53 153 3,8 952 2,3 921 3,2
54 12902 3,8 982 2,3 243 3,2
55 T1 3,8 1024 2,3 12902 3,2
56 C3 3,9 263 2,3 T3 3,2
57 143 3,9 293 2,3 23 3,2
58 163 3,9 33 24 73 3,2
39 872 3,9 79 2,4 1311 3,2
60 910 3,9 433 2,4 71 3,2
61 952 3,9 1042 2,4 1270 3,2
62 1053 3,9 T3 2,4 303 3,2
63 1139 3,9 13 24 786 3,2
64 2603 3,9 437 2,4 43 3,2
65 12701 3,9 71 24 1294 3,2
66 23 3,9 921 2,4 1269 3,2
67 133 3,9 1271 24 559 3,2
68 233 3,9 610 2,4 982 3,2
69 253 3,9 163 2,5 253 3,2
70 1234 3,9 975 2,5 1024 3,3
71 83 3,9 980 2,5 231 3,3
72 103 3,9 1076 2,5 1166 3,3
73 203 3,9 1140 2,5 1312 3,3
74 271 3,9 1236 2,5 1053 3,3
75 303 3,9 1294 2,5 437 3,3
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APENDICE 1 - ORDENAMENTO DE CLASSIFICACAO DAS ’PROGIAENIES DE Eucalyptus
benthamii, DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO
TESTE DE PROGENIES EM MAFRA - SC, AOS 10, 16 E 27 MESES DE IDADE

(conclusao)

L Mancha 10 meses | Mancha 16 meses | Mancha 27 meses
Classificagao

Progénies Meédia| Progénies Média| Progénies Meédia
76 559 3,9 T2 2,5 2603 3,3
7 783 3,9 559 2,5 12701 3,3
78 950 3,9 1312 2,5 193 3,3
79 C1 3,9 43 2,5 360 3,3
80 613 3,9 203 2,5 610 3,3
81 903 3,9 223 2,5 1076 3,4
82 1166 3,9 360 2,5 1070 3,4
83 C2 4,0 1055 2,5 203 34
84 173 4,0 193 2,6 183 3,4
85 1042 4,0 1269 2,6 T2 3,5
86 1362 4,0 993 2,6 975 3,5
87 63 4,0 221 2,6 271 3,6
88 123 4,0 1070 2,7 213 3,6
89 786 4,0 183 2,7 33 3,6
90 934 4,0 95 2,7 79 3,7
91 1055 4,0 897 3,6 897 3,7

FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: C1: Testemunha clonal 1; C2: Testemunha clonal 2; C3: Testemunha clonal 3; T1:
Testemunha progénie 1; T2: Testemunha progénie 2; T3: Testemunha progénie 3.
NOTA: Escala de notas: 0 (plantas sadias), 1 (auséncia de desfolha e presenga de manchas foliares
nos galhos inferiores), 2 (desfolha até 1/3 da arvore), 3 (desfolha até 1/2 da arvore), 4 (desfolha até 2/3
da arvore). Adaptado de Schultz (2011).

APENDICE 2~ ORDENAMENTO DE CLASSIFICACAO DAS ,PROGENIES DE Eucalyptus
benthamii, DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO
TESTE DE PROGENIES EM PORTO UNIAO - SC, AOS 16 E 27 MESES DE IDADE

Classificagao

Mancha 16 meses

Mancha 27 meses

Progénies Média| Progénies Meédia
1 283 1,89 613 2,9
2 1076 2,05 C3 3,0
3 1229 2,06 113 3,0
4 103 2,10 283 3,0
5 143 2,10 1233 3,0
6 243 2,10 952 3,0
7 303 2,10 1236 3,1
8 223 2,11 C2 3,1
9 613 2,11 163 3,1
10 C1 2,15 437 3,1
11 163 2,15 51 3,1

(continua)
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APENDICE 2 — ORDENAMENTO DE CLASSIFICACAO DAS PROGENIES DE Eucalyptus benthamii,
DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO TESTE DE
PROGENIES EM PORTO UNIAO - SC, AOS 16 E 27 MESES DE IDADE

Classificagdo

Mancha 16 meses

Mancha 27 meses

Progénies Média| Progénies Média
12 193 2,15 1235 3,1
13 233 2,15 T1 3,1
14 1311 2,15 921 3,1
15 203 2,16 103 3,1
16 975 2,16 71 3,1
17 1235 2,16 C1 3,1
18 79 2,20 875 3,2
19 1236 2,20 73 3,2
20 43 2,21 1042 3,2
21 C3 2,25 123 3,2
22 23 2,25 95 3,2
23 153 2,25 559 3,2
24 213 2,25 221 3,2
25 221 2,25 872 3,2
26 71 2,26 61 3,2
27 293 2,26 143 3,2
28 1233 2,26 910 3,2
29 1292 2,26 83 3,3
30 83 2,30 934 3,3
31 559 2,30 93 3,3
32 950 2,30 173 3,3
33 952 2,30 982 3,3
34 T1 2,30 2603 3,3
35 95 2,32 950 3,3
36 872 2,32 1362 3,3
37 61 2,35 193 3,3
38 93 2,35 1055 3,3
39 123 2,35 233 3,3
40 1234 2,35 293 3,3
41 1271 2,35 12902 3,3
42 51 2,37 852 3,3
43 63 2,37 223 3,4
44 271 2,37 203 3,4
45 1166 2,37 786 3,4
46 73 2,40 844 3,4
47 113 2,40 303 3,4
48 910 2,40 1140 3,4
49 934 2,40 12701 3,4
50 1140 2,40 1234 3,4
51 2603 2,40 153 3,4

(continuagao)
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APENDICE 2 — ORDENAMENTO DE CLASSIFICACAO DAS PROGENIES DE Eucalyptus benthamii,
DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO TESTE DE

PROGENIES EM PORTO UNIAO - SC, AOS 16 E 27 MESES DE IDADE

Classificagdo

Mancha 16 meses

Mancha 27 meses

Progénies Média| Progénies Média
52 437 2,42 980 3,4
53 12701 2,42 33 3,4
o4 875 2,44 T3 3,4
55 610 2,44 897 3,4
56 1042 2,45 783 3,4
57 1362 2,45 43 3,4
58 1294 2,47 1229 3,4
39 33 2,50 23 3,4
60 852 2,50 975 3,4
61 982 2,50 1053 3,4
62 12902 2,50 13 3,5
63 T3 2,53 63 3,5
64 c2 2,55 787 3,5
65 13 2,55 1271 3,5
66 173 2,55 1024 3,5
67 921 2,55 1269 3,5
68 980 2,56 1311 3,5
69 433 2,60 1139 3,5
70 787 2,60 243 3,5
71 1053 2,60 1292 3,5
72 783 2,63 433 3,6
73 231 2,65 903 3,6
74 786 2,65 1076 3,6
75 897 2,65 183 3,6
76 1139 2,65 1294 3,6
7 1270 2,68 T2 3,6
78 133 2,70 253 3,6
79 253 2,70 360 3,6
80 1024 2,70 1166 3,6
81 844 2,72 79 3,6
82 1055 2,75 263 3,6
83 T2 2,79 231 3,6
84 360 2,85 133 3,6
85 993 2,85 271 3,7
86 183 2,90 610 3,7
87 903 2,90 213 3,7
88 1269 2,90 1270 3,7
89 263 2,95 993 3,7
90 1070 3,05 1070 3,8
91 1312 3,05 1312 3,8

(conclusao)



FONTE: A autora (2018).
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LEGENDA: C1: Testemunha clonal 1; C2: Testemunha clonal 2; C3: Testemunha clonal 3; T1:
Testemunha progénie 1; T2: Testemunha progénie 2; T3: Testemunha progénie 3.

NOTA: Escala de notas: 0 (plantas sadias), 1 (auséncia de desfolha e presenca de manchas foliares
nos galhos inferiores), 2 (desfolha até 1/3 da arvore), 3 (desfolha até 1/2 da arvore), 4 (desfolha até 2/3

da arvore). Adaptado de Schuliz (2011).

APENDICE 3 - ORDENAMENTO DE CLASSIFICACAO DAS PROGENIES DE Eucalyptus benthamii,
DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO TESTE DE
PROGENIES EM SAO MATEUS DO SUL - PR, AOS 16 E 27 MESES DE IDADE

(continua)

Mancha 16 meses | Mancha 27 meses
Classificagcao
Progénies Média| Progénies Média
1 c1 1,9 C3 3,1
2 C3 2,0 C1 3,3
3 934 2,0 61 3,3
4 103 2,0 980 3,4
5 113 2,0 952 3,4
6 123 2,0 C2 35
7 203 2,0 63 3,5
8 221 2,0 51 3,5
9 233 2,0 903 3,5
10 283 2,0 852 3,5
11 844 2,0 993 3,5
12 910 2,0 233 3,5
13 1042 2,0 143 3,5
14 1139 2,0 844 3,5
15 2603 2,0 1229 3,5
16 13 2,1 2603 3,5
17 61 2,1 1140 3,6
18 163 2,1 1233 3,6
19 173 2,1 13 3,6
20 223 2,1 786 3,6
21 360 2,1 293 3,6
22 610 2,1 203 3,6
23 613 2,1 1139 3,6
24 783 2,1 950 3,6
25 786 2,1 910 3,6
26 787 2,1 1235 3,6
27 952 2,1 103 3,6
28 1233 2,1 1292 3,6
29 1234 2,1 133 3,6
30 1362 2,1 1234 3,6
31 12701 2,1 872 3,6
32 79 2,1 12902 3,6
33 133 2,1 1236 3,6
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APENDICE 3 - ORDENAMENTO DE CLASSIFICACAO DAS PROGENIES DE Eucalyptus benthamii,
DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO TESTE DE
PROGENIES EM SAO MATEUS DO SUL - PR, AOS 16 E 27 MESES DE IDADE

Classificacédo

Mancha 16 meses

Mancha 27 meses

Progénies Média| Progénies Média
34 1229 2,1 163 3,6
35 1235 2,1 223 3,6
36 1269 2,1 95 3,6
37 c2 2,1 T3 3,6
38 33 2,1 982 3,6
39 993 2,1 113 3,6
40 271 2,1 613 3,6
41 43 2,1 71 3,6
42 63 2,1 231 3,6
43 73 2,1 437 3,7
44 193 2,1 1311 3,7
45 263 2,1 559 3,7
46 559 2,1 360 3,7
47 852 2,1 875 3,7
48 872 2,1 1076 3,7
49 897 2,1 1271 3,7
50 950 2,1 1294 37
51 975 2,1 83 3,7
52 980 2,1 303 3,7
53 1055 2,1 787 3,7
54 1140 2,1 1042 3,7
55 1271 2,1 T1 3,7
56 1294 2,1 610 3,7
57 51 2,1 783 3,7
58 83 2,1 921 3,7
59 1076 2,1 283 3,7
60 1292 2,1 79 3,7
61 1311 2,1 221 3,7
62 1312 2,1 123 3,7
63 293 2,1 1166 3,7
64 T3 2,1 897 3,7
65 12902 2,2 433 3,7
66 T2 2,2 253 3,7
67 303 2,2 1270 37
68 1024 2,2 43 3,7
69 1166 2,2 73 3,7
70 23 2,2 975 3,7
71 93 2,2 934 3,8
72 231 2,2 1055 3,8

(continuagao)
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APENDICE 3 - ORDENAMENTO DE CLASSIFICACAO DAS PROGENIES DE Eucalyptus benthamii,
DE ACORDO COM A SEVERIDADE MEDIA DE MANCHA FOLIAR, NO TESTE DE
PROGENIES EM SAO MATEUS DO SUL - PR, AOS 16 E 27 MESES DE IDADE

Classificacao

Mancha 16 meses

Mancha 27 meses

Progénies Média| Progénies Média
73 243 2,2 T2 3,8
74 433 2,2 23 3,8
75 437 2,2 153 3,8
76 T1 2,2 243 3,8
7 153 2,2 173 3,8
78 71 2,3 1269 3,8
79 95 2,3 12701 3,8
80 143 2,3 263 3,8
81 253 2,3 1070 3,8
82 1070 2,3 271 3,8
83 1236 2,3 213 3,8
84 903 2,3 183 3,8
85 875 2,3 193 3,8
86 213 2,4 1312 3,8
87 982 2,4 1362 3,8
88 1053 2,4 33 3,9
89 921 2,4 93 3,9
90 183 2,5 1024 3,9
91 1270 2,5 1053 3,9

FONTE: A autora (2018).

(conclusao)

LEGENDA: C1: Testemunha clonal 1; C2: Testemunha clonal 2; C3: Testemunha clonal 3; T1:

Testemunha progénie 1; T2: Testemunha progénie 2; T3: Testemunha progénie 3.

NOTA: Escala de notas: 0 (plantas sadias), 1 (auséncia de desfolha e presenca de manchas foliares
nos galhos inferiores), 2 (desfolha até 1/3 da arvore), 3 (desfolha até 1/2 da arvore), 4 (desfolha até 2/3
da arvore). Adaptado de Schultz (2011).
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APENDICE 4 - ORDENAMENTO COMPARATIVO DAS MAEDIAS BLUP DAS PROGENIES DE
Eucalyptus benthamii, NO TESTE DE PROGENIES EM SAO MATEUS DO SUL - PR,
AOS 27 MESES DE IDADE

SAO MATEUS DO SUL

Classificagao Bloco Progénies Valor Predito
1 1 C3 3,07
2 4 c3 3,12
3 3 C3 3,19
4 2 C3 3,2
5 1 C1 3,22
6 4 C1 3,27
7 3 C1 3,34
8 2 C1 3,35
9 1 C2 3,42
10 4 c2 3,47
11 1 61 3,48
12 1 980 3,49
13 1 952 3,5
14 1 63 3,51
15 1 51 3,52
16 1 852 3,53
17 1 903 3,53
18 1 993 3,53
19 4 61 3,53
20 1 143 3,54
21 1 233 3,54
22 1 1229 3,54
23 1 2603 3,54
24 3 C2 3,54
25 4 980 3,54
26 1 293 3,54
27 1 786 3,54
28 1 1140 3,54
29 1 1233 3,54
30 2 C2 3,55
31 1 13 3,55

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: C1: Testemunha clonal 1; C2: Testemunha clonal 2; C3: Testemunha clonal 3.
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APENDICE 5~ ORDENAMENTO COMPARATIVO DAS MEDIAS BLUP DAS PRQGENIES DE
Eucalyptus benthamii, NO TESTE DE PROGENIES EM PORTO UNIAO - SC, AOS
27 MESES DE IDADE

(continua)
PORTO UNIAO
Classificagao Bloco Progénies Valor Predito
1 1 C3 2,93
2 2 c3 2,93
3 4 C3 2,96
4 3 C3 2,98
5 1 C2 3,03
6 2 C2 3,03
7 4 C2 3,06
8 3 C2 3,08
9 1 c1 3,13
10 1 613 3,13
11 2 C1 3,13
12 2 613 3,14
13 4 c1 3,16
14 4 613 3,17
15 1 113 3,17
16 1 283 3,17
17 2 113 3,17
18 2 283 3,17
19 1 1233 3,18
20 3 C1 3,18
21 2 1233 3,18
22 3 613 3,18
23 4 113 3,20
24 4 283 3,20
25 1 952 3,20
26 1 1236 3,20
27 1 51 3,20
28 2 952 3,21
29 2 1236 3,21
30 2 51 3,21
31 4 1233 3,21
32 1 163 3,21
33 1 437 3,21
34 1 921 3,21
35 2 163 3,21
36 2 437 3,21
37 2 921 3,21
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APENDICE 5—- ORDENAMENTO COMPARATIVO DAS MEDIAS BLUP DAS PROGENIES DE
Eucalyptus benthamii, NO TESTE DE PROGENIES EM PORTO UNIAO — SC, AOS

27 MESES DE IDADE
(concluséo)

PORTO UNIAO
Classificagao Bloco Progénies Valor Predito
38 3 113 3,21
39 3 283 3,21
40 1 71 3,22
41 2 71 3,23
42 3 1233 3,23
43 4 952 3,23
44 4 1236 3,23
45 4 51 3,23
46 1 T1 3,23
47 1 103 3,23
48 1 1235 3,23
49 2 4 3,24
50 2 103 3,24
51 2 1235 3,24
52 4 163 3,24
53 4 437 3,24
54 4 921 3,24
55 3 952 3,25
56 3 1236 3,25
57 3 51 3,25
58 4 71 3,25
59 1 1042 3,25
60 2 1042 3,26
61 3 163 3,26
62 3 437 3,26
63 3 921 3,26
64 4 4 3,26
65 4 103 3,26
66 4 1235 3,26
67 1 73 3,27
68 1 95 3,27

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: C1: Testemunha clonal 1; C2: Testemunha clonal 2; C3: Testemunha clonal 3; T1:
Testemunha progénie 1.
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APENDICE 6 - ORDENAMENTO COMPARATIVO DAS MEDAIAS BLUP DAS PROGENIES DE
Eucalyptus benthamii, NO TESTE DE PROGENIES EM MAFRA - SC, ACS 27
MESES DE IDADE

MAFRA
Classificagao Bloco Progénies Valor Predito
1 1 C1 2,5274
2 2 C1 2,5972
3 3 C1 2,7066
4 1 C3 2,7524
5 4 C1 2,7686
6 1 C2 2,7774
7 1 1042 2,7803
8 1 113 2,7964
9 1 1292 2,8126
10 2 c3 2,8222
11 1 51 2,8286
12 1 61 2,8286
13 1 910 2,8286
14 1 143 2,8286
15 1 433 2,8447
16 1 83 2,8447
17 2 c2 2,8472
18 2 1042 2,8503
19 1 993 2,8525
20 1 283 2,8608
21 1 153 2,8608
22 2 113 2,8663
23 1 123 2,8709
24 1 163 2,8769
25 2 1292 2,8824

FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: C1: Testemunha clonal 1; C2: Testemunha clonal 2; C3: Testemunha clonal 3.



