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RESUMO GERAL

Calonectria pteridis € conhecido por atacar diversos hospedeiros, causando doencgas em
mudas e plantas adultas. Entre elas, a mancha foliar em eucalipto é uma importante
doenca na cultura, pois em condicOes ideais ao patdgeno, causa severa desfolha. O
método de controle largamente utilizado para as principais doengas da cultura é o uso de
gendtipos resistentes. Com o intuito de aliar métodos culturais como alternativa de
controle a doenca em situacbes que o clima regional contribui para uma elevada
suscetibilidade da planta, o objetivo dos experimentos realizados foi investigar a
influéncia da adubagdo com calcio e potassio no controle de C. pteridis em eucalipto.
Os experimentos consistiram em submeter mudas de eucalipto a diferentes combinacdes
de doses de Ca*? e K* em solucdo nutritiva. No primeiro estudo, foi utilizado um
esquema fatorial 5 x 5, perfazendo 25 tratamentos no total. As mudas foram inoculadas
com suspensdo de esporos do fungo. Foram avaliadas as variaveis: severidade, desfolha,
altura, teor de clorofila, peso da parte area e raiz seco. Foi observado em combinagdes
com elevada concentracdo de K* uma elevada severidade da doencga, porém com baixa
desfolha. Em tratamento com elevadas concentracdes de ambos nutrientes, observou-se
elevada severidade e elevada desfolha (82% e 64%, respectivamente). Constatou-se
também desfolha ndo relacionada a doenca. Nesse caso, a desfolha foi atribuida ao
desbalango de um ou de ambos nutrientes. No tratamento 6,0 mmol L K x 8,0 mmol L°
! Ca foi observado baixa severidade e desfolha, além de conferir com elevado teor de
clorofila, peso da parte area e da raiz. Entre os 25 tratamentos, trés foram selecionados
baseados nesses resultados para a condugdo do segundo experimento. Os tratamentos
foram escolhidos com base na dose padrdo da solucdo de Clark (6 mmol L-1 de K x
4mmol L-1 de Ca) com uma dose apenas com a concentracdo de célcio maior e outra
com ambas concentracdes de célcio e potassio elevadas. O segundo experimento teve
como objetivo verificar a distribuicdo e concentragédo de Ca e K na regido do tecido
foliar lesionada pelo patdgeno. Foram destacadas folhas as 24, 48 e 72 horas apés a
inoculagdo (h.a.i.) e avaliadas em Microanalise de raio-X (MAX). O teor de calcio e
potassio foi crescente ao longo do tempo no tratamento 6,0 mmol L™ K x 8,0 mmol L
Ca, atingindo as maiores medias as 72 h.a.i.,, no tecido sintomatico e assintomatico,
respectivamente. Nos demais tratamentos, nesse mesmo tempo, o teor de ambos
nutrientes decresceu, com maiores médias observadas as 48 h.a.i.. O teor elevado de
calcio e potassio as 72 h.a.i. ao redor da lesdo indica a persisténcia na sinalizacdo de
mecanismos de defesa ao fungo. Ambos estudos demonstraram que o fornecimento
equilibrado de célcio e potassio influencia diretamente na severidade da doenca,
desfolha, variaveis morfoldgicas e define as respostas de defesa precoces e tardias de
eucalipto a C. pteridis.

Palavras chaves: mancha foliar, adubacdo mineral, controle, microanalise de Raio-X



GENERAL ABSTRACT

Calonectria pteridis is known to attack various hosts, causing diseases in seedlings and
adult plants. Among them, leaf spot in eucalyptus is an important disease in the culture,
because under ideal conditions to the pathogen, causes severe defoliation. The widely
used control method for major crop diseases is the use of resistant genotypes. In order to
combine cultural methods as an alternative to disease control in situations where the
regional climate contributes to a high susceptibility of the plant, the objective of the
experiments was to investigate the influence of calcium and potassium fertilization on
the control of C. pteridis in eucalyptus. The experiments consisted of subjecting
eucalyptus seedlings to different combinations of Ca* and K* doses in nutrient solution.
In the first study, a 5 x 5 factorial scheme was used, totaling 25 treatments. The
seedlings were inoculated with fungal spore suspension. The following variables were
evaluated: severity, defoliation, height, chlorophyll content, area weight and dry root. It
was observed in combinations with high K + concentration a high disease severity, but
with low defoliation. In treatment with high concentrations of both nutrients, high
severity and high defoliation were observed (82% and 64%, respectively). Non-disease-
related defoliation was also found. In this case, defoliation was attributed to the
imbalance of one or both nutrients. In the treatment 6.0 mmol L-1 K x 8.0 mmol L-1 Ca
it was observed low severity and defoliation, besides conferring with high chlorophyli
content, area and root weight. Among the 25 treatments, three were selected based on
these results to conduct the second experiment. Treatments were chosen based on the
standard dose of Clark's solution (6 mmol L-1 K x 4mmol L-1 Ca) at one dose with the
highest calcium concentration and the other with both high calcium and potassium
concentrations. The second experiment aimed to verify the distribution and
concentration of Ca and K in the leaf tissue region injured by the pathogen. Leaves were
detached at 24, 48 and 72 hours after inoculation (h.a.i.) and evaluated by X-ray
Microanalysis (MAX). Calcium and potassium content increased over time in the
treatment 6.0 mmol L-1 K x 8.0 mmol L-1 Ca, reaching the highest averages at 72
h.a.i., in symptomatic and asymptomatic tissue, respectively. In the other treatments, at
the same time, the content of both nutrients decreased, with higher averages observed at
48 h.a.i.. The high calcium and potassium content at 72 h.a.i. around the lesion indicates
persistence in the signaling of fungal defense mechanisms. Both studies have shown
that balanced calcium and potassium supply directly influence disease severity,
defoliation, morphological variables, and define early and late eucalyptus defense
responses to C. pteridis.

Keywords: leaf spot, mineral fertilization, control, X-ray microanalysis
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CAPITULO

1 INTRODUCAO

A cultura do eucalipto tem mostrado notavel crescimento em muitas partes do
mundo, em decorréncia disso, inimeros sdo 0s patdgenos responsaveis por doencas na
cultura, cuja incidéncia é variavel de acordo com o estadio de desenvolvimento das
mudas, hospedeiro e patogeno (ALFENAS et al., 2009).

Espécies do género Calonectria sdo conhecidas por causar mancha foliar em
eucalipto tanto na fase de viveiro como no campo e, portanto, pode ser considerada uma
doenca importante para a cultura (ALFENAS et al. 2009). InfeccGes pelo patdgeno
podem resultar em desfolha, que leva a perdas econémicas palpaveis. Além de causar
manchas foliares, o fungo € responsavel por causar damping-off, podriddo de estacas,
miniestacas e raizes (ALFENAS e FERREIRA, 1979; ALFENAS et al., 1979,
ALFENAS et al., 2009). A espécie mais comum encontrada nas plantacdes comerciais
no Brasil é Calonectria pteridis (ALFENAS et al., 2009).

A selecdo de genotipos resistentes € a melhor estratégia de controle para o
patdgeno (ALFENAS et al., 2009). Entretanto, o uso indiscriminado de gendtipos
selecionados em locais que ndo foram testados é a principal causa para o surgimento de
alta suscetibilidade, principalmente em regiGes mais quentes e Umidas do pais. Em vista
disso, aliar metodos de controle alternativos a sele¢cdo de gendtipos seria crucial para
evitar grandes surtos da doenca em locais com clima favoravel a mancha foliar por
Calonectria.

Sabe-se que o nivel de nutricdo da planta e seus mecanismos de defesa séo
altamente interelacionados. Diversos estudos mostraram o efeito de alguns nutrientes
minerais na participacdo do desenvolvimento das respostas de defesa da planta contra o
ataque de fitopatoégenos (POZZA et al., 2001; SANTOS et al., 2008; DATNOFF et al.,
2007; PINHEIRO et al., 2011; CARVALHO et al., 2013). Devido a sua influéncia na
resisténcia da planta, a adubacdo mineral € uma alternativa de controle de doencas de
plantas, pois é um dos fatores ambientais de facil manipulacdo com acdo direta no
desenvolvimento de estruturas e mecanismos bioquimicos de defesa pré e poés-

formados.
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Em vista disso, 0s principais objetivos dos artigos produzidos foram avaliar a
influéncia da adubacdo de Ca e K no patossistema C. pteridis/eucalipto e quantificar e
estudar a distribuicdo dos nutrientes nos tecidos foliares em torno das lesdes por
microanalise de Raio-X (MAX).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Importéancia da mancha de Calonectria na eucaliptocultura

O cultivo de eucalipto mostra-se em expansdo em diversas partes do mundo e é
muito proeminente no Brasil. A cultura é importante devido, principalmente, a
contribuigdo de seus subprodutos com fins industriais no PIB brasileiro, como a
producdo de papel e celulose. Seus plantios ocupam 5,7 milhdes de hectares da area de
arvores plantadas no Pais, localizados principalmente nos estados de Minas Gerais, Sdo
Paulo e Mato Grosso do Sul (IBA, 2017).

Em vista do crescente mercado mundial de papel, celulose e energias
renovaveis, as plantacdes de eucalipto no Brasil se expandiram para as regides quentes e
Umidas do Norte e Nordeste do Brasil (ALFENAS et al., 2009), culminando em
condicbes Otimas para a incidéncia da mancha foliar causada por espécies de
Calonectria, tornando-se uma importante doenca, tanto em fase de viveiro, quanto no
campo. Outras proeminentes doencas estdo associadas com espécies de Calonectria em
eucalipto, como damping-off (FERREIRA et al., 1995), cancro (SHARMA et al., 1984;
CROUS et al., 1991), podriddo das raizes (MOHANAN e SHARMA 1985; CROUS et
al., 1991) e mancha foliar (FERREIRA et al., 1995, CROUS et al., 1998).

A mancha foliar causada por Calonectria causa desfolha em estagios iniciais de
desenvolvimento da planta, podendo reduzir a produtividade volumétrica devido a
interferéncia nos processos fisiologicos, como a fotossintese, metabolismo dos
nutrientes, horménios e absor¢édo de dgua (KOZLOWSKI, 1969).

No Brasil, em meados de 1990, a mancha foliar causada pela espécie C. pteridis
no sudeste da Bahia e no Para resultou na desfolha grave de arvores de E. grandis
(FERREIRA et al., 1995). A partir disso, C. pteridis foi considerada a espécie mais
comum relatada nas plantagbes comerciais, principalmente em E. camaldulensis, E.
cloeziana, E. grandis, E. saligna, E. tereticornis, E. urophylla e E. grandis x E.
urophylla (ALFENAS et al., 2009).
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Embora os sintomas da doenca possam variar com as espécies de Calonectria e
Eucalyptus (ALFENAS et al., 2009), para a maioria das espécies de eucalipto, a doenca
é caracterizada por pontos inicialmente pequenos, circulares ou alongados, de coloracéo
cinza ou castanho claro, que progridem e se estendem por todo o limbo foliar,
resultando em queda das folhas e, em alguns casos, em desfolha grave (ALFENAS e
FERREIRA, 1979; ALFENAS et al.,, 1979). Tal desfolha favorece o aumento da
luminosidade no sub-bosque, o que propicia o crescimento de plantas invasoras
(ALFENAS et al., 2009).

2.2 Diversidade de Calonectria

A importéncia do género Calonectria (=Cylindrocladium) se d& pela ampla
gama de hospedeiros, a maioria dos quais pertencentes as familias Fabaceae, Mirtaceae
e Pinaceae. As especies florestais hospedeiras de maior importancia acometidas pelo
fungo séo eucalipto, pinus e acacia (CROUS, 2002; LOMBARD et al., 2010).

O género Calonectria condiz a fase teleomorfica do fungo e caracteriza-se por
apresentar peritécio brilhante, asco clavado, multiseptado hialino e fusiforme (CROUS,
2002). Sua fase anamodrfica, denominada Cylindrocladium, em que se observa
esporulacao brilhante, conidios cilindricos uni ou multiseptados (MORGAN, 1982), é a
fase mais comum encontrada na natureza e crucial para identificacdo do fungo a nivel
de espécie (PEERALLY, 1991).

Mais de 150 espécies de Calonectria ja foram descritas ao redor do mundo,
baseadas principalmente em sua morfologia e estudos filogenéticos. Dentre elas,
aproximadamente 45 ocorrem no Brasil, com énfase nas espécies dos complexos C.
pteridis e C. candelabra. Alfenas et al. (2015) constataram que dentre as amostras
coletadas no Brasil, aquelas que ndo pertenciam ao complexo de espécies C. pteridis
foram divididas entres os complexos C. brasisicae, C. cylindrospora, C. naviculata, e
C. candelabra.

As espécies do complexo C. pteridis sdéo comumente relatadas causando queima
das folhas e intensa desfolha em plantas no campo (ALFENAS et al., 2015), enquanto
que espécies do complexo C. candelabra sdo relatadas causando desfolha nos viveiros e
damping-off (CROUS, 2002).

A quantificagdo dos danos econdmicos causados pela desfolha ndo € mensurada,
mas estudos desenvolvidos por PULROLNIK et al., (2005) e PIRES (2000)
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demonstraram que quando a poda artificial é igual ou maior que 75% em mudas de E.
grandis de um ano de idade, o a produtividade volumétrica reduz em 45% quando
completam sete anos de idade. De posse disso, é possivel inferir que, em clones
suscetiveis, 0 patdgeno pode causar demasiada perda econémica no campo, uma vez

que em condicGes favoraveis, a infeccdo por C. pteridis resulta em desfolha.

2.3 Controle do patégeno baseado em gendtipos resistentes

Dentre as diversas espécies de eucalipto existentes, cerca de 700 espécies
descritas, um numero limitado delas é plantado comercialmente no Brasil,
principalmente as espécies E. grandis, E. urophylla ¢ seu hibrido (“urograndis”). A
estratégia mais eficiente de controle do patdgeno é o uso de genoétipos resistentes no
campo (ALFENAS et al., 2009), como o plantio de clones, progénies, procedéncias ou
espécies resistentes. Portanto, determinar os mecanismos de defesa da planta é de suma
importancia para embasar os programas de melhoramento que visam a obtencdo de
gendtipos resistentes.

Para tanto, o estudo dos fatores que contribuem na resisténcia de eucalipto a C.
pteridis pode ser usado como um modelo e pode ser utilizado para expandir nossa
compreensdo sobre as respostas de defesa em espécies lenhosas. O proveito em se
conhecer as estratégias de defesa da planta reside na capacidade de induzir mecanismos
de defesa basais e induzidos que contribuem para limitar a propagagdo do patdgeno.
Além disso, evidenciar a fraqueza na planta que o fungo pode manipular
(MANGWANDA et al., 2015).

2.4 A adubacdo mineral como auxilio no controle de doencas

Os nutrientes sdo indispensaveis nos processos fisiolégicos da planta, requeridos
em todas as fases de seu crescimento e desenvolvimento. Além disso, sabe-se que o
estado nutricional da planta € um dos principais fatores que determina a capacidade de
resposta a estresses bioticos e abioticos.

A resisténcia ou tolerancia da planta a doengas é afetada direta e indiretamente
pelo seu estado nutricional, uma vez que os nutrientes podem exercer forte efeito na
penetracao, desenvolvimento e reproducdo de diversos patdgenos invasores (GRAHAM
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e WEBB, 1991). Em vista disso, a adubacdo mineral tem sido reconhecida como um
importante componente nas praticas de controle a doencas (PEREZ et al., 2017).

Os tipos de defesas induzidas pelos nutrientes envolvem, entre outras, a
producdo de toxinas, metabdlitos e lignificacdo (ENGELHARD, 1989). Essa interacédo
planta/patégeno modifica a dindmica de mobilizacdo e utilizacdo dos nutrientes em
varios tecidos e 6rgdos da planta. Assim, a distribuicdo mineral na planta depende da
disponibilidade dos elementos minerais proveniente de uma adubacdo equilibrada.

Embora os elementos minerais sejam mobilizados em favor das respostas de
defesa da planta, o desbalanco de alguns nutrientes favorece o estabelecimento de
diversos patogenos, pois estes frequentemente manipulam o metabolismo da planta,
retirando os nutrientes e aumentando a demanda da planta por assimilagdo (LANOUE et
al., 2010). Um exemplo do efeito negativo da fertilizagdo em demasia é observado no
estudo realizado por JIANG et al. (2016). Os autores verificaram que a fertilizagdo com
nitrogénio em Camelina sativa aumenta a severidade e a incidéncia do mildio, afetando
0 desenvolvimento da copa das plantas. Isto se deve ao nitrogénio promover o
desenvolvimento de tecidos jovens e suculentos e prolongar o estagio vegetativo, o que
implica em plantas mais suscetiveis a patdgenos (ZARAFI et al., 2005).

Em vista disso, 0 uso da adubacdo gera efeitos diretos na resisténcia da planta,
podendo reduzir ou aumentar a incidéncia e a severidade de diversas doencgas. Desse
modo, é de crucial importancia regular o uso de fertilizantes de forma eficiente e
equilibrada, para que os nutrientes sejam utilizados de forma a mediar positivamente a

resisténcia basal das plantas.

2.4.1 Importéncia do célcio na resisténcia da planta

O célcio é um elemento essencial na percepcao dos estimulos externos a planta,
agindo como mensageiro secundario para ativar uma cascata de sinais intracelulares
(RANTY et al., 2016). Desse modo, ocorre a abertura do canal de ions que permitem o
fluxo de Ca*? do apoplasto para o citosol das células vegetais no momento em que a
célula percebe a presenca de um patdgeno, culminando na ativacdo das respostas de
defesa da planta (TAVERNIER et al., 1995).

A informacdo enviada pelo influxo de célcio é decodificada por um conjunto de
proteinas que ddo origem a efeitos a jusante, como a fosforilacdo de proteinas e

mudancas na expressdo génica (SANDERS et al., 2002). Essa decodificagdo ocorre pela
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ligagdo do célcio a diversos sensores de célcio distintos, como a calmodulina (CaM) e
as proteinas dependentes de célcio (CDPK). Outras respostas de defesa induzidas pela
sinalizacdo por célcio é a rapida producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
induzida precocemente pela percepcdo de elicitores do patégeno. O acumulo de
peroxido de hidrogénio (H202) é uma resposta ao influxo de célcio e & fosforilagdo de
proteinas (NEILL et al., 2002).

Assim como o Ca*, ERO também sdo largamente reconhecidas como um
importante mensageiro secundario que atua em varios processos celulares na planta,
incluindo abertura estomatal, sinalizagdo hormonal e morte celular programada (QUAN
et al., 2008). A morte celular programada é uma reacdo de hipersensibilidade
frequentemente associada a resisténcia a doencas e modulada pela acdo desses
mensageiros secundarios (DANGL et al., 1996).

Uma vez que o célcio tem elevada relevancia nos processos de sinalizacdo de
respostas de defesa da planta, funcionando como uma chave binaria on-off para ativar
componentes dependentes de calcio, envolvidos em uma intricada e complexa rede de
sinais simultaneos (LECOURIEUX et al., 2006), ¢ fator crucial o fornecimento racional

deste nutriente.

2.4.1 Importancia do potassio na resisténcia da planta

Outro importante nutriente envolvido na resisténcia da planta a fatores bidticos é
0 potéssio. Sabe-se que a fertilizacdo com potassio diminui a incidéncia e a severidade
de diversas doencas (PERRENOUD, 1990). Por ser o cation mais abundante nos tecidos
vegetais, possui alta atividade nos processos metabdlicos da célula vegetal e no
crescimento da planta (MENGEL e KIRKBY, 2001). O K* esta envolvido em processos
celulares, como na ativagdo de numerosas enzimas, sintese de proteinas, transporte de
solutos, regulacdo do pH citoplasmatico, extensdo celular, transporte de metabolitos e
anions inorganicos, movimento estomatico e fotossintese (AMTMANN et al., 2008;
WHITE e KARLEY, 2010).

Além disso, o0 potassio interage com vias de defesa hormonal em varios niveis
(SHIN e SCHACHTMAN, 2004). Diversos estudos descreveram que a disponibilidade
de potassio a planta modifica a producéo de acido jasmonico (AJ) e etileno (ET). Nesse
sentido, os estudos observaram que a deficiéncia de potéssio na planta induz um grande
nimero de genes relacionados ao AJ e ET (ARMENGAUD et al, 2004;
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SCHACHTMAN e SHIN, 2006). Ademais, 0 potassio participa de respostas de defesa
mecanicas a doengas, uma vez que o estado nutricional da planta permite a alocacdo de
recursos para desenvolver paredes celulares mais resistentes a infecdo de patdgenos.
Estudo realizado por DEDATTA e MIKKELSON (1985) relatou um aumento na
resisténcia do colmo do arroz contra patdgenos como resultado do fornecimento
adequado de K*.

Desse modo, o fornecimento de altas concentracdes de potassio as plantas é
comumente relacionado a uma alta resisténcia da planta a patdgenos. Entretanto,
diversos estudos ja demonstraram que em alguns casos, a aplicacdo de K* em elevada
quantidade tem efeito oposto na resisténcia da planta. NAM et al. (2006) observaram
que morangos cultivados com excesso de K™ apresentaram elevada suscetibilidade a
infeccdo por Colletotrichum gloeosporioides. Portanto, € imprescindivel o
conhecimento acerca das doses adequadas para um manejo equilibrado com potéssio,
uma vez que este nutriente exerce forte influéncia na suscetibilidade e resisténcia da

planta a doencas.
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BLIGHT AND DEFOLIATION CAUSED BY Calonectria pteridis IN
EUCALYPTUS PLANTS
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Abstract: Supplying nutrients in balanced proportions leads to greater crop yields and
represents an alternative management practice for plant diseases. Accordingly, we
investigated the effect of the dose and nutritional balance between calcium (Ca) and
potassium (K) on the severity of leaf spot and defoliation caused by the fungus
Calonectria pteridis. Moreover, the effect of the treatments on the growth of
interspecific hybrid eucalyptus clone seedlings (Eucalyptus grandis x E. urophylla),
which are highly susceptible to the disease, was evaluated. The treatments consisted of
five doses of Ca (1.2, 3.0, 6.0, 9.0 and 12.0 mmol L-1) combined with five doses of K
(0.8, 2.0, 4.0, 8.0 and 12.0 mmol L-1), for a total of 25 treatments, with five replicates.
The supply of high concentrations of K favored C. pteridis infection, resulting in high
disease severity, although defoliation was not observed. However, when both nutrients
were supplied in excess (12.0 mmol L-1 Ca x 9.0 mmol L-1 K), higher disease severity
and defoliation percentage were observed (82 and 64%, respectively). Defoliation not
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associated with Calonectria Leaf Blight (CLB) disease was observed in treatments with
an imbalance between Ca and K, in which one nutrient was deficient and the other was
supplied in excess. The supply of K near the standard dose (6 mmol L) and of doses
of Ca above 4 mmol L (standard dose) ensured high mean values for the
morphological variables root and shoot biomass, plant height and chlorophyll a and b
contents. At these doses, low disease severity and defoliation percentages were also
observed, indicating that a balanced supply of Ca and K ensures a reduction in disease
severity and defoliation and contributes to higher growth.

Keywords: disease resistance, plant nutrition-disease relationship, eucalyptus disease,

leaf spot; control

1. Introduction

Eucalyptus (Eucalyptus sp.) farming has grown rapidly to meet the growing world
demand for pulp, paper and coal for the steel industry. In addition, eucalyptus biomass
and pulp have been evaluated as raw materials for the production of biofuels and
biomaterials [1,2,3]. Brazil is the world's largest producer of eucalyptus, with a planted
area of 5.67 million hectares [1]. More recently, a rapid expansion of eucalyptus
plantations towards the northern and north-eastern regions of the country, where warm
temperatures and high humidity condition are favorable for several diseases, especially
leaf blight caused by Calonectria species [4].

Calonectria species ( anamorph: Cylindrocladium) are known to cause the disease
Calonectria Leaf Blight (CLB) [5] mainly in eucalyptus trees, and beyond this, other
diseases are associated with Calonectria sp, including damping-off, cutting rot and root
rot [4]. Symptoms of CLB for most Eucalyptus species is characterized by spots that are
initially small, circular or elongated of gray or light brown color, that progresses and
extends throughout the leaf limb, resulting in leaf drop and in some cases severe

defoliation [6,7]. Defoliation caused by the pathogen is mainly observed in stages of
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plant development, and due to interfering with processes physiological, as in
photosynthesis, causing the volumetric increase of the plant [8]

The leaf blight and severe defoliation caused by CLB in northern and north-eastern
regions result mainly from infection with Calonectria pteridis and can occur during the
seedling production phase in the field, especially in forests up to three years of age. In
nurseries, the pathogen is favored by the environmental conditions implemented for the
production of seedlings because these conditions, including high humidity, frequent
irrigation and the plant spatial density, are also favorable for the disease. Disease
control is performed by integrated cultivation and chemical methods as well as by the
selection and multiplication of resistant genotypes, which is a much more effective
approach. These integrated practices reduce the initial inoculum and render
environmental conditions unfavorable to the pathogen [9]. In the field, the selection and
use of resistant genotypes is the only commonly used control method [4].

However, planting clones considered resistant in regions other than those where the
selective breeding was made is a major problem. In many cases, high severity of the
disease is observed in clones considered resistant in regions with distinct and favorable
fungal climate. The fact that the breeding programs do not consider a variety of regions
and climatic factors generates the inappropriate use of these clones.

Therefore, the integrated management of CLB implementing an adequate
nutritional balance may represent an alternative method for the control of leaf blight
disease in eucalyptus in the nursery and field. Plant nutrition is known to have direct
and indirect effects on the activation of defense mechanisms against infection by
phytopathogens [10,11]. Mineral nutrients are critical in building physical and/or
chemical barriers involved in plant resistance. Thus, balanced fertilization represents an

alternative control method, although it requires knowledge about the interaction
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between nutrients and their influence on the intensity of a given disease. Such data are
important because of the synergism and antagonism between mineral elements, which
occur mainly due to competition for the same absorption sites [12,13].

The balance between calcium and potassium has been well studied from a
nutritional perspective because these nutrients play a key role in plant defense, growth
and metabolism [11,14]. Potassium is involved in enzyme activation, protein synthesis,
stomatal opening and plant water flow and interacts at various levels in hormone
defense, such as in the jasmonic acid and ethylene pathways [15]. In turn, calcium
influx through the plasma membrane signals plant defense responses, which
demonstrates that calcium plays a fundamental role in pathogen recognition [16];
moreover, calcium participates in cell wall synthesis and may represent one of the more
important nutrients in the management of plant diseases [17].

In eucalyptus, the influence of nutrients on the severity of leaf spot caused by CLB
is unknown. In addition, little knowledge is available about how the unbalanced supply
of these interferes in both the resistance and the morphological characteristics of the
plant. Because balanced mineral fertilization is a strategy to limit the favorable
condition for pathogens attack and symptoms expression and can be integrated
management of eucalyptus diseases, the objective of this study was to investigate the
effect of the calcium/potassium (Ca/K) ratio on the severity of leaf blight and degree of
defoliation caused by Calonectria pteridis and to evaluate the growth responses of

eucalyptus under nutrient imbalance.

2. Materials and methods

2.1. Plant preparation and implantation
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The experiment was conducted in a greenhouse with temperature and relative
humidity conditions of 25 +/- 2°C and 80%, respectively, which were monitored by a
datalogger (Instrutherm® HT-500) located inside a meteorological shelter 2 m from the
experimental site. Seedlings of the hybrid clone of Eucalyptus grandis x E. urophylla,
which are susceptible to C. pteridis, were removed from 53 cm? tubes at 50 days of age.
The cultivation substrate was then removed under running water. The exposed roots
were carefully washed and disinfested with 1% sodium hypochlorite for 1 min and
transplanted to 6 L trays containing Clark’s nutrient solution [18] modified with the
respective treatments to acclimate the seedlings.

In the acclimation phase, the seedlings remained in trays with nutrient solution
diluted to 25% ionic strength for 7 days. After new leaf pairs and/or secondary roots
emerged, the solutions were replaced with 60% ionic strength solution. The seedlings
remained under this condition for the same period.

After the adaptation phase, uniform seedlings within each treatment were
transplanted into 3 L plastic pots containing Clark’s nutrient solution with 100% ionic
strength according to the respective treatments, and the seedlings remained under this
condition for another 25 days. The experimental period from the acclimation phase to
the end of the evaluations was 39 days.

The treatments consisted of five doses of K (1.2, 3.0, 6.0, 9.0 and 12.0 mmol L),
which was provided as KNOs and KCl, combined with five doses of Ca (0.8, 2.0, 4.0,
8.0 and 12.0 mmol L), which was provided as Ca(NOs); and CaCly, in a5 x 5 factorial
scheme with 25 treatments in terms of nutrient solution. The experiment was carried out
in a randomized block design with five replications, with each experimental unit

composed of two eucalyptus seedlings per pot.
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The micronutrient solutions were prepared with Fe-EDTA (89.53 pmol L71),
manganese sulfate (91.01 pmol LY), zinc sulfate (0.76 umol L), copper sulfate (0.3153
umol L), boric acid (46.25 umol L) and ammonium molybdate (0.10 pmol L), All
solutions were prepared using pure analysis grade reagents. The concentrations of K and
Ca were established based on the standard dose of Clark’s solution [18] for these
nutrients (6 mmol L™ K x 4 mmol L? Ca) (control doses), with two doses above and
two doses below the standard dose.

The roots were kept under constant aeration in nutrient solution. The pH of the
solutions was checked at three-day intervals with a digital pH meter (HANNA®
Instruments) and corrected when necessary to 5.5 — 6.0 by adding 0.1 mol L* KOH or
HCI. The volume of the pots was refreshed as needed with deionized water. The
electrical conductivity (EC) was monitored weekly with a conductivity meter
(HANNA® Instruments) in each treatment at all stages to determine whether solution
replacement was required. The solution was not replaced because depletion did not
reach 50% of the initial K value.

The outside of the pots was painted with reflective silver paint to prevent light
entrance and algal proliferation. The plant stems were attached to Styrofoam blocks in

the upper face of the pots to prevent the entrance of light and support the seedlings.

2.2. Inoculum preparation and inoculation

Cultures of the C. pteridis isolate A2 were prepared in potato-dextrose-agar (PDA)
medium. The fungus isolate was obtained from eucalyptus plantations in the state of
Maranh&o and kept in the fungal collection of the Laboratory of Pathology, Federal
University of Lavras (Universidade Federal de Lavras — UFLA). For inoculum
production, the mycelium was cultured for 7 days for subsequent induction of

sporulation by scraping the aerial mycelium and submersing the cultures in water [19].
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The inoculum suspension was prepared by adding 20 mL of distilled water + 0.05%
Tween 20 to the culture surface and then removing the conidia by scraping with a brush.
The suspension was filtered through a double layer of sterilized gauze, and the inoculum
concentration was adjusted to a concentration of 10* conidia/mL* with the aid of a
Neubauer chamber. The suspension was sprayed on all leaves of the seedlings until
runoff. The seedlings were covered with dark plastic bags to maintain constant leaf
wetting in this environment, and deionized water was frequently sprayed to maintain the
humidity levels. The seedlings remained under these conditions, which were ideal for

germination and pathogen penetration, for 48 h.
2.3. Experimental evaluation

2.3.1. Disease and defoliation assessment

Severity of CLB were evaluated when the first symptoms were observed in the
leaves at 24, 48, 72, 96 and 120 h after inoculation (hai).

Were photographed the second fully expanded leaf pair at a distance of 10 cm after
each evaluation period. The images were analyzed using Quant® software [20] to
obtain the percentage of injured area as a function of the total leaf area. The severity
values obtained at 120 h were analyzed separately as the final severity (FS).

The area under the disease progress curve (AUDPC) was calculated according to

Shaner and Finney [21]:

— ityi
AUDPC = Tt (L220) (¢, - 1)

2

where Yi is the proportion of the disease at the i-th observation; ti is the time (in days) at

the i-th observation; and n is the total number of observations.
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Before inoculation and at the end of the evaluation period, the total number of
leaves remaining was counted to determine the defoliation percentage according to the

following equation:

100 x Qf

D (%) = 100 — 5

where D represents defoliation; Qi represents the quantity of initial leaves; and Qf

represents the final quantity of leaves.

2.3.2. Plant growth and chlorophyll content

Four morphological variables were evaluated: shoot height (H), which was
measured from the collar to the apical bud; collar diameter (CD), which was measured
at the base of the collar; dry shoot weight (DSW); and dry root weight (DRW). At the
end of the experiment, the roots were separated from the shoot, and each part was
washed in distilled water, packed in paper bags and then dried in an oven at 60°C to a
constant weight.

The Dickson quality index (DQI) [21] was obtained by the following formula:

where TDW (total dry weight) corresponds to the sum of DSW and DRW; H corresponds
to the height; and CD corresponds to the collar diameter.

The chlorophyll content of the leaves was determined using a SPAD-502® portable
chlorophyll meter [22]. Four readings were performed on the second fully expanded leaf
pair, with two readings performed on each leaf, one day prior to inoculation and five

days after inoculation. The mean of the four readings was used for analysis. The
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chlorophyll a and b contents (mg gfm™) were determined according to a previous study
[23] based on the following equations:

(12.7 XA663 - 2.69 X A64_5)V
1000 FMW

Chlorophylla =

(22.9 X A645 - 4.68 X A663)V

Chlorophyllb = 1000 FMW

where A is the absorbance at the indicated wavelength; V is the final volume of the
chlorophyll-acetone extract; and FMW is the fresh weight in grams of plant material
used (mg (FM g)™).

The following equations were used to determine the chlorophyll a and b
concentrations:

Ya = (0.008 x X) - 0.0053
Yb = (0.0004 x X) - 0.0032

where X corresponds to the reading of the chlorophyll meter; Ya corresponds to

chlorophyll a; and Yb corresponds to chlorophyll b.

2.4. Determination of the leaf nutrient contents

Leaves were collected before the implementation of the treatments and after the end
of the experiment to determine the nutritional status of the seedlingsThe Ca and K
contents were determined according to the method described by Malavolta et al. [24].
The reference values used to interpret the results of the leaf analysis were based on the

work of Martinez et al. [25] for eucalyptus.

2.5. Statistical analysis
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Data were subjected to the Shapiro-Wilk [26] and Bartlett tests to evaluate the
normal distribution of residuals and the homogeneity of variances, respectively. The
data did not need to be transformed because the values met the assumptions of the
analysis of variance. The means of the studied variables were compared by the F test (p
< 0.05), and significant values were subjected to a regression analysis and fitted to
linear models most representative of the studied pathosystem. The significant
interactions between the studied quantitative factors were plotted on response surface
diagrams. Statistical analyses were carried out using the statistical software R, and

graphs were produced using SigmaPlot v. 16.0 (SigmaPlot, SYSTAT Software, Inc.).

3. Results

3.1. Disease severity

The first symptoms were observed at 48 hai, and an interaction was observed
between the K and Ca doses for the AUDPC (P = 0.0000), final severity (P = 0.0000)
and defoliation (P = 0.0000). At all doses supplied, progression of the disease was
observed over time, and mean severity values greater than 30% were observed in the

last evaluation (Figure 1).
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Figure 1. Severity (%) of Calonectria leaf blight in eucalyptus over time for
combinations of different doses of Ca (mmol L) with (A) 1.2 mmol L*, (B) 3.0 mmol

L%, (C) 6.0 mmol L, (D) 9.0 mmol L* and (E) 12.0 mmol LK.

The supply of 12 mmol L K at all doses of Ca resulted in high final severity (FS)

(59 to 78%) (Figure 1-A). However, the highest FS (mean of 82%) was observed at 9
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and 12 mmol L K and Ca, respectively. A moderate severity response was observed at
standard doses of the nutrient solution (6 mmol L™ K x 4 mmol L™ Ca) and at doses
with low concentrations of K. The interaction between the doses of 9 and 8 mmol L K

and Ca, respectively, yielded the lowest FS of 24.19%.
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Figure 2. Influence of the supply of Ca and K (mmol L™) on the final severity (FS) (A),

area under the disease progression curve (AUDPC) (B) and defoliation (C) of

eucalyptus seedlings.
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The combination of K at doses of 3 and 4 mmol L™ and Ca at doses of 9 and 8
mmol L? resulted in the lowest AUDPC values of 1598.9 and 1955.8, respectively
(Figure 2-B), whereas the supply of K and Ca at doses of 9 and 12 mmol L7,
respectively, showed higher AUDPC values. The highest defoliation also occurred in
the treatments with 9 mmol L1 K x 12 mmol L™ Ca and at 12 mmol LK x 12 mmol L
! Ca, reaching values of 64% and 54%, respectively (Figure 2-C). High defoliation
percentages ranging from 39% to 63% were also observed under low doses of K with
varying doses of Ca (except for values close to the standard dose). In addition, low
doses of Ca combined with variable doses of K resulted in substantial defoliation (30%
— 63%). The supply of Ca above the established standard dose (4 mmol L) combined
with the standard dose of K (6 mmol L) resulted in low defoliation, and the interaction
between 6 and 8 mmol L™ K and Ca, respectively, presented a low defoliation of 3.9%

(Figure 2-C).

3.2. Plant growth and chlorophyll content

The interaction of the Ca and K doses affected the DRW (P = 0.0000) and DSW (P
= 0.0000) as well as the DQI (P = 0.0008). In turn, the supply of Ca independent of the
supply of K was significant for the H (P = 0.0009) and chlorophyll a and b (P = 0.0000;
P = 0.0000) content before inoculation. No treatment effect was observed for the CD (P
=0.062).

The highest DRW was obtained with the doses of 6 mmol L™t K x 8 mmol L™ Ca,
which resulted in a mean of 3.69 g plant® (Figure 3-A). This treatment also led to a
higher DSW, with a mean of 10.9 g plant® (Figure 3-B). The other doses for both
variables did not result in significant weight gain. The delivery of any dose of K

combined with a high dose of Ca significantly increased the DQI (Figure 3-C).
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However, the treatment with 8 mmol L' K x 12 mmol L™ Ca stood out from the others

and presented a mean of 0.23 g plant™.,
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eucalyptus.
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An increase was observed in the chlorophyll a and b contents (Figure 4) and H
(Figure 5) with the supply of Ca up to a dose 8 mmol L™, after which the values for

these variables decreased.
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Figure 4. Contents of chlorophyll a (A) and b (B) and height (C) of eucalyptus

seedlings according to the calcium supply (mmol L1). * Significant at P < 0.05.
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3.3. Determination of leaf nutrient contents

37

The interaction between Ca and K had an effect on the contents of these same

nutrients in the leaves (P = 0.0302 and P = 0.0042, respectively). The leaf content of K

increased in all treatments relative to the initial content of 8.6 g kg. All treatments had

leaf contents of K above the range considered adequate for this nutrient (10 — 12 g kg)

according to Martinez et al. [25]. However, the highest K contents in the leaves were

observed in the treatments with 12 mmol L K combined with doses of 0.8 to 8 mmol

L Ca (Figure 6-A).
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The leaf content of Ca decreased in almost all the treatments relative to the initial
content of this nutrient in the leaves, 19.1 g kg%, except in the 1.2 and 12 mmol L* K
and Ca treatment, with a value of 23.7 g kg (Figure 6-B). The leaf Ca contents were
only below the adequate range according to Martinez et al. [25] (i.e., 8 — 12 g kg'l) in

the treatment with 12 mmol L™t K combined with doses of Ca below 8 mmol L.

4. Discussion

In this study, eucalyptus defoliation caused by C. pteridis varied according to the
Ca and K doses. The excessive supply of both nutrients led to high disease severity
combined with a high percentage of defoliation. In eucalyptus, disease-induced

defoliation is the main damage resulting from the reduction in photosynthetically active
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area, which can cause reduced plant diameter and H, as observed by Pulrolnik [27] in E.
grandis trees.

In addition, the deficiency of either Ca or K resulted in high defoliation in
eucalyptus seedlings, even in treatments with low disease severity where defoliation
was not associated with the disease. When the K dose was below 6 mmol L™ (standard)
and the Ca dose was variable, a high percentage of defoliation was observed. Hillocks
and Chinodya [28] investigated the relationship between K deficiency and leaf spot
caused by Alternaria macrospora, which leads to defoliation in cotton, and showed that
K-deficient plants showed early defoliation, even in the absence of the leaf pathogen.
Prior to these results, premature defoliation was attributed only to leaf spot caused by
Alternaria. Thus, the results of the present study are consistent with this previous study
regarding the effect of K deficiency on defoliation. Early defoliation as a consequence
of K deficiency is characterized by chlorophyll degradation and negative chlorophyll
fluorescence, as observed by Hu [29], who found that K deficiency causes premature
senescence of cotton leaves, decreases the leaf area and increases the rate of yellow
leaves.

As observed for K, in the treatments with doses of Ca below 4 mmol L (standard
dose) combined with varying doses of K, significant defoliation occurred that was not
associated with CLB. This behavior can be explained by the influence of Ca on the K
contents in the leaves. According to Tsialtas [30], high concentrations of Ca* in cotton
leaves inhibit K* from exiting cells under stress conditions. This conclusion was also
reached in other studies [31,32], in which an increase in apoplastic Ca concentration
reduced the stress caused by K* efflux from the mesophyll of leaves, thus ensuring a
higher K retention under deficiency conditions of this nutrient. The results of the present

study suggest that Ca deficiency directly influences the occurrence of defoliation due to
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the imbalance in the Ca/K ratio. High Ca concentrations allow for greater K retention
and indirectly contribute to the maintenance of cellular turgor [30].

The eucalyptus seedlings supplied with 12 mmol L K, regardless of the Ca dose
supplied, presented high disease severity without defoliation except when combined
with 12 mmol L™ Ca. Several factors may have contributed to the high disease severity
in these treatments, including stomatal movement. K exerts an important influence on
stomatal opening and closing and induces rapid stomatal closure when provided at a
sufficient dose; thus, pathogen infection via the stomata is directly affected by the
supply of K [33]. In this study, excessive K supply may have reduced the stomatal
closure responses and increased the stomatal opening movements, thereby leading to
infection by C. pteridis, which penetrates exclusively via the stomata [34]. This
stomatal response at high concentrations of K was detailed by Smith and Stewart [35],
who subjected Striga hermonthica plants to high concentrations of K (>200 millimolar)
and observed atypical behavior in the maintenance of stomatal opening and closing
movements.

Although high concentrations of K favored C. pteridis infection, they also
contributed to the nonoccurrence of defoliation despite the seedlings showing a high
necrotic leaf percentage resulting from the disease. This finding is again due to the
notable influence of K on defoliation.

Compared with the FS value, the AUDPC was not representative in explaining the
behavior of CLB disease in eucalyptus, and only a high percentage of disease in the
interaction between the doses of 9 and 12 mmol L? K and Ca, respectively, was
observed via the AUDPC, whereas other interactions, including this one, were observed
based on the FS value. The accumulation of disease over time did not indicate the actual

behavior of CLB disease as observed at the final evaluation time.
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The Ca and K doses that yielded low disease severity and defoliation percentages
also contributed positively to the evaluated morphological characteristics, thus leading
to high crop yield. Therefore, if all analyzed variables are overlapped, the regions in the
graphs that favor all the desirable characteristics belong to the interactions between
doses of K near the standard dose (6 mmol L) and doses of Ca above 4 mmol L.

The increased DRW was primarily caused by Ca at high doses, and treatments with
higher mean DRW values were observed when the Ca doses were greater than 4 mmol
L, regardless of the amount of K supplied. The importance of Ca in root development
was also demonstrated by Rodrigues [36], where the application of limestone to
eucalyptus plants promoted an increase in the density of fine roots up to 40 cm in the
soil. Furthermore, according Ivashuta et al. [37], the protein required for cell root cell
expansion, which determines the plant’s development, is dependent on Ca and called
Ca-dependent protein kinase 1 (CDPK1). Therefore, Ca plays a key role in root
development.

The treatment with 6 mmol LT K x 8 mmol L* Ca presented good root
development and resulted in great shoot development in the eucalyptus seedlings;
moreover, at similar doses of Ca and K, greater increases in the DSW were observed
compared with the other treatment doses. Both nutrients participate in physiological
processes related to plant growth and influence cambium activity and xylem
development, which are important in wood formation [38]. K participates in the
regulation of the osmotic potential and cell expansion, and Ca is involved in a number
of processes, such as cell division, cell wall chemistry and cell differentiation; therefore,
both nutrients promote increases of cambium width [45]. Moreover, according to Laclau
et al. [39], fertilization with K significantly increased the leaf biomass of E. grandis in

addition to increasing the leaf life span.
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The significant increase in dry organ weight (i.e., DRW and DSW) at K and Ca
doses of 6 and 8 mmol L, respectively, indicated that the amount of Ca supplied to
eucalyptus plants based on the standard solution was insufficient to achieve the desired
morphological characteristics. The DQI results validate this conclusion because the
treatments with the highest indices included Ca above the standard dose (4 mmol L™),
and the findings were independent of the doses of K. In addition, the highest mean
chlorophyll a and b contents and H values were observed in the seedlings supplied with
8 mmol L Ca.

According to the results of the leaf analysis, in the treatments with high K supply,
the leaf content of Ca decreased compared with that of the other treatments, indicating
the competition for the same absorption site in the plant [40]. In general, the leaf content
of one of the nutrients was higher when the supply of the other was reduced. Only in the
treatments with low doses of K was the leaf content of Ca above the range considered
adequate by Martinez et al. [25]. Thus, the excess supply of K reduces Ca uptake and
leads to the accumulation of K in the leaves. In addition, the high K content in the
leaves of the treatments supplied with 12 mmol L™ K confirms that imbalances in this

nutrient cause issues in stomatal movement, leading to high disease severity.

5. Conclusions

In practice, mineral fertilization regimes in the production of eucalyptus seedlings
that increase the supply of Ca while maintaining the dose of K close to the standard
dose used in this study can ensure higher crop growth and reduce losses related to
defoliation due to increases in disease and defoliation susceptibility attributed to

unbalanced fertilization.
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CAPITULO 3: DISTRIBUICAO DE CALCIO E POTASSIO EM EUCALIPTO

NO PROCESSO PATOGENICO DE Calonectria pteridis
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Resumo: A mancha foliar por Calonectria pteridis em eucalipto € um sério problema da
cultura, tanto em viveiro quanto no campo. Em condicdes ideais ao patdgeno, a doenca
pode causar grave desfolha em plantas adultas. Uma opc¢éo de controle eficaz e benéfica
a cultura e ao meio ambiente é o uso eficiente dos nutrientes na adubagdo. Neste estudo
investigou-se a influéncia da adubacdo com célcio e potassio no teor e distribuicdo
destes nutrientes na area foliar sintomatica, zona de transicdo e assintomatica ao longo
do tempo. Mudas de eucalipto foram cultivadas em solucdo nutritiva sob diferentes
tratamentos de Ca e K (6K x 4Ca mmol L, 6K x 8Ca mmol L™ e 9K x 12Ca mmol L)
e inoculadas com C. pteridis. Foram destacadas folhas as 24, 48 e 72 horas ap6s a
inoculacdo (h.a.i.) e avaliadas em Microandlise de raio-X (MAX). O maior teor de

calcio foi verificado na zona sintomatica, com niveis crescentes ao longo do tempo,
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atingindo as maiores médias as 72 h.a.i. no tratamento 6K x 8Ca mmol LX. Nos demais
tratamentos, o teor de calcio atingiu maiores médias as 48 h.a.i., decrescendo em
seguida. O mesmo comportamento no tratamento 6K x 8Ca mmol L? foi observado
para potassio no tecido assintomatico. A adubacdo com célcio e potassio tiveram
consequéncias diretas na demanda e disponibilidade dos nutrientes em tempos
diferentes na infeccdo. Isto demonstra que as respostas de defesa da planta e sua
continuidade ao longo do tempo no processo infeccioso séo intrinsecas a adubacdo
equilibrada com célcio e potassio, pois estes nutrientes participam diretamente na

resisténcia da planta ao patégeno.

Palavras-chaves: Mancha foliar, adubag&o mineral, resisténcia, MAX

1 Introducéo

Espécies do género Calonectria estdo associadas a diversas doencas em especies
florestais de importancia econémica ao redor do mundo (Lombard et al., 2008; Lombard
et al., 2009; JieQiong Li et al., 2017; Alfenas et al., 2013). As doengas causadas pelo
patégeno incluem manchas foliares, damping-off, podriddo de estacas, miniestacas e
raizes (Alfenas e Ferreira, 1979; Alfenas et al., 2009) sendo beneficiadas por
temperaturas elevadas e alta umidade. Sérios prejuizos causados pelo fungo sao
observados em plantacBes de especies florestais nos paises tropicais com condicGes
climaticas ideais para a sua infeccéo.

O método de controle mais efetivo e largamente utilizado é a selecdo e
multiplicacdo de gendtipos resistentes em eucalipto (Alfenas et al., 2009). Entretanto, a
alta variabilidade genética observada nas diversas espécies de Calonectria (Freitas et
al., 2019) aliada aos diferentes climas regionais tem dificultado o processo de selecéo de

genotipos de eucalipto resistentes ao patégeno. Assim, integrar o controle genético com
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outros métodos de controle eficientes pode diminuir a incidéncia de Calonectria em
regides com alta ocorréncia do patdgeno.

O manejo adequado da adubacdo é um eficiente método de controle para muitas
doencas (Gaspar et al., 2015, Geary et al., 2015, Pérez et al., 2017). Isso € devido ao
importante papel dos nutrientes como mensageiros secundarios e na formacdo de
barreiras fisicas, quimicas e sintese de compostos de defesa quando a planta sofre
estresse bidtico ou abidtico. Em especial, o célcio é reconhecido pelo importante papel
como mensageiro secundario na sinalizacdo de respostas a estresses biodticos e abioticos
(Renty et al. 2016), além de atuar na estrutura e permeabilidade de membranas
celulares, divisao e elongacdo celular e absorgcdo de nutrientes através das membranas
celulares (EI-Beltagi and Mohamed, 2013).

Além do calcio, estudos tém demonstrado a importancia do potassio na
resisténcia a doengas (Sarwar, 2012; Soares et al., 2018). Este nutriente exerce
importante papel em varias funcdes bioquimicas e fisiologicas vitais, tais como a
ativacdo de enzimas, sintese de proteinas, fotossintese, movimento estomatal e
osmoregulacdo (Marschner 2012). Em vista disso, a deficiéncia de potassio interfere
diretamente na suscetibilidade da planta aos patdgenos, pois acarreta paredes celulares
finas, caules enfraquecidos e menores, raizes mais curtas, acimulo de acucar e
nitrogénio nas folhas (Graham, 1983).

Muito se sabe sobre a agdo individual de cada nutriente no metabolismo vegetal.
Entretanto, pouco conhecimento é acessado sobre os efeitos das diferentes interagdes
entre eles na resisténcia a doencas nos diferentes patossistemas. Este conhecimento é
fundamental para o uso de doses corretas e equilibradas dos nutrientes na adubacao,
pois a absorcdo e acdo de alguns nutrientes dependem diretamente do fornecimento

balanceado de outros (Gaspar et al., 2015; Soares et al., 2018).
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Além disso, os efeitos da adubacdo balanceada e/ou desbalanceada na dindmica
celular, como transporte e localizagdo ao longo do tempo dos nutrientes nos tecidos
foliares, sdo conhecimentos valiosos. Tais informacgdes poderiam elucidar o0s
mecanismos de defesa da planta sob ataque de fitopatdgeno a partir da distribuicdo e
utilizacdo dos recursos minerais que a planta dispée. Um método eficiente para o estudo
da distribuicdo dos nutrientes nos tecidos foliares é a utilizacdo da microanélise de
Raios-X (MAX). Esta técnica quantifica raios-X emitidos pela amostra ao ser
bombardeada por um feixe de elétrons em microscopio eletrénico (Dedavid et al.,
2007). O uso emprego da técnica possibilita a visualizacdo e distribuicdo dos elementos
minerais em plantas (Freitas 2014, Silva et al., 2015).

Neste sentido, este estudo visa elucidar a influéncia da adubacdo de calcio e
potassio na distribuicdo destes nutrientes no tecido foliar em eucalipto, em tempos

distintos durante a infeccdo por Calonectria pteridis.

2 Material e métodos

2.1 Preparo das mudas e implantacéo

Mudas de um clone hibrido de Eucalyptus grandis x E. urophylla suscetivel a C.
pteridis foram cultivadas em solucdo nutritiva de Clark (Clark, 1975). O experimento
foi conduzido em casa-de-vegetacdo, com temperatura e umidade relativa do ar de 25
+/- 2°C e 80%, respectivamente. As mudas inicialmente foram retiradas dos tubetes e as
raizes foram lavadas em agua corrente para remocao do substrato de cultivo. As raizes
expostas foram, cuidadosamente, lavadas e desinfestadas com hipoclorito de sodio 1%
por 1 min e transplantadas para bandejas de 6L com solucdo nutritiva de Clark,

modificada com os respectivos tratamentos, para aclimatacdo das mudas.
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As mudas permaneceram em bandejas com solucdo nutritiva por sete dias com
25% da forca ibnica. Apds emitir novos pares de folhas e/ou raizes secundérias, as
solucBes foram substituidas para 60% da forca idnica, permanecendo nessa condicao
por igual periodo. Ao fim do periodo de aclimatacdo, as mudas uniformes foram
transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 3 litros, contendo solucao
nutritiva de Clark com 100% da forca i6nica, de acordo com os respectivos tratamentos.
O periodo experimental ao término das avaliacdes foi de 39 dias.

Os tratamentos foram escolhidos com base nos resultados obtidos por Soares et
al., (2018) e consistiram de trés combinacdes de doses de Ca e K: 6Kx4Ca, 6Kx8Ca e
9Kx12Ca (mmol L) fornecidos como KNOs, KCl, Ca(NQs), e CaCly. As solugdes de
micronutrientes foram preparadas com Fe-EDTA (89,53 umol L1), sulfato de manganés
(91,01 pumol L), sulfato de zinco (0,76 pumol L), sulfato de cobre (0,3153 pumol L™,
4cido borico (46,25 pmol L?) e molibdato de amdnio (0,10 umol L™?). O preparo de
todas as solucdes foi executado utilizando reagentes puros para analise. As
concentracdes de K e Ca foram estabelecidas a partir da dose padrdo da solucdo de
Clark para esses nutrientes (6 mmol L™ de K x 4mmol L de Ca) com uma dose apenas
com a concentracdo de calcio maior e outra com ambas concentragcdes de célcio e
potassio elevadas.

As raizes foram mantidas sob aeracdo constante em solucdo nutritiva. O pH das
solugdes foi verificado em intervalos de trés dias, com pHmetro digital (HANNA®
instruments) e corrigido quando necessario para 5,5 — 6,0, adicionando NaOH ou HCI,
0,1 mol L. O volume dos vasos foi completado quando necessario com agua
deionizada. A condutividade elétrica (CE) foi monitorada semanalmente por

condutivimetro (HANNA instruments®) em cada tratamento, em todas as etapas, para
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conferir a necessidade de eventual troca das solugdes, o que ndo se verificou devido a
deplecdo néo ter atingido 50% do valor inicial de K*.

A face externa dos vasos foi pintada com tinta prateada reflexiva para evitar a
entrada de luz e a proliferacdo de algas. O caule das plantas foi fixado em placas de
isopor na face superior dos vasos, para também evitar a entrada de luz e servir de

suporte para as mudas.

2.2 Preparo do inéculo e inoculacéo

Culturas do isolado A2 de C. pteridis foram preparadas em meio BDA (Batata-
Dextrose-Agar). O isolado do fungo foi obtivo de plantios de eucalipto do estado do
Maranhdo e mantido conservado na micoteca do laboratério de Patologia Florestal,
UFLA. O preparo da suspensdo de inoculo foi realizado adicionando 20 mL de agua
destilada + Tween 20 a 0,05% na superficie da cultura e posterior remocao dos conidios
mediante a raspagem com pincel. A suspensdo obtida foi filtrada em camada dupla de
gaze esterilizada e a concentracdo de in6culo foi ajustada para a concentracio de 10*
conidios/mL™ com auxilio da cAmara de Neubauer. A suspensio foi pulverizada por
aspersdo com borrifador em todas as folhas das mudas até o ponto de escorrimento. As
mudas foram cobertas com sacos plasticos escuros, para manter o molhamento foliar
constante nesse ambiente, com aspersao frequente de dgua deionizada para manutencéao

da umidade.

2.3 Coleta do material biologico e delineamento experimental

As mudas submetidas aos trés tratamentos de CaxK foram inoculadas com C.
pteridis aos 36 dias da implantacdo do experimento. A coleta do material biol6gico foi
realizada em trés tempos distintos: 24, 48 e 72h apds a inoculacdo, em esquema fatorial

3x3, perfazendo nove tratamentos em solucdo nutritiva. Todas as folhas amostradas
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foram destacadas do terco médio da planta. O delineamento foi em blocos casualizados
(DBC), com trés repeticOes, sendo cada unidade experimental composta por duas mudas

de eucalipto por vaso.

Folhas sintomaticas coletadas de cada tratamento foram fragmentadas em
pequenos pedacos de forma a conter, respectivamente, areas com tecido sintomatico

(TS), zona de transicdo (ZT) e tecido assintomatico (TA).

2.4 Preparo e analise das amostras vegetais para microandlise de raio-X

Com o auxilio de fita adesiva dupla face, cada fragmento de folha foi aderido a
suportes de aluminio stubs, onde cada um correspondia a um dos tratamentos e continha
trés amostras de tecido foliar. Os stubs foram cobertos por camada de carbono pelo
aparelho “sputtering” (MED 010) (Balzers, Liecthtenstein, Germany). As amostras
foram analisadas em MEV (Leo Evo 40 XVP) (Leo Electron Microscopy, Cambrigde,
UK) acoplado ao sistema de deteccdo MAX: EDS-X Flash Detector 5010 (Bruker,
Berlin, Germany). Nos tecidos foliares foi quantificada a distribuicdo de célcio e
potassio nos perfis delimitados como TS, ZT e TA.

Para condicdes de padronizacdo, todas as imagens geradas tiveram aumento de
160 vezes, 20Kv, distancia de 9,5 mm. Os dados utilizados nas analises estatisticas
foram obtidos pela quantificacdo de célcio e potassio presente nas imagens, pela
delimitacdo de area de 278 x 567 pontos para cada perfil. Os valores correspondem a
quantidade total de pontos de cada nutriente presente em cada area amostrada. Os
nutrientes também foram quantificados ao longo de uma linha de 100 pontos tragados
ao longo dos perfis. As imagens foram editadas no programa Inkscape.Link 0.92. As

andlises estatisticas foram realizadas usando o programa estatistico R (lhaka and
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Gentleman 1996) e os graficos foram confeccionados no software Sigmaplot v. 16.0

(Sigma Plot; Systat Software Inc).

3 Resultados

Houve diferenca significativa no teor foliar de célcio na interacdo
TratamentoxTempo (p = 0,0003) e nos perfis da amostra (p = 0,0006). Quanto ao teor
de potédssio nas folhas, houve diferenca  estatistica na interacdo
TratamentoxTempoxPerfil (p=0,0002).

O teor de célcio aumentou 48 horas ap6s a inoculacdo (h.a.i.) em todos 0s
tratamentos, e decresceu 72 h.a.i. nos tratamentos 6K x 4Ca mmol L? e 12K x 9Ca
mmol L (Fig. 1). No tratamento 6K x 8Ca mmol L™, o teor de célcio nas folhas se
manteve crescente 72 h.a.i.. Ndo houve diferenga significativa no teor de célcio 48 h.a.i.
entre os tratamentos 12K x 9Ca mmol L™ e 6K x 8Ca mmol L. Ainda em relagio ao
teor de calcio, o tecido sintomatico apresentou maiores médias quando comparado ao
tecido assintomatico e a zona de transi¢do, enquanto o teor de potassio foi maior no

tecido assintomatico que nos demais perfis (Fig. 2).
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Figura 1. Quantidade de pontos verificados nas folhas correspondentes ao teor de célcio

em mudas de eucalitpo submetidas a diferentes doses de Ca e K e avaliadas 24, 48 e 72

horas apds a inoculagdo.
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Figura 2. Média de pontos verificados de calcio e potassio nos diferentes perfis da

amostra. TS: Tecido sintomatico, ZT: Zona de transicdo, TA: Tecido assintomatico.
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Letras minusculas nas barras para cada nutriente representam diferenca significativa ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

No tecido assintomatico, o teor de potassio no tratamento 6K x 4Ca mmol L*
decresceu ao longo do tempo, enquanto no tratamento 6K x 8Ca mmol L™, o teor deste
nutriente atingiu a maior média 72 h.a.i. (22983,22 pontos) (Fig. 3). Nao houve
diferenca significativa no teor de potassio 72 h.a.i. nos tratamentos 6K x 8Ca mmol L
e 9K x 12Ca mmol L™ O teor de potdssio na zona de transicdo ndo diferiu

significativamente entre os tratamentos em cada tempo avaliado.
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Figura 3. Média dos pontos verificados nas folhas correspondentes ao potassio nos
diferentes perfis da amostra, quando submetidos a diferentes doses de CaxK, nos
tempos 24, 48 e 72 horas ap0s a inoculagdo com Calonectria pteridis. Letras minasculas
nas barras representam diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Tukey.

Em todos os perfis avaliados, 72 horas ap0s a inoculacdo, observou-se maior
teor de potassio no tratamento 6K x 8Ca mmol L (Fig. 3). Em ambos os perfis, tecido
sintomatico e na zona de transicao, o teor de potassio nesse tratamento decresceu as 48
h.a.i. e as 72 h.a.i. apresentou-se crescente. Em contraste, nesses mesmos perfis, o teor
de potassio atingiu as maiores médias as 48 h.a.i. no tratamento 9K x 12Ca mmol L*, e
posteriormente decresceu drasticamente.

O mapeamento de calcio e potassio por MAX nos perfis dos diferentes
tratamentos permitiu verificar a sucessiva perda de célcio ao longo do tempo no
tratamento 9K x 12Ca mmol L no tecido sintomatico (Fig. 4). O inverso foi observado
no tratamento 6K x 8Ca mmol L, em que o teor deste nutriente cresceu ao longo do
tempo no tecido sintomatico, demonstrando maior requerimento deste nutriente 72
h.a.i.. Ademais, o teor de potassio (coloracdo verde) neste mesmo tratamento 72 h.a.i.
foi maior do que naquele. No tratamento 6K x 4Ca mmol L™, observou-se maior
intensidade de Ca e K, no tecido sintomatico e assintomatico, respectivamente, 24 h.ali,

enquanto as 72 h.a.i. ambos os nutrientes se equiparam ao longo dos perfis.
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Figura 4. Quantificacdo dos nutrientes minerais calcio (Ca) e potassio (K) em 100
pontos ao longo dos perfis: tecido sintomatico, zona de transi¢do e tecido assintomatico
nas folhas de eucalipto submetido a diferentes tratamentos de Ca x K, avaliadas em
diferentes tempos apds a inoculagdo com Calonectria pteridis. Mapeamento de Ca e K
por Microanalise de Raio-X (MAX) ao longo dos perfis correspondentes aos graficos de

distribuicg&o.
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Nos graficos de distribuicdo dos nutrientes, observaram-se no tratamento 6K x
8Ca mmol L?, quando avaliado 72 h.a.i., maior teor de calcio e potassio nos perfis
sintomatico e assintomético, respectivamente, quando comparado aos outros

tratamentos neste mesmo tempo (Fig. 4).

4 Discussdo

A gquantidade de célcio e potassio requerida entre os perfis da folha infectada por
C. pteridis variou conforme o tempo e nos diferentes suprimentos de Ca e K. O teor de
calcio foi fortemente influenciado pelos diferentes tratamentos de CaxK ao longo do
tempo.

O maior teor de célcio 48 horas ap6s a inoculacdo, observado em todos 0s
tratamentos, demonstra a importancia da demanda deste ion como uma das principais
respostas primarias a estresses na planta. Diniz et al. (2019), analisando a expressdo de
genes relacionados a resisténcia de plantas de café, verificaram que a percepcao do
patdgeno nos estagios iniciais da infeccdo é seguida por cascatas de sinalizagcdo de
calcio, confirmadas pela méxima expressdo de genes relacionados a defesa as 48 h.a.i.
de Colletotrichum kahawae. Esta alta sinalizacdo de calcio ocorre, principalmente,
durante a penetracdo do fungo e seu crescimento as 48 h.a.i.. Outros resultados obtidos
por Heller & Witt-Geiges (2013) demonstraram que a penetracdo das hifas de
Sclerotinia sclerotiorum na parede celular epidérmica de Helianthus annuus ocorre
entre as 12-24 h.a.i., enquanto a presenca de cristais de oxalato de célcio foi percebida
somente 48 h.a.i. e mais tardiamente as 72 h.a.i..

O aumento da concentracio intracelular de Ca*? decorre de estimulos percebidos
pela planta, simultaneamente ou apds um tempo de laténcia, em um, ou VAarios

compartimentos intracelulares da célula (Ranty et al., 2016). Isso resulta na ativacdo de
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proteinas relacionadas a patogénese (PRs) ou a morte celular programada. O aumento
de calcio na célula é percebido por proteinas sensoras de calcio que atuam na resposta a
estresses bidticos e abidticos na planta. Estima-se haver mais de 250 proteinas sensoras
de célcio, sendo as principais a Calmodulina (CaM), proteinas quinases dependentes de
calcio (CPKSs) e a proteina quinase dependente de calcio/calmodulina (CCaMK) (Wang
et al. 2015). Ademais, o aumento de célcio é pré-requisito essencial para induzir a
producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e 6xido nitrico (ON), culminando na
morte programada da célula como forma de defesa ao patdgeno (Salguero-Linares &
Coll, 2019).

Os resultados também demonstraram reducdo no teor de célcio nas folhas ao
longo do tempo quando as mudas de eucalipto sdo submetidas as doses de 6K x 4Ca
mmol L e 9K x 12Ca mmol L?, enquanto na combinacio 6K x 8Ca mmol L?, a
demanda por célcio, principalmente no tecido sintomatico, continua crescente as 72
h.a.i.. Zhu et al. (2019) observaram em estudo realizado em Arabdopsis, que a infeccédo
por Colletotrichum higginsianum as 72 h.a.i. corresponde ao estagio de hifas
necrotréficas, estagio crucial para definir a resisténcia a doenca. A partir deste tempo a
severidade da doenca difere entre cultivares resistentes e suscetiveis (Sun et al., 2019).
De acordo com nossos resultados, apenas a combinagio das doses 6K x 8Ca mmol L
permitiu a continua demanda por calcio as 72 h.a.i., verificada por seu alto teor no
tecido sintomatico.

Este comportamento esta intimamente ligado ao fornecimento equilibrado de
calcio e potassio neste tratamento, garantindo a persisténcia das respostas de defesa da
planta contra o patdgeno. Nos demais tratamentos, a queda da disponibilidade de célcio

nas folhas 72 h.a.i. pode ser consequéncia do fornecimento desequilibrado de Ca e K,
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pois ambos 0s nutrientes competem pelo mesmo sitio de absorcdo na planta (Fageria,
2001).

Ao fornecer célcio como pré-tratamento em mudas de soja, Arfaoui et al. (2017)
detectaram maxima inducéo na producédo de H.O. e O, (ERO) as 72 h.a.i. de Sclerotinia
sclerotiorum nas folhas. Estas respostas culminam na morte celular programada,
mecanismo eficaz utilizado principalmente contra os patdégenos necrotroficos e hemi-
biotréficos. Acredita-se que a continua demanda por célcio no tecido sintomatico
observada no tratamento 6K x 8Ca mmol L as 72 h.a.i., tenha como objetivo a
producdo de ERO envolvidos na incessante resposta de defesa de eucalipto contra C.
pteridis.

O alto teor de potassio observado no tecido assintomatico ao redor das leses
estd de acordo com os resultados obtidos por Belan et al. (2015) ao avaliarem a
distribuicdo mineral nas folhas infectadas por diversos patdgenos no café. A percepcao
dos sinais dos patdgenos pelas células gera mudancas diretas na membrana plasmatica,
como formacdo de barreiras e reconhecimento no processo de infecgdo em resposta a
elicitores fangicos (Davis et al., 2018). Esta interacdo elicitor/receptor estimula o fluxo
de fons através da membrana, alterando o potencial transmembrana pela entrada de Ca*?
e saida de K*. Esta alta concentracdo externa de K* despolariza a membrana, e resulta
em uma cascata de sinais de defesa da planta contra invasores (Oliveira et al., 2016).

Davis et al. (2018) também concluiram que a concentracdo de potéssio varia de
acordo com a forma de parasitismo dos patégenos. Os sintomas causados por Blumeria
graminis, fungo biotrofico, foram retardados em plantas privadas de K. Em contraste, 0s
sintomas de Rhynchosporium commune, patégeno necrotrofico, apareceram mais
precocemente quando as plantas foram privadas de K. Isto indica que a planta demanda

concentracdes distintas de K em razdo do tipo de infeccdo. Em resposta a fungos
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necrotréficos, tais como C. pteridis, alta concentragdo de potassio é requerida ao redor
das lesdes, afetando diretamente a resisténcia da planta a estes patdgenos. Entretanto, 0s
mecanismos & jusante a este comportamento ainda ndo estdo bem esclarecidos.
Ademais, fungos necrotroficos também estimulam o aumento da transpiracdo e do
acumulo de K em torno dos estdmatos (Ayres e Owen, 1971).

O aumento progressivo do teor de potassio no tratamento 6K x 8Ca mmol L™ ao
longo do tempo foi 0 mesmo comportamento observado para o teor de célcio. Neste
tratamento, ambos nutrientes foram requeridos em méximas concentracdes as 72 h.a.i..
Isto indica que, a nutricdo com Ca e K quando bem equilibrada, resulta em respostas
precoces e continuas respostas tardias de eucalipto sob infeccdo de C. pteridis.

Como estes nutrientes estdo envolvidos na sinalizacéo e nas respostas de defesa
da planta, as concentracdes requeridas destes no local de infeccdo deve ser diretamente
proporcional as respostas de defesa desencadeadas sob infeccdao de fungos necrotréficos
(Davis et al., 2018). Esta conclusdo é bem observada em estudo realizado por Chen et
al. (2015), em que um clone resistente de eucalipto & C. pseudoreteaudii exibiam altos
padrdes de expressao de genes diretamente envolvidos nas respostas de defesa da planta
as 60 h.a.i. quando comparado com um clone suscetivel ao patégeno.

Estes padrdes observados em eucalipto no presente estudo, sdo intrinsecos a
resisténcia da planta sob infec¢éo de C. pteridis. Segundo Soares et al. (2018), mudas de
eucalipto em solugdo nutritiva submetidas ao tratamento 6K x 8Ca mmol L
apresentaram 6timos resultados quanto aos caracteres morfologicos dessa planta, além
de menor severidade e desfolha quando inoculadas com C. pteridis.

Quanto aos demais tratamentos, a acentuada queda do teor de célcio as 72 h.a.i. e
0s baixos valores de potassio neste mesmo tempo, quando comparados ao tratamento

6K x 8Ca mmol L indicam possivel desequilibrio no fornecimento destes elementos
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minerais como principal causa. Estudos relacionados a dinamica de distribuicdo destes
nutrientes em diferentes tecidos e érgdos da planta sdo necessarios para a completa

elucidagéo dos processos envolvidos a montante e a jusante das respostas de defesa.

6 Conclusodes

A dindmica da interacdo entre os nutrientes Ca e K e sua rapida disponibilidade
no local de infeccdo depende da adubacéo equilibrada, indicando consequéncias diretas
na distribuicdo e concentracdo dos nutrientes no local de infeccdo. Calcio e potéssio sdo
requeridos em locais e em quantidades diferentes ao longo do tempo sob a infeccdo por
C. pteridis. O fornecimento adequado de ambos 0s nutrientes a eucalipto determinara a
persisténcia na sinalizacdo das respostas de defesa do eucalipto, resultando na sua

resisténcia ao patdgeno.
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