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Resumo

O género Ceratocystis contempla diversas espécies distribuidas em varios lugares do mundo. Uma plan-
ta infectada com este fungo apresenta como sintomas primarios o escurecimento do sistema vascular e
como sintomas secundarios murcha, seca e morte da planta, decorrentes do colapso do xilema, causando
pelo fungo. Estes sintomas s&o tipicos de estresse hidrico e ocorre em plantas doentes como resultado do
desenvolvimento do patégeno no interior de seus vasos e também por mecanismos de defesa da planta
que bloqueiam vasos do xilema. O presente trabalho teve como objetivo realizar as analises das reagbes
estruturais e bioquimicas que possam estar ligadas a resisténcia de plantas de eucalipto a Ceratocystis.
Para observagdo das reagdes estruturais e bioquimicas das plantas de eucalipto a colonizagdo do fun-
go, plantas de eucalipto de Eucalyptus grandis (Clone C3 resistente ao fungo e Clone C10 suscetivel ao
fungo) foram inoculadas com um isolado de C. fimbriata. Apds a inoculagao, fragmentos dos caules das
plantas inoculadas foram coletados (7 e 21 dias apds inoculagao), fixados em “Karnovsky” e processadas
para polimerizagao em historesina. Foram usadas diferentes técnicas para visualizagdo de gomas e géis,
gréos de amido, arginina, ligninas e tiloses. As tiloses, os géis e gomas foram observados em todas as
plantas inoculadas com Ceratocystis. O acumulo de lignina foi observado somente em plantas resistentes.
O amido e a arginina foram observados em todas as plantas trabalhadas. Estes resultados sugerem que
a resisténcia de eucalipto ao fungo Ceratocystis pode estar ligada a capacidade de acumulo de ligninas
nas células, ja que esta estrutura somente foi visualizada em plantas resistentes inoculadas com o fungo.

Palavras-chave: doenca vascular, murcha-do-eucalipto, patologia florestal, resisténcia.

Abstract

The genus Ceratocystis includes several species distributed throughout the world. A plant infected with this
fungus presents as primary symptoms the darkening of the vascular system and as secondary symptoms
wilt, dryness and death of the plant, due to the collapse of the xylem caused by the fungus. These symptoms
are typical of water stress and occur in diseased plants as the result of the development of the pathogen
inside their vessels and also by plant defense mechanisms that blocks xylem vessels. The present work
had the objective of analyzing the structural and biochemical reactions that could be related to eucalyptus
plants resistance to Ceratocystis. To observe the structural and biochemical reactions of eucalyptus plants
colonized by the fungus, eucalyptus plants of E. grandis (Clone C3 resistant to fungus and Clone C10
susceptible to fungus) were inoculated with a C. fimbriata isolate. After inoculation, inoculated stems
fragments were collected (7 and 21 days after inoculation), fixed in Karnovsky and processed by historesin
polymerization. Different techniques were used to visualize gums and gels, starch grains, arginine, lignins
and tyloses. Tyloses, gels and gums were observed in all plants inoculated with Ceratocystis. Lignin
accumulation was observed only in resistant plants. Starch and arginine were observed in all worked
plants. These results suggest that the eucalyptus resistance to the Ceratocystis fungus may be linked to
the accumulation capacity of liguinins in the cells, since this structure was only visualized in resistant plants
inoculated with the fungus.

Keywords: Vascular disease, eucalyptus wilt, forest pathology, resistance.
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INTRODUCAO

O género Ceratocystis engloba diversas espécies de fungos amplamente distribuidas pelo mundo.
No Brasil, C. fimbriata é uma das mais importantes, pois ataca espécies de importancia econdmica
como mangueira (Mangifera indica) e eucalipto (Eucalyptus spp.) (FERREIRA, et al., 1999), figo (Fi-
cus carica) (VALARINL; TOKESHI, 1980), seringueira (Hevea brasiliensis) (SILVEIRA, et al., 1994) e em
teca (Tectona grandis) (FIRMINO et al, 2013).

A murcha-de-ceratocystis em eucalipto foi constatada primeiramente no sudeste da Bahia, 1997
(FERREIRA et al., 1999). Ja foram registrados ocorréncia no Espirito Santo, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Sao Paulo, Maranhao e no Para (ALFENAS et al., 2009; FERREIRA, 2009). Estudos so-
bre perdas no campo ocasionados pelo fungo Ceratocystis no sul da Bahia mostraram uma reducao
de 58% no incremento volumétrico de clones hibridos de eucalipto (E. urograndis) e de 13,7% no
rendimento depurado de celulose (FERREIRA, et. al., 2007).

A disseminacao de espécies de fungos do género Ceratocystis estd associada com scolytideos,
conhecidos como besouros da Ambrésia (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae e Platypodinae)
(BAKER, et al., 2003; ROSSETO et al., 1980). Uma vez no interior da planta, seu desenvolvimento
inicial dd-se na regidao do cambio.

O fungo C. fimbriata é um patégeno que coloniza o xilema da planta, causando o entupimento e o
colapso deste. Assim, a planta infectada apresenta como sintoma caracteristico estrias radiais escuras
que seguem da medula para o exterior do lenho (FERREIRA; MILANE, 2002; FERREIRA et al., 2006).
Estudos realizados com microscopio eletronico de varredura, para o acompanhamento da colonizagao
de C. fimbriata no xilema de eucalipto, apontam que ele é capaz de germinar, penetrar e se desenvolver
nos elementos de vasos de plantas de eucalipto no periodo de seis horas, sendo que em doze horas
apo6s a inoculagdo observou-se um aumento da quantidade de micélio (FIRMINO et al., 2013).

As plantas infectadas por Ceratocystis também apresentam sintomas externos de perda de colo-
racao verde-escura da folhagem, murcha das folhas e seca seguida de morte da planta. O estresse
hidrico em plantas doentes pode ocorrer como resultado do crescimento de hifas do patégeno e/
ou producao de esporo, nestes casos a presenca dessas estruturas no interior dos vasos acaba por
obstruir as perfuragoes existentes nos elementos traqueais (PASCHOLATI et al, 2008). Este estresse
também pode ser atribuido ao incremento da viscosidade da seiva, decorrente da acao enzimatica
sobre os componentes dos tecidos do xilema.

Os sintomas de murcha e seca também podem ser consequéncia da ativacio dos mecanismos
de defesa da planta que bloqueiam partes dos vasos do xilema, como por exemplo, as tiloses, que
sao uma extensao do protoplasma das células do parénquima para o interior dos vasos do xilema
(MACDONALD, MACNABB, 1974). TUMURA (2011) ao realizar cortes semi-finos dos vasos de
plantas sadias e infectadas com Ceratocystis, notou a presenca de aglomerados de amidos somente
nas plantas infectadas.

A resisténcia ou suscetibilidade das plantas ao ataque de fungos fitopatogénicos é um fator deter-
minado geneticamente, podendo ser elucidada por meio de estudos moleculares de regices especifi-
cas do material genético. Outra forma de avaliacao do grau de resisténcia/suscetibilidade da planta
hospedeira pode ser feita através da analise de cortes histolégicos recolhidos de tecidos de plantas
inoculadas com fungos patogénicos e suas reacdes (ARAUJO; MATSUOKA, 2004).

A analise microscopica destes cortes histolégicos permite a identificagao de mecanismos de resistén-
cia tanto estruturais, representados pelo aumento da lignificacdo das paredes e formacao de tilos nos
vasos do xilema, quanto bioquimicos (presenca de compostos fendlicos e seus derivados, aminoaci-
dos e amido) os quais representam tentativas do hospedeiro em paralisar a agao do fungo patogénico
(TUMURA, 2011). Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo terminar os mecanismos de re-
sisténcia, estruturais e bioquimicos, envolvidos na interacao de plantas de eucaliptos com C. fimbriata.

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida nas dependéncias do Departamento de Patologia Florestal
da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA) da UNESP/Campus Botucatu e a preparagao e obser-
vacao das amostras foram feitas no Centro de Microscopia Eletronica localizado na ESALQ/USP.
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Obtencao dos isolados de Ceratocystis

O isolado de Ceratocystis fimbriata de eucalipto AFC38 (ndmero no Genbank KC479034) foi ob-
tido da micoteca do Laboratério de Patologia Florestal da FCA. Este isolado ja havia sido identifica-
do em nivel de espécie via sequenciamento da regiao ITS-5.85 rDNA (FIRMINO et al., 2013). Para a
realizacao dos testes, os fungos foram cultivados em meio MEA (malte, extrato de levedura e 4gar).

Plantas de eucalipto utilizadas para o trabalho

Com base nos estudos realizados por Firmino et al. (2013), os quais testaram varios clones de
eucaliptos em busca de resisténcia a Ceratocystis, foram utilizadas, no presente trabalho, plantas de
E. grandis (com 3 meses de idade) que demonstraram reacao de resisténcia (clone C3) e suscetibili-
dade (clone C10) a Ceratocystis.

Inoculacao das plantas para desenvolvimento do trabalho

Para observacao das reagoes estruturais e bioquimicas das plantas de eucalipto a Ceratocystis,
primeiramente foi realizada uma incisao na planta (de cerca de dois centimetros no caule, 15 cen-
timetros acima do solo) entre a casca e o lenho, e foi depositado 100pL de uma suspensao de 10®
esporos/ml (esporos do tipo cilindricos). Apds a inoculagao, foi colocado um algodao umedecido
com agua esterilizada no local e, em seguida, este foi vedado com fita plastica. Como testemunhas,
plantas foram inoculadas somente com 100uL dgua esterilizada. Foram realizadas 10 repeticdes por
para cada tratamento.

Fragmentos dos caules (um centimetro acima do ponto de inoculagao) das plantas usadas no
experimento foram coletados em tempos pré-determinados: 7 e 21 dias apés inoculagao.

Avaliacao das amostras em Microscopio Optico de Luz (MOL)

As andlises das amostras em MOL foram realizas para observacao das possiveis reagcoes de resis-
téncia estruturais e bioquimicas de plantas de eucalipto inoculadas com Ceratocystis.

As amostras foram fixadas em “Karnovsky” e submetidas a desidratacbes em séries crescentes
de concentracao de etanol (40%, 50%, 70%, 90% - 10 minutos cada e 100% por trés vezes de 10
minutos). Apds esta etapa, as amostras foram infiltradas com uma mistura de etanol 100% mistu-
rado com solugao de “Basic Resin” (v/v de 1:1) por duas horas. Na sequéncia, as amostras foram
infiltradas somente com solu¢iao de “Basic Resin” pura durante 24 horas. Decorrido este tempo, as
amostras foram colocadas em formas de silicone preenchidas com “Basic Resin” pura e historesina
e secas em temperatura ambiente (na capela). Apos total polimerizacao da resina, as amostras fo-
ram cortadas com o auxilio de uma navalha de ago para a obtengao de seguimentos semi-finos, que
foram coletados e montados em laminas de vidro contendo o corante especifico para a estrutura
ou composto a ser observado. Estas amostras foram processadas de acordo com o corante usado e
foram visualizas em MOL.

Foram realizadas colora¢oes com: Lugol para visualizagao do amido e -Naftol para arginina, géis
e gomas (FIGUEIREDO et al., 2007). Como ligninas possuem fluorescéncia natural, a visualizagao
deste tipo de reacao da planta foi realizada sem corante, em Microscépio Optico com Luz Ultravio-
leta, utilizado filtro de excitagao de 490nm (SOMAVILLA, 2010).

As laminas foram analisadas em microscépio Jena Lumar, marca Zeiss. A captagao das imagens
foi realizada utilizando-se sistema de video-cimara Opton, modelo TA-0124XS, instalada em mi-
croscopio optico.

Avaliacao das amostras em Microscopio de varredura

Para complementacao do trabalho foram realizadas andlises em Microscépio Eletronico de Var-
redura. Fragmentos da planta inoculada (cerca de cinco milimetros de didmetro) foram coletados
e fixadas em “Karnovsky” (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0%, tampao fosfato 0,05M, pH
7,2), por um periodo minimo de 24 horas, para serem preparadas e analisadas ao microscépio ele-
tronico de varredura LEO435-VP. Apos este periodo, as amostras foram retiradas do fixador e frag-
mentadas, seguindo a transferéncia destas para microtubos de 1,5 mL contendo tampao fosfato de
sodio 0,05M, onde permaneceram por dez minutos. O tampao foi trocado trés vezes. Subsequente-
mente as amostras foram desidratadas em série crescentes de concentracao de acetona (30%, 50%,
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70%, 90% - 10 minutos cada e 100% por trés vezes de 10 minutos). Apds esta etapa, as amostras
foram levadas ao aparelho de ponto critico (Baltec CPD 030) para completar a secagem. Apds com-
pleta a desidratacao as amostras foram cuidadosamente montadas em “stubs” com fita de carbono
dupla face para aderéncia das amostras e cobertas com 20nm de ouro em aparelho Baltec SCD 050.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados em todas as plantas inoculadas com o isolado de C. fimbriata em todos os
periodos analisados, a presenca de tiloses (Figura 1 e 2) e de gomas e géis (Figura 1 e Tabela 1). As
tiloses sao uma extensdo do protoplasma das células do parénquima para o interior dos vasos do
xilema. Os géis sao formados em decorréncia da degradacao das substancias pécticas da célula e
podem vir a formar gomas ap6s a infusao dos compostos fendlicos. Géis e gomas podem interagir
com polissacarideos de origem flingica incrementando a viscosidade da seiva e afetando mais a
translocacao do xilema (PASCHOLATI et al, 2008).

Tabela 1. Estruturas observadas nas amostras de plantas de eucalipto inoculadas e nao inoculadas com C. fimbriata
Table 1. Structures observed in samples of eucalyptus plants inoculated and not inoculated with C. fimbriata

Plantas resistentes Plantas suscetiveis

Estruturas*

observadas Inoculadas com Inoculadas somente Inoculadas com Inoculadas somente

Ceratocystis com agua Ceratocystis com agua

Tiloses + - + -

Gomas e géis + - + -

Lignina + - - -

Amido + + + +

Arginina + + + +

* Nao observado (-); observado (+)

As tiloses, gomas e géis sao formados apds a colonizagdo da planta pelo patégeno, sao consi-
deradas de resisténcia, pois impedem que o fungo colonize e se reproduza no seu interior, ja que
obstruem os vasos do xilema (PASCHOLATI et al, 2008). Ha relatos que alguns tipos de géis pro-
duzidos pelas plantas para se defender de patégenos sao constituidos de pectinas e hemiceluloses,
podendo ser estabilizado pela formacao de ligacoes cruzadas com fenéis ou entao impregnado com
substancias antimicrobianas, como enxofre (COOPER et al., 1996).

Através da andlise de fluorescéncia foi observado o espessamento da parede das células e acimu-
lo de lignina somente em plantas resistentes (Figura 1). A autofluorescéncia ocorre em combinagoes
planta-patégeno onde ha uma resposta de hipersensibilidade oriunda de uma incompatibilidade
entre o patégeno e a planta, ou seja, quando existe certa resisténcia da planta. Um experimento rea-
lizado por Carver et al. (1991) pode elucidar este fendmeno com mais clareza. Os autores demons-
traram que quando plantas de aveias resistentes a Erysiphe graminis f.sp. avenae sao tratadas com
inibidores da fenilalanina aménia-liase (FAL), enzima chave para a sintese de lignina, e inoculadas
com o fungo logo apo6s este tratamento estas se tornam suscetiveis, pois é observado uma redugao
na intensidade e frequéncia das respostas de células hospedeiras com autofluorescéncia. Os mes-
mos autores sugerem que a hd uma relagao com o aumento da suscetibilidade a infec¢ao e a supres-
sao da autofluorescéncia, pois a inibicao da FAL provavelmente suprime o acumulo de compostos
fenolicos nos sitios préximos a coloniza¢ao do patégeno, aumentando a suscetibilidade da planta
(CARVER et al., 1991; 1994).

Estudos comprovam que certos fendis constitutivos estao relacionados com a resisténcia de al-
guns genotipos de cacau a Ceratocystis. Capriles de Reyes, et al. (1966) constataram que plantas de
cacaueiro resistentes a C. fimbriata apresentavam teores de polifendis e de acidos clorogénicos mais
altos do que as plantas de cacau suscetiveis. Alguns anos mais tarde, Capriles de Reyes e Reyes (1968)
encontraram outros compostos fenélicos em maior nivel, como um éster de alcool genticio, expres-
sados somente por plantas de cacau resistentes a Ceratocystis. Esse envolvimento de fendis também
ja foi relatado na resisténcia de cacaueiro contra Crinipellis perniciosa (NOJOSA et al., 2003).

Sci. For., Piracicaba, v. 46, n. 118, p. 209-216, jun. 2018
DOI: dx.doi.org/10.18671/scifor.v46n118.07




., >
209 | . F N L ¥ . = I~ — - B

Figura 1. Exemplo das estruturas observadas em microscopio 6ptico de luz (Amostras de plantas coletadas 7 dias
apods a inoculagdo). SI. Planta suscetivel inoculada com C. fimbriata; RI: Planta resistente inoculada com
C. fimbriata; SS: Planta suscetivel sem inoculacdo; RS: Planta resistente sem inoculagdo. (t = tilose; e =
esporo (clamiddsporo); g = gomas e géis; | = lignificacdo e acimulo de fendis; m = micélio lignificado;
a = graos de amido; ar = arginina).

Figure 1. Example of structures observed under optical light microscope (Plant samples collected 7 days after ino-
culation). YES. Susceptible plant inoculated with C. fimbriata; RI: Resistant plant inoculated with C. fim-
briata; SS: Susceptible plant without inoculation; RS: Resistant plant without inoculation. (t = tilose, e =
spore (chlamydospore), g = gums and gels, | = lignification and accumulation of phenols, m = mycelium,
a = grain starch, ar = arginine).

Sci. For., Piracicaba, v. 46, n. 118, p. 209-216, jun. 2018
DOI: dx.doi.org/10.18671/scifor.v46n118.07

213




Firmino et al. — Andlise histolégica de plantas de eucalipto
resistentes e suscetiveis inoculadas com de Ceratocystis fimbriata

Um nimero maior de graos de amido e arginina foram observados nas plantas suscetiveis ino-
culadas quando comparadas com as resistentes inoculadas (Figura 1). Tumura (2011) ao realizar
estudos histologicos em plantas de eucalipto infectadas com Ceratocystis, notou a presenca de aglo-
merados de amidos somente nas plantas infectadas, podendo assim este composto também estar
relacionado com a interagao entre o fungo e planta. Bennice et al. (2005) relatam que plantas de
Platanus sp., infectadas com C. platani apresentavam granulos de amido apés 48 horas apos a ino-
culagao do fungo. Além disso, os autores também descrevem a ocorréncia da desorganizacao inter-
celular e intracelular das células do parénquima e do processo de plasmodidlise, além de aumento
nos compostos fendlicos intracelulares nas células do tecido pali¢adico.

Resultados semelhantes ao presente trabalho foram encontrados por Tumura (2011) que, segun-
do o autor, compostos fendlicos, tiloses e graos de amido foram visualizados em maiores quanti-
dades em plantas de eucalipto suscetiveis a Ceratocystis. Santos et al. (2012) citam estes mesmo me-
canismos de resisténcia em estudos relacionados com plantas de cacaueiro resistentes e suscetiveis
inoculadas com C. cacaofunesta.

Detector = SE1
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Figura 2. Exemplo de tiloses observadas em microscépio eletronico de varredura (Amostras de plantas coletadas 7
dias ap0s a inoculacdo). Tiloses em plantas resistentes (A) e suscetiveis (B). Planta suscetivel sem inocu-
lacdo do fungo e sem a presenca de tiloses (C).

Figure 2. Example of tiloses observed in a scanning electron microscope (Plant samples collected 7 days after ino-
culation). Tyloses in resistant (A) and susceptible (B) plants. Susceptible plant without inoculation of the
fungus and without the presence of tiloses (C).

CONCLUSOES

As tiloses, géis e gomas foram observadas em todas as plantas inoculadas com Ceratocystis.

O acumulo de lignina foi observado somente em plantas resistentes, sugerem que a resisténcia
de eucalipto ao fungo Ceratocystis pode estar ligada a esta estrutura, ja que somente ela foi visuali-
zada em plantas resistentes inoculadas com o fungo.

O amido e a arginina foram observados em todas as plantas trabalhadas.
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