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RESUMO

NEVES, Daniela Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2007. Condicbes favoraveis a mancha foliar causada por Xanthomonas
axonopodis em eucalipto. Orientador: Acelino Couto Alfenas. Co-
Orientadores: Luiz Antdnio Maffia e Douglas Lau.

Xanthomonas axonopodis € atualmente um dos principais patdgenos
foliares da eucaliptocultura no Brasil. Induz manchas foliares e desfolha em
mudas no viveiro e plantas jovens no campo. No entanto, pouco se conhece sobre
as condigcdes que favorecem a infeccdo. Assim, neste trabalho estudaram-se o
estabelecimento e o desenvolvimento da mancha foliar bacteriana causada por X.
axonopodis em eucalipto em diferentes idades da folha, sob diferentes periodos de
molhamento foliar e temperatura. A severidade da doenca aumentou com a idade
da folha, sendo maior no terceiro par de folhas completamente expandido, a
contar do apice para a base. Constatou-se também no terceiro par de folhas maior
nivel de colonizacdo bacteriana expressa em unidades formadoras de col6nia
(ufc)/cm? de area foliar. A ocorréncia de agua livre por 12 h na superficie da folha
pré-inoculacdo foi essencial para o aumento da severidade da doenga. Contudo,
com o aumento da duracdo do periodo de molhamento foliar, ocorreu decréscimo
na severidade da doenca. A faixa de temperatura 6tima para o desenvolvimento da
doenca foi entre 26 e 30°C. Os resultados obtidos permitiram determinar as
condicBes Otimas para o estabelecimento da doenca. Plantas a serem inoculadas
devem ser mantidas em cdmara de nevoeiro por 12 h pré-inoculagdo e, a seguir,
transferidas diretamente para camara de crescimento a 26 — 30°C. As avaliagdes
de severidade devem ser realizadas aos 20 dias apds inoculacdo no quarto par de
folhas, no sentido apice-base do ramo, e a desfolha, avaliada 30 dias apds a
inoculacdo. Essas condi¢fes devem ser empregadas em estudos da resisténcia -
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como selecdo de gendtipos resistentes - e consideradas na definicdo de estratégias

de controle, com base no manejo das condicdes de cultivo.



ABSTRACT

NEVES, Daniela Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March of
2007. Favorable conditions for leaf spot development in eucalyptus caused
by Xanthomonas axonopodis. Adviser: Acelino Couto alfenas. Co-Advisers:
Luiz Anténio Maffia and Douglas Lau.

Xanthomonas axonopodis has become one of the main leaf pathogens in
Brazilian eucalyptus plantations. It causes leaf spots and defoliation in nursery
seedlings and young plants in the field. There is, however, little information on
the conditions favoring the infection. This work studied the establishment and
development of bacterial leaf spot caused by X. axonopodis in eucalyptus at
different leaf ages, under different leaf wetting periods and temperatures. Disease
severity increased with leaf age, being higher in the third fully expanded leaf pair,
from apex to base. In addition, higher level of bacterial colonization was found in
the third leaf pair expressed as colony forming units (cfu)/cm? leaf area. The
presence of free water on the leaf surface, for 12 h pre-inoculation, was essential
for increasing disease severity. However, the extension of the leaf-wetting period
caused a reduction in the disease severity. The optimum temperature range for
disease development was between 26 and 30°C. The results allowed to determine
the optimum conditions for the disease establishment. Plants should be kept in fog
room for 12 h pre-inoculation and then immediately transferred to growth room at
26 - 30°C. Evaluations of severity should be carried out at 20 days after
inoculation in the fourth leaf pair, from apex to base, and defoliation at 30 days
after inoculation. Such conditions are to be used in resistance studies, such as
selection of resistant genotypes and should be taken into consideration when

defining control strategies based on the management of cultivation conditions.



1. INTRODUCAO

Atualmente, entre as enfermidades foliares do eucalipto, a mancha foliar e
a desfolha, causadas por bactérias. tém sido das mais freqlentes e severas na
maioria das regides eucaliptocultoras do Brasil (Alfenas et al., 2004; Gongcalves,
2003). Recentemente, no biénio 2003/04, cerca de quatro milhdes de mudas
clonais foram descartadas em conseqiiéncia da desfolha causada por bacteriose
foliar (Alfenas, 2006). O primeiro registro de uma enfermidade bacteriana em
eucalipto ocorreu nos anos 70, quando Truman (1974) descreveu a seca de
ponteiros em Corymbia citriodora (Hook) Hill & Johnson, causada por
Xanthomonas campestris pv. eucalypti (Truman 1974) Dye 1978 (= Xanthomonas
eucalypti Truman 1974), em Sydney, Australia. No Brasil, o primeiro relato da
doenca ocorreu em 1995, em mudas de Eucalyptus grandis Hill ex Maidden E.
grandis, em viveiro da regido de Itapetininga, Sdo Paulo, e foi atribuida a
Pseudomonas cichorii (Swingle 1925) Stapp 1928 (Pomella et al., 1995).
Posteriormente, Xanthomonas campestris (Pammel 1895) Dowson 1939 foi
detectada em mudas de Eucalyptus sp. em viveiro da regido de Mogi Guacu, Sao
Paulo (Reis et al., 1996), e Erwinia sp. associada a seca de ponteiros de E. grandis
(Maschio et al., 1997). Subsequentemente, a enfermidade foi registrada em
condicdes de viveiro e campo e atribuida a diferentes espécies de bactérias
(Alfenas et al., 2001; Goncalves et al., 2001; Ferreira & Milani, 2002).

Em 2003, Gongalves, a partir de ampla amostragem de materiais doentes
oriundos do Rio Grande do Sul, S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso do
Sul, Amapa e Para, verificou por meio de analises bioquimicas e moleculares que
a doenca pode estar associada a X. axonopodis, X. campestris, P. syringae, P.
cichorii, Erwinia sp., entre outras ndo identificadas (Goncalves, 2003). No

entanto, nove isolados foram inoculados por atomizacao de suspensdo bacteriana,



e apenas X. axonopodis, X. campestris e P. cichorii foram patogénicas a plantas
intactas, com eucalipto sendo a primeira predominante (Goncalves, 2003).

A enfermidade causada por X. axonopodis incide em viveiro e campo,
podendo provocar danos significativos em materiais genéticos muito suscetiveis
sob condigdes favoraveis a infeccdo. Os sintomas caracterizam-se inicialmente
por lesBes encharcadas do tipo anasarca, internervurais, angulares, concentradas
ao longo da nervura principal, nas margens da folha ou distribuidas aleatoriamente
sobre o limbo. Com o0 progresso da doenca, as lesbes tornam-se de aspecto
ressecado e coloragdo palha a marrom-clara, podendo conter orificios no centro da
lesdo ou areas recortadas do limbo em conseqiiéncia do aborto da area necrosada
(Gongalves, 2003).

Ao microscopio, observa-se, pelo teste de exsudagdo em gota, a existéncia
de “pus bacteriano”, que surge a partir dos tecidos lesionados. A diminuicdo da
area fotossintética da planta, ocasionada por manchas foliares e desfolha precoce,
resulta na reducdo do crescimento, principalmente em viveiros, onde as mudas
ficam debilitadas, tornando-se inaptas para o plantio no campo.

Em viveiros, a doenca incide mais intensamente em mudas irrigadas por
aspersdo, cuja ldamina de agua sobre a folha favorece a dispersao, a multiplicacéo e
a penetracdo do patdgeno. A ocorréncia de agua livre na superficie foliar é
indispensavel & movimentacdo e penetracdo de bactérias fitopatogénicas em seus
respectivos hospedeiros, uma vez que estas penetram principalmente por aberturas
naturais, como os estdbmatos (Romeiro, 1995; Beattie et al., 1999). Quanto ao
efeito da idade dos tecidos observa-se que ha variacdo nos tipos de sintoma na
planta; folhas velhas sdo mais suscetiveis a bacteriose foliar em Eucalyptus spp.
(Neves et al., 2005).

Apesar da importancia dessa doenca, pouco se conhece acerca dos efeitos
dos fatores do ambiente e da fenologia do hospedeiro sobre 0s processos iniciais
na infeccdo e desenvolvimento da bacteriose em eucalipto, objeto do presente
estudo. A determinacdo das condicdes ideais para o estabelecimento da doenca €
fundamental para subsidiar estudos sobre o patossistema X. axonopodis—eucalipto
e embasar a determinacao de estratégias de controle.

Assim, no presente trabalho estudou-se a influéncia do periodo de
molhamento foliar, da temperatura e da idade da folha sobre o desenvolvimento

da mancha foliar bacteriana causada por X. axonopodis em eucalipto.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Em todos os ensaios empregaram-se plantas do clone 1006, hibrido de E.
grandis x E. urophylla, caracterizado previamente como suscetivel a X.
axonopodis (dados ndo publicados). Mudas com aproximadamente 60 dias foram
transplantadas para vasos com capacidade de 2 L, contendo mistura de solo e
esterco de curral, na proporcao de 3:1, e esterilizadas com brometo de metila a 80
cc/m®. As plantas foram mantidas em casa de vegetacéo, adubadas uma vez por
semana com 30 mL de solucdo de Ouro Verde® NPK (15:15:20) a 7,5 g/L e
inoculadas aproximadamente aos 45 dias apds o transplantio.

2.2. Preparo do in6culo e inoculacao

Nos ensaios foi utilizado o isolado BSC 475 de X. axonopodis, obtido de
folhas doentes de eucalipto do sul da Bahia (Gongalves, 2003). Para preparo do
indculo, a bactéria foi semeada em meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970),
em placas de Petri, incubando-se a 28 °C. Apds 48 horas adicionou-se solucdo
salina (NaCl 0,85%) as placas e as coldnias foram raspadas com o auxilio de uma
alca de Drigalsky. A suspensdo bacteriana obtida foi ajustada com auxilio de um
espectrofotdbmetro (Beckman BU 640), para OD s40nm=0,1, 0 que equivale a
concentracdo de 1x10°ufc/ml.

Exceto quando especificado, as plantas inoculadas foram incubadas por 12
h (36 umol.m™?.s™) em camara de nevoeiro a 25 °C, e, a seguir, atomizadas com a
suspensdo bacteriana, com o auxilio de um pulverizador (5 L), munido de um bico
do tipo leque n° 1001 e valvula reguladora de pressdo. O inéculo foi aplicado
uniformemente em ambas as faces das folhas, sem atingir o ponto de escorrimento

superficial. Durante a conducdo dos experimentos, na casa de vegetacdo a



temperatura minima variou de 18 a 22 °C, e a maxima, de 25 a 30 °C; na camara

de nevoeiro a temperatura média foi de 25 °C.

2.3. Avaliacdo da doenca

Quantificou-se a porcentagem de éarea foliar lesionada, por meio de
imagens digitalizadas e processadas no programa QUANT (Vale et al., 2003).
Exceto quando especificado, avaliaram-se em cada planta seis folhas

completamente expandidas.

2.4. Progresso da mancha foliar bacteriana

Foram inoculadas cinco plantas com suspenséo bacteriana a 1x10%ufc/mL;
0 preparo do ino6culo, a inoculacdo e avaliacdo da doenca foram feitos como
previamente descrito (itens 2.2 e 2.3). Depois de inoculadas, as plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro por 24 h, sendo posteriormente transferidas para
casa de vegetacdo. Avaliaram-se a desfolha causada pela doenca aos 10, 20, 30 e 40
dias ap6s a inoculacdo, em todos os ramos da planta, e a severidade em 18 folhas
em expansdo ou completamente expandidas de trés ramos da planta, aos 10 e 20
dias apds a inoculagdo. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, com

cinco repeticdes, sendo cada unidade experimental constituida por uma planta.

2.5. Distribuicéo dos sintomas da mancha foliar bacteriana

Para caracterizar o padrdo de distribuicdo dos sintomas da mancha foliar,
inocularam-se dez plantas com suspensdo bacteriana a 1x10°ufc/mL, cujo preparo
do indculo, inoculagcdo e avaliacdo da doenca foram feitos conforme como
previamente descrito (itens 2.2 e 2.3). Apds as inoculagdes, as plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro por 24 h, sendo posteriormente transferidas para
casa de vegetacdo. A severidade da doenca foi avaliada nas folhas 3, 4, 5, 6, 7 e 8,
no sentido apice-base de trés ramos da planta (Figura 1), aos 20 dias apds a
inoculagdo. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, com dez
repeticbes por tratamento, sendo cada unidade experimental constituida por uma

planta.



Figura 1 — Representacdo de ramos de eucalipto, indicando as folhas que foram
avaliadas nos ensaios para determinacdo do efeito da idade foliar na

colonizacdo bacteriana e expressao dos sintomas.

2.6. Quantificacdo e sintomatologia de Xanthomonas axonopodis em folhas de
eucalipto em diferentes idades

Para quantificar a colonizagdo bacteriana em folhas em diferentes idades
com sintomas distintos, empregou-se a técnica de microgota (Romeiro, 2001).
Foram inoculadas 90 plantas com suspensdo bacteriana a 1x10%ufc/mL,
preparadas conforme descrito no item 2.2. Depois de inoculadas, as plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro por 24 h, sendo posteriormente transferidas para
casa de vegetacdo. Aos 0, 5, 10, 15, 20 e 25 dias ap0s a inoculacédo, estimou-se 0
namero de coldnias bacterianas. Para isso, selecionou-se um ramo, no qual as
folhas 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 abaixo do apice apresentavam sintomas distintos de
infeccdo bacteriana. Destacou-se uma folha por estadio fenoldgico, da qual
retiraram-se dois discos de 1 cm cada. As folhas foram desinfetadas com alcool
50% durante 30 s, hipoclorito de sodio 2% durante 2 min. e enxaguadas em agua
estéril. O tecido foliar foi macerado em tubos de microcentrifuga (1,5 ml)
contendo 500 pl de solucédo salina. Completou-se o volume para 1.000 pl e foram
efetuadas as diluicées seriadas a 10*,102,10°,10%,10°, 10, 107,10%,10°,10% ou
10", Semearam-se 5 ul de cada diluicdo em meio de cultura 523 em placas de
Petri, que foram mantidas em camara de crescimento a 28 °C. Apds oito horas,

contou-se o nimero de colbnias em cada diluigao.



O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com trés
posicdes de folhas e seis tempos de avaliacdo, com cinco repeti¢bes, sendo cada

unidade experimental constituida por uma planta.

2.7. Severidade da mancha foliar bacteriana sob diferentes periodos de
camara Umida

Para avaliar o efeito do molhamento foliar, 48 plantas foram inoculadas
com suspenséo bacteriana a 1x10%ufc/mL, cujo preparo do indculo, inoculacio e
avaliacdo da doenca foram feitos como previamente descrito (itens 2.2 e 2.3).
Depois da inoculacdo, as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro sob
fotoperiodo de 12 h (36 umol.m?.s™). Apés 0, 3, 6, 12, 24, 48 ou 96 h, retiraram-
se as plantas, transferindo-as para casa de vegetacdo, onde permaneceram até o
término das avalia¢Oes. Plantas testemunhas foram inoculadas e mantidas em casa
de vegetacdo com auséncia de molhamento foliar pré e pos-inoculacgdo.
Quantificou-se a severidade aos 10, 20 e 30 dias ap6és a inoculagdo. Foi
empregado o delineamento inteiramente casualizado, com sete tempos de camara
umida e trés avaliagcBes ao longo do tempo, com seis repeticGes por tratamento;
cada unidade experimental foi constituida por uma planta.

2.8. Incidéncia da bacteriose em mudas sob diferentes sistemas de irrigacéo
Verificou-se o efeito de dois sistemas de irrigacdo na incidéncia da
mancha foliar bacteriana em mudas de trés clones (37219, 37297 e 37423) de E.
globulus. Para isso, empregaram-se mudas em fase de enraizamento, com
aproximadamente 35 dias de idade. O experimento foi realizado em um viveiro
comercial coberto; dez bandejas de cada clone foram submetidas a irrigacdo por
aspersdo, e outras dez bandejas. a um sistema de subirrigacdo. As avaliagOes
foram realizadas quando as mudas completaram 90 dias. Foi quantificada a
incidéncia (ndmero de plantas doentes em relagdo ao total da bandeja). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
composto por dois tratamentos, trés clones e dez repeti¢des, sendo cada bandeja

uma unidade experimental.



2.9. Severidade da mancha foliar bacteriana sob diferentes temperaturas

Para avaliar o efeito da temperatura, 24 plantas foram inoculadas com
suspensdo bacteriana a 1x10°ufc/mL; o preparo do inéculo, a inoculacdo e a
avaliacdo da doenga foram feitos como descrito anteriormente (itens 2.2 e 2.3). A
sequir, as plantas foram incubadas em cémara de nevoeiro e, apos 24 h,
transferidas para camara de crescimento a 18, 22, 26 ou 30°C, sob fotoperiodo de
12 h (36 umol.m?s™), onde permaneceram até o término das avaliagdes. A
severidade foi quantificada aos 10, 15, 20 e 25 dias ap0s a inoculacdo. Adotou-se
0 delineamento inteiramente casualizado, com quatro temperaturas e quatro
avaliacdes ao longo do tempo, com seis repeti¢des; cada unidade experimental foi

constituida por uma planta.

2.10. Infeccdo bacteriana em eucalipto sob diferentes combinacdes de
temperatura e tempo de camara Umida

Para avaliar o efeito do bindmio temperatura x molhamento foliar, 80
plantas foram inoculadas com suspensdo bacteriana preparada a 1x10%ufc/mL;
procedeu-se ao preparo do indculo, a inoculacdo e a avaliacdo da doenca
conforme previamente descrito (itens 2.2 e 2.3). Depois de inoculadas, as plantas
foram submetidas as temperaturas de 18, 22, 26 ou 30 °C e aos tempos de camara
de nevoeiro de 3, 6, 12, 24 ou 48 h sob fotoperiodo de 12 h (36 umol.m™?.s™). Para
cada combinacdo temperatura X tempo de camara Umida, as plantas foram
envolvidas individualmente com sacos de polietileno sobre uma armacdo de
arame, contendo no seu interior algoddao umedecido, e suas paredes foram
borrifadas com &gua. Essa armacédo foi retirada conforme os tempos de camara
umida pre-determinados e as plantas transferidas para casa de vegetacdo, onde
permaneceram até o término das avaliacdes. A severidade foi quantificada aos 20
dias apos a inoculagdo. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial (4x5), constituido de quatro temperaturas e cinco periodos de
molhamento foliar, com quatro repeticGes, sendo cada unidade experimental

constituida por uma planta.

2.11. Andlises estatisticas
Os dados obtidos dos experimentos foram submetidos as analises

estatisticas com auxilio dos programas SAS V. 9.1 (SAS, The SAS Institute Inc.,



version 6.01, Cary, NC, Estados Unidos) e STATISTICA, version 5. Os valores
de severidade e incidéncia da doenca, desfolha e colonizacdo bacteriana foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Posteriormente, para os dados de
severidade e desfolha realizou-se analise de regressao linear e ndo-linear, a fim de
selecionar os modelos com os melhores ajustes as curvas de progresso de doenga,
com base na menor soma de quadrados do residuo (SQR), no quadrado médio do
residuo (QMR) e na auséncia de tendéncias indesejaveis no grafico de residuo. O
modelo logistico foi o que propiciou o melhor ajuste da curva de progresso da
desfolha em funcdo do tempo. Com as médias dos dados de severidade para cada
periodo de cdmara Umida, ajustou-se o modelo exponencial negativo e, para cada
temperatura testada, ajustou-se o0 modelo monomolecular.

Os dados originais de colonizagdo bacteriana foram transformados em
Logio (ufc + 1); como nenhum modelo propiciou o ajuste satisfatério, apresentou-
se um grafico da média de ufc/cm em fungéo do tempo. No experimento de idade
da folha, as médias de severidade da doenca foram comparadas pelo teste de
Fischer LSD a 95%.



3. RESULTADOS

3.1. Progresso da mancha foliar bacteriana

Observou-se aumento significativo (P < 0,05) da desfolha com o tempo
apos a inoculacao (d.a.i.). Aos 10 d.a.i. ndo houve desfolha, enquanto aos 20, 30 e
40 dias apos a inoculagdo a desfolha media foi de 7,0, 225 e 27%,
respectivamente (Figura 2).

y= 27,45/(1+551exp(-0,26x))

Desfolha (%0)
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Figura 2 — Progresso da desfolha causada por Xanthomonas axonopodis em

plantas do clone 1006, hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla.

3.2. Distribuicéo dos sintomas da mancha foliar bacteriana

Constatou-se incremento significativo (P < 0,05) na severidade da doenca
com o aumento da idade da folha (Figura 3). A severidade média nas folhas mais
velhas (7 e 8), aos 20 dias ap0s a inoculacéo, foi de 17%, ao passo que em folhas

novas (3 e 4) e intermediarias (5 e 6) essa média foi de 0,17 e 1,7%,
respectivamente.



Severidade (%)
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Figura 3 - Severidade da mancha foliar causada por Xanthomonas axonopodis em
plantas do clone 1006, hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla, em folhas em diferentes estadios fenoldgicos (folhas 3, 4, 5,
6, 7 e 8). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de
Fisher (LSD; P = 0,05).

3.3. Quantificacao e sintomatologia de Xanthomonas axonopodis em folhas de

eucalipto em diferentes idades

A idade da folha influenciou significativamente a colonizagdo bacteriana
(P < 0,05) e a sintomatologia da doenga. Houve incremento da populagéo
bacteriana com o aumento da idade da folha, atingindo o maximo, 28,7 x 10™
ufc/cm, nas folhas 7 e 8 aos 20 dias; ja nas folhas mais jovens (3 e 4) e
intermediérias (5 e 6) a colonizacdo bacteriana foi de 1,22 x 10° e 13,4 x 10°
ufc/cm, respectivamente. Observou-se um decréscimo na populacdo bacteriana
aos 25 dias apdés a inoculacdo (Figura 4). Independentemente do estagio
fenoldgico das folhas, os sintomas da doenca inicialmente apresentaram-se como
pequenos pontos cloroticos, que evoluiram diferentemente com a idade da folha.
Em folhas jovens (3 e 4) as lesdes tornaram-se superficiais e secas, de coloracdo
marrom-clara, formando algumas vezes pequenos orificios e, ocasionalmente, o
aborto de lesdes. Nas folhas em estagio intermediario (5 e 6) as lesGes tornaram-se
angulares, de coloracdo amarronzada, com aspecto ressecado. Nas folhas mais

velhas (7 e 8) as lesOes apresentaram-se angulares internevurais encharcadas,
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localizadas nas bordas do limbo foliar e, ou, dispersas. Com o tempo estas lesdes
coalesceram, ocorrendo bronzeamento foliar e queda prematura dessas folhas
(Figura 5).
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Figura 4 — Colonizacdo bacteriana de Xanthomonas axonopodis em folhas em

diferentes estadios fenoldgicos (3, 4, 5, 6, 7 e 8) do clone 1006,

hibrido Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla.

Figura 5 — Sintomas causados por Xanthomonas axonopodis em folhas do clone
1006, hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, em
folhas em diferentes estadios fenologicos (folhas 3-4, 5-6, 7-8).
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3.4. Severidade da mancha foliar bacteriana sob diferentes periodos de
camara Umida

A duragédo do tempo de molhamento foliar influenciou significativamente
(P < 0,05) a severidade da doenca em eucalipto, havendo decréscimo na
severidade com o aumento do periodo de camara Umida, em todas as avaliacfes
realizadas (Figura 6). A severidade média, aos 30 dias apo6s a inoculacdo, em
plantas mantidas por 0 e 3 h em camara de nevoeiro foi de 12,8 e 6,1%,
respectivamente, enquanto naquelas mantidas por 48 e 96 h em camara Umida a
média foi de 4,3 e 3,2%, respectivamente. Plantas testemunhas, mantidas em casa
de vegetacdo na auséncia de molhamento foliar pré e pds-inoculacao, avaliadas 30

dias apds a inoculacdo, apresentaram severidade média de 1,2%.
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Figura 6 - Severidade da mancha foliar em plantas do clone 1006, hibrido de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, causada por
Xanthomonas axonopodis sob diferentes periodos de camara umida.

Cada ponto representa a média de seis repeticoes.

3.5. Incidéncia da bacteriose em mudas sob diferentes sistemas de irrigacdo
O sistema de irrigacdo influenciou significativamente (P < 0,05) a

incidéncia de X. axonopodis nos trés clones de eucalipto testados. A incidéncia foi
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maior quando as mudas independentes do clone foram submetidas a irrigacdo por

aspersdo (Figura 7).

Incidéncia (%)
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Figura 7 — Incidéncia da mancha foliar em plantas de trés clones de Eucalyptus
globulus, causada por Xanthomonas axonopodis sob diferentes
sistemas de irrigacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

pelo teste F da andlise de variancia (P = 0,05).

3.6. Severidade da mancha foliar bacteriana sob diferentes temperaturas

A temperatura influenciou significativamente (P < 0,05) a severidade da
doenga em eucalipto. Exceto a 22°C, a taxa de progresso da doenca aumentou
com o incremento da temperatura (Figura 8). Nesta temperatura, as plantas
exibiram alta incidéncia de ferrugem, o que pode ter afetado negativamente a
infeccdo bacteriana.
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Figura 8 - Severidade da mancha foliar em plantas do clone 1006, hibrido de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, causada por Xanthomonas
axonopodis sob diferentes temperaturas. Cada ponto representa a

média de seis repeticdes.

3.7. Infeccdo bacteriana em eucalipto sob diferentes combinacdes de

temperatura e tempo de camara Umida

Os sintomas de X. axonopodis foram observados em todas as combinacdes
de temperatura-tempo de molhamento foliar. No entanto, os dados de
porcentagem de area foliar lesionada ndo apresentaram normalidade e
homogeneidade na distribuicdo dos erros, 0 que ndo atendeu as pressuposicdes
para que fosse realizada a analise de variancia. Ndo obstante, a porcentagem de
area foliar lesionada variou em fungédo da temperatura e do tempo de molhamento
foliar. A porcentagem de area foliar lesionada foi maior nos periodos de
molhamento foliar entre 3 e 6 h, independentemente da temperatura avaliada
(Figura 9).
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Figura 9 — Severidade da mancha foliar em plantas do clone 1006, hibrido de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, causada por
Xanthomonas axonopodis sob diferentes temperaturas e periodos de

camara Umida. Cada ponto representa a média de quatro repeticoes.
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4. DISCUSSAO

O desenvolvimento da mancha foliar causada por Xanthomonas
axonopodis em eucalipto foi influenciado pela idade da folha, pelo periodo de
molhamento foliar e pela temperatura.

A porcentagem de desfolha aumentou significativamente com o tempo,
tendo o incremento maximo aos 40 d.a.i. A desfolha foi decorrente da elevada
severidade da doenca, na qual as lesbes coalesceram, culminando com
bronzeamento foliar e queda prematura das folhas.

A idade da folha afetou significativamente a colonizacdo e o
desenvolvimento dos sintomas causados por X. axonopodis. Aos 20 dias ap6s a
inoculacdo, folhas mais velhas apresentaram maior porcentagem de area foliar
lesionada e colonizacdo bacteriana (ufc/cm). Aos 25 dias apds a inoculacdo, houve
decréscimo na populagdo bacteriana para os trés estadios fenoldgicos,
provavelmente em conseqliéncia da intensa queda das folhas que exibiam maior
severidade da doenca, uma vez que neste experimento utilizaram-se amostras
destrutivas para cada tempo avaliado. O efeito da idade da folha na severidade de
doengas tem sido estudado em outros patossistemas. Diferentemente dos
resultados encontrados neste estudo, Stall et al. (1982) e Gottwald & Graham
(1992) verificaram que folhas jovens de Citrus sp. foram mais suscetiveis ao
cancro citrico, causado por X. axonopodis pv. citri. De forma analdgica no
patossistema Erwinia amylovora x magd, a resisténcia a infec¢cdo aumenta com a
idade da folha (Crosse et al., 1972). Silva (2007) observou que o aumento da
densidade estomatica foi acompanhado por aumento na severidade de X.
axonopodis em plantas de eucalipto. O autor constatou que folhas jovens
geralmente ndo apresentaram infeccdo, sendo coerente com a baixa densidade
estomética encontrada e estando de acordo com os resultados observados neste
trabalho.
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Entretanto, outros fatores também podem estar relacionados a
suscetibilidade da folha ao patdgeno. A menor severidade da doenca em folhas
jovens de eucalipto pode ser explicada pelo maior acimulo de ceras, que dificulta
o molhamento foliar e consequientemente, a infec¢do, uma vez que a bactéria
requer agua para disseminacdo, multiplicacdo e penetragdo nos tecidos do
hospedeiro. Para Graham (1992), caracteristicas das folhas que exercem influéncia
na infiltracdo da agua e no encharcamento do tecido foliar sdo as mais importantes
para o sucesso da infec¢do do patdgeno.

A sintomatologia distinta observada nos diferentes estadios fenoldgicos das
folhas na planta pode ser afetada por eventos pos-infecciosos. A quantidade e o
tipo de compostos fenolicos que ocorrem em folhas em diferentes idades podem
inibir a multiplicagéo bacteriana. Contudo, ainda n&o se conhecem os mecanismos
envolvidos na patogénese de eucalipto-X. axonopodis; dessa forma, ndo ha até o
momento explicagdes conclusivas para esse fendmeno. Os resultados encontrados
neste trabalho coincidem com observacdes de campo, em que folhas do terco
basal das plantas, ou folhas mais velhas de um mesmo ramo, sdo mais suscetiveis
em relacéo ao terco apical ou folhas mais jovens.

O molhamento foliar é fundamental para ocorréncia de doencas
bacterianas em plantas (Hirano & Upper, 1983). De acordo com essa premissa,
constatou-se baixa severidade da doenga em plantas que ndo foram mantidas sob
molhamento foliar pré-inoculacdo, o que indica a necessidade de uma lamina de
agua na superficie foliar para o estabelecimento da bacteriose em eucalipto.
Entretanto, observou-se menor severidade da enfermidade com o aumento do
periodo de molhamento foliar pds-inoculacdo. Neste patossistema, 0 molhamento
foliar pré-inoculacdo é mais importante que o pdés-inoculagdo. Resultados
similares foram encontrados por Fukui et al. (1999) trabalhando com X.
axonopodis pv. dieffenbachiae x antdrio. Estes autores concluiram que para essa
interacdo a &gua livre é fundamental apenas no estagio de penetracdo do patdégeno
nas folhas, e ndo apos a infeccdo e colonizacdo da bactéria na folha. Estudos em
outros patossistemas demontraram que periodos mais longos de molhamento
foliar favorecem o aumento da severidade da doenca (Zerh et al.,1996; Pria et al.,
2006).

A relacdo inversa entre molhamento foliar pds-inoculacdo e severidade da

doenga para o patossistema X. axonopodis x eucalipto pode ser explicada pela
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rapidez de penetracdo da bactéria em condigdes favoraveis e pela subsequente
lavagem do in6culo com o aumento da duracdo de molhamento foliar, resultando,
assim, em menor infeccdo do patdégeno. O sistema de irrigagdo utilizado no
viveiro comercial contribuiu enormemente para a incidéncia da mancha foliar
bacteriana. A irrigacdo por aspersdo, alem de permitir a formacéo de uma lamina
de agua sobre a folha, favorecendo o inicio da infeccdo e o progresso da doenga,
influencia também a disseminacdo do patégeno, por meio do respingo de gotas
contendo células bacterianas.

O aumento da temperatura provocou incremento na porcentagem de area
foliar lesionada causada por X. axonopodis em eucalipto. A faixa otima de
temperatura para o desenvolvimento da doenca situa-se entre 26 e 30 °C.
Temperaturas abaixo dessa faixa retardaram o desenvolvimento da doenga. A 22
°C observou-se menor porcentagem de area foliar lesionada que a 18 °C, fato este
que pode ser explicado pela alta incidéncia de ferrugem (Puccinia psidii) nas
plantas. Observou-se que as pustulas de P. psidii se sobrepunham as lesdes
causadas por X. axonopodis. Em estudos similares foi observado que a severidade
dos sintomas causados por bacterioses aumenta no sentido das maiores
temperaturas (Zerh et al., 1996; Fukui et al., 1999; Pria et al., 2006). A maior
intensidade de X. axonopodis em plantas de eucalipto em temperaturas elevadas
correlaciona-se com observagdes in vitro (dados ndo publicados), sugerindo que o
metabolismo da bactéria é acelerado em temperaturas elevadas, decrescendo
significativamente nas mais baixas. Os resultados deste trabalho coincidem com
observacdes realizadas em viveiros florestais, em que a maior severidade da

bacteriose ocorre em épocas mais quentes do ano.
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5. CONCLUSOES

Segundo resultados deste trabalho, concluiu-se que:

Considerando que a maior severidade da doenca é observada aos 20 dias apds
a inoculacdo (d.a.i.) e a desfolha aos 30 d.a.i., recomenda-se que as avaliacdes
de efeitos de tratamentos e genotipos quanto a X. axonopodis sejam realizadas
nesses tempos.

Folhas mais velhas de eucalipto (7 e 8) sdo mais suscetiveis a X. axonopodis,
pois nelas ocorrem maior colonizacdo bacteriana e maior severidade da
doenga lesionada.

O molhamento foliar pré-inoculacéo é fundamental para o desenvolvimento da
doenca.

Quanto maior o periodo de camara Umida pos-inoculacdo, menor a severidade
da doenga em eucalipto.

Na faixa de temperatura testada, a temperatura 6tima para o desenvolvimento
da doenca foi entre 26 e 30 °C.
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