ADERLAN GOMES DA SILVA

HISTOPATOLOGIA E INFLUENCIA DE NUTRIENTES NA
INTENSIDADE DA BACTERIOSE FOLIAR DO EUCALIPTO
CAUSADA POR Xanthomonas axonopodis.

VICOSA

Tese apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de P6s-Graduagdo em
Fitopatologia, para obtencao do
titulo de Doctor Scientiae.

MINAS GERAIS — BRASIL

2007



Ficha catalografica preparada pela Sec¢iio de Catalogacio e
Classificaciio da Biblioteca Central da UFV

T

Silva, Aderlan Gomes da, 1977-
S586h Histopatologia e influéncia de nutrientes na intensidade
2007 da bacteriose fohiar do eucalipto causada por

Xanthomonas axonopodis /| Aderlan Gomes da Silva. —
Vigosa, MG, 2007.
xi, 58f. : il. (algumas col.) ; 29cm.

Orientador: Acelino Couto Alfenas.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de

Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Mancha foliar. 2. Eucalipto - Doengas e
pragas - Controle. 3. Bactérias fitopatogénicas. 4.
Relagdo hospedeiro-parasito.
5. Xanthomonas axonopodis. 1. Universidade Federal de
Vigosa. II. Titulo.

CDD 22.ed. 632.32




ADERLAN GOMES DA SILVA

HISTOPATOLOGIA E INFLUENCIA DE NUTRIENTES NA
INTENSIDADE DA BACTERIOSE FOLIAR DO EUCALIPTO
CAUSADA POR Xanthomonas axonopodis.

Tese apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pé6s-Graduagédo em
Fitopatologia, para obtengdo do
titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 28 de marc¢o de 2007.

Nairam Félix de Barros Luiz Anténio Maffia
(Co-Orientador) (Co-Orientador)
Claudia Alencar Vanetti Reginaldo Gongalves Mafia

Acelino Couto Alfenas
(Orientador)



Aos meus pais, irmaos, esposa e sobrinhos.

ii



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vigosa, por meio do Departamento de
Fitopatologia, pela oportunidade de realizagao do curso.

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

A empresa Aracruz Celulose S. A., nas pessoas do senhor Robert
Cardoso Sartério e Dr. Sebastido da Fonseca, pelo apoio e sugestdes dadas
para realizagao do projeto.

Ao Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa, na
pessoa do professor Nairam Félix de Barros, pelo empréstimo da casa de
vegetacao para realizagao deste trabalho.

Ao professor Acelino Couto Alfenas, pela orientagdo, apoio e confianga.

Ao professor Eduardo Euclydes de Lima e Borges, por possibilitar a
realizagdo das analises dos agucares.

Ao professor Nairam Félix de Barros e a Dra. Claudia Alencar Vanetti,
por todas as contribui¢cdes, conselhos e ajuda na teoria e prética.

Ao laboratorista José Mauro Ferreira, pela ajuda na analise de
monossacarideos.

Ao professor Francisco Alves Ferreira por todos os ensinamentos, pelas
opinides, pelo exemplo profissional, pela amizade e por ter inspirado meu
ingresso no estudo de doencas de plantas.

Aos amigos da pds-graduacdo, Wania, Roséngela, lvanete, Danielle e
Ricardo Brainer pela ajuda, pela amizade e pelo companheirismo.

Ao laboratorista Renildo pela amizade.

iii



Aos amigos do laboratorio, Eraclides Ferreira, Carla Rosado, Vanessa
Lana, Cintia Xavier, Daniela Neves, Marcia Brandao, Miranda, Talyta Zarpelon,
Elisingela Nascimento, Daise Bernardino, Sandra Euldlia, Douglas Lau,
Guilnerme Geingermeir, Marcio, Ricardo Roberto, Ricardo Martins, Leonardo
Sarno, Rodrigo Neves, Alex Freitas, Edival Zauza, Lucio, Francisco A. Neto,
pela amizade.

Aos colegas de republica, Ricardo Brainer, Bruno, Everaldo, Cristiano,
Evander e Rosilene pela 6tima convivéncia.

A Claudia, pela companhia, pelo carinho, pelo apoio, pela amizade e
pelas sugestdes e ajuda para realizacao deste trabalho.

Aos meus sobrinhos Bianca e Davi, pela alegria proporcionada.

Aos meus irmaos Aderbal e Roquilane, que me apoiaram, auxiliaram e
incentivaram em todos os momentos, desde o inicio de minha vida.

Aos meus pais pelo amor, incentivo e apoio incondicional.

A Deus, por tudo, especialmente por minha familia e amigos.

iv



BIOGRAFIA

ADERLAN GOMES DA SILVA, filho de José Gomes da Silva e Eremita
Ramos da Silva, nasceu no dia 21 de fevereiro de 1977, em Sete Lagoas,

Minas Gerais.

Em 1995 concluiu o curso de Técnico em Metalurgia na Escola Técnica

de Sete Lagoas.

Em marco de 1996 iniciou o curso de graduacdo em Engenharia
Florestal na Universidade Federal de Vigcosa, Minas Gerais, concluindo-o em
marco de 2001. No més de abril do mesmo ano iniciou o curso de mestrado em
Fitopatologia na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais. Defendeu a
dissertagdo de Mestrado em fevereiro de 2003. Em abril do mesmo ano,
ingressou no curso de doutorado em Fitopatologia, na mesma instituicao, tendo
defendido tese em marco de 2007. Foi contratado pela Universidade Estadual
de Goias para lecionar Patologia Florestal, Dendrologia e Ecologia Florestal em

agosto de 2007.



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt sa e enens viii
ABSTRACT ..ottt ettt ettt et se et eseesseseeseesseneeseenaas X
1. —=INTRODUGAO GERAL ..........cooomimiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
2 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ............cooooviiriiniiesieeeieseeeies s 3
ARTIGO Tttt et eanes 5
RESUMO. ...ttt e et es s e eae e enenas 5
ABSTRAGCT ...ttt ettt e st et et ess et et esseseeseessesseseeneas 6
1 INTRODUGAO ... 7
2. = MATERIAL E METODOS .....covviiiiiriirisseies s 8
2.1. - Cultivo das Plantas .........cooeiieiiiiiee e 8
2.2.- Preparo do indculo € INOCUIAGAD. ......cc.eeuiriieiiiieie e 8
2.3. - Avaliagao da dOBNGA.......ccueiiieeiieiieeiie et 9
2.4. - Penetragao € COlONIZAGAOD ......ocuvieiieiieeiiieiieieee e e 9
2.5. - Relagao entre nimero de estématos e severidade da doenga.............. 11
3. —RESULTADOS.......ooiteteeeeee ettt ettt es et s 12

3.1. — Penetracéo e colonizagao de Xanthomonas axonopodis em folhas de

BUCAIIPLO ..ttt 12
3.2. — Relagao entre numero de estdmatos e severidade da doenga............. 14
4. = DISCUSSAOD ....omtrriirriiereiieseesss et 14
6. — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ovirreenrreererreenseessnsesessssssse 18
ATTIgO 2.t 25

vi



RESUMO ...ttt 25

ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt et be e seennes 26
1 INTRODUGAO ... 27
2. = MATERIAL E METODOS ......covviuiiiriieeiisiies e 31
2.1. - Cultivo das plantas .........ccooeeieiiiiiiee e 31
2.2.- Preparo do indculo € INOCUIAGED. .......ccuevieiiiieiiiieiceeeeee e 32
2.3. - Avaliagéo da intensidade da doenga..........cccceeevueeieieiieiesiee e 33
2.4. — Intensidade da doenga em relacao ao manejo nutricional.................... 33
2.4.1. — Experimentos em casa de vegetagao ..........cceoeeveeienieieneeieneenne. 33

2.4.2. Incidéncia da mancha foliar e de mofo cinzento em mudas tratadas

com diferentes niveis de cloreto de potassio........cc.cceceeverieieiiieiennn. 36
3. —RESULTADOS ... .ottt ettt 37
3.1. — Efeito de nutrientes na severidade da doenga ..........cccccecveverieniceiennene. 37

3.1.1. — Influéncia da aplicacao de cloreto de potassio em mudas de

eucalipto em viveiro comercial de producao de mudas...................... 40
4. DISCUSSAD ....ocoomrvireieeisesiiesiees sttt 40
5. - REFERENCIAS ....oouvviirieiiereeeies et ssssss s sssses s ssssssssssnens 45
6. — CONCLUSOES GERAIS ... 57

vii



RESUMO

SILVA, Aderlan Gomes da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2007. Histopatologia e influéncia de nutrientes na intensidade da
bacteriose foliar do eucalipto causada por Xanthomonas axonopodis.
Orientador: Acelino Couto Alfenas. Co-Orientadores: Nairam Félix de Barros
e Luiz Antonio Maffia.

Este trabalho objetivou estudar a pré-penetracdo e penetragcdo de
Xanthomonas axonopodis em folhas de eucalipto, verificar a importancia do
indice estomatico e da idade da folha na suscetibilidade da planta ao patégeno
e estudar a influéncia do status nutricional das plantas na suscetibilidade a
doenca. Por meio de microscopia eletrénica de varredura, observou-se que o
patégeno penetra por estbmatos, havendo a formacdo de microcol6nias na
camara sub-estomatica e no interior de cavidades secretoras, 6 horas apos a
inoculagdo. Aos oito dias apds a inoculagdo, observou-se a ruptura da
epiderme e no interior dos tecidos uma grande massa de bactérias e uma
substancia mucilaginosa préxima as células bacterianas. A quantidade de
bactérias aumentou com o periodo de incubacgéo. A influéncia de portas-de-
entrada (estbmatos) sobre a suscetibilidade das plantas a bacteriose foi
estudada utilizando-se clones com diferentes niveis de resisténcia. Amostras
de folhas de mesma posicdo no ramo foram coletadas e submetidas ao
clareamento com cloral hidratado e a microscopia de luz para avaliar o indice
estomatico nas plantas de diferentes clones e determinar a existéncia da
relacdo entre numero de estdbmatos e severidade da doenca. A severidade da
doenca néo se relacionou com o indice estomatico. Para avaliar a influéncia da
idade das folhas na suscetibilidade a doenga, plantas de cinco clones foram

inoculadas da primeira a sexta folhas. Folhas mais velhas apresentaram maior
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percentagem de area foliar lesionada. Para testar a influéncia de nutrientes na
suscetibilidade a doenca realizaram-se trés ensaios em casa de vegetacao e
um em viveiro comercial de produgdo de mudas. Em casa de vegetacao foram
utiizadas mudas de clones hibridos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis cultivadas com em vasos contendo areia, e irrigadas com diferentes
solugdes nutritivas, suplementadas com cobre, boro, potassio, calcio e, ou
nitrogénio. A acéo de cobre, boro e calcio foi variavel. A influéncia do manejo
de nitrogénio e notadamente do potassio sobre a intensidade da doenca foi
consistente e apresentou elevado potencial de utilizagdo. Niveis intermediarios
de nitrogénio na solugao nutritiva aumentaram a suscetibilidade das plantas a
bacteriose. A intensidade da bacteriose reduziu com o aumento dos niveis de
potassio na solugdo nutritiva. A reducdo da bacteriose péde, em parte, ser
explicada por uma reducado da relagdo nitrogénio/potassio e por um aumento
no teor de agucares no tecido foliar. Devido ao efeito do potdssio em casa de
vegetacao, testou-se, em viveiro, o efeito da aplicagdo de KCI em mudas de
dois clones de Eucalyptus globulus. A incidéncia da bacteriose reduziu com o
aumento da concentracdo de KCI aplicada, mas houve aumento na incidéncia
de mofo cinzento nas mudas. O manejo da nutricdo mineral, especialmente do
potassio, apresenta grande potencial de utilizagdo no manejo da mancha foliar

do eucalipto causada por X. axonopodis.
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ABSTRACT

SILVA, Aderlan Gomes da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2007. Histopathology and influence of nutrients in the intensity of leaf
bacterial blight of eucalyptus caused by Xanthomonas axonopodis.
Advisor: Acelino Couto Alfenas. Co-Advisors: Nairam Félix de Barros and
Luiz Antonio Maffia.

This work aimed at to study the pre-penetration and penetration of
Xanthomonas axonopodis in eucalyptus leaves, to verify the importance of the
stomatal index and of the leaf age in the susceptibility of the plant to the
pathogen and to study the influence of the plant nutritional status in the
susceptibility to the disease. By means of scanning electron microscopy, it was
observed that the bacteria penetrates the leaves by the stomata and that
formation of microcolonies has occurred in the substomatal chamber and inside
the secretors cavities 6 hours after the inoculation. At the eighty day after the
inoculation, the rupture of the epidermis was observed and inside the tissue
was a great mass of bacteria involved in a mucilage-like substance. The
amount of bacteria increased with the incubation period. The influence of
stomata in the susceptibility of the plants to the bacterial blight was studied
being used clones with different resistance levels. Samples of leaves of same
position in the branch were collected and submitted to the clearing with
hydrated clorox and to the light microscopy to evaluate the stomatal index in the
plants of different clones and to determine the existence of the relationship
between number of stomata and severity of the disease. The severity of the
disease didn't link with the stomatal index. To evaluate the influence of the leaf
age in the susceptibility to the disease, plants of five clones were inoculated

from the first to the sixth leaves. Older leaves presented larger percentage of



diseased area. To test the influence of nutrients in the susceptibility to the
disease were done three tests in glasshouse and one in commercial nursery.
Eucalypts seedlings of hybrid clones from Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis were cultivated in vases containing sand, and irrigated with different
nutrient solutions, with different levels of copper, boron, potassium, calcium
and, or nitrogen. The copper, boron and calcium action was variable. The
influence of the management of nitrogen and especially of the potassium was
consistent in reducing the disease intensity and it presented high use potential.
Intermediate levels of nitrogen in the nutrient solution increased the
susceptibility of the plants to the bacterial blight. The intensity of the bacterial
blight reduced with the increase of the potassium levels. The reduction of the
disease was partially explained by a reduction of the relationship
nitrogen/potassium and for an increase in the amount of sugars laves. Due to
the effect of the potassium in glasshouse, it was tested, in nursery, the effect of
the application of KCI in seedlings of two clones of Eucalyptus globulus. The
incidence of the bacterial blight reduced with the increase of the concentration
of KCI applied, but the incidence of gray mold in the seedlings increased. The
management of the mineral nutrition, especially of the potassium, presents

great use potential in the control of bacterial blight of eucalypts.
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1. —INTRODUGAO GERAL

A mancha foliar bacteriana, causada principalmente por Xanthomonas
axonopodis incide em mudas em viveiro e plantas jovens no campo (Alfenas et
al., 2004) induzindo lesdes internervurais, encharcadas, que progridem para
lesbes necréticas ressecadas, podendo ocasionar desfolha intensa sob
condicOes favoraveis a doenga. Em viveiro, tem sido mais freqlente nas fases
de crescimento e rustificacdo, em que a irrigacao por aspersdao € a agua da
chuva proporcionam molhamento foliar essencial a disseminagao, multiplicacao
e penetragdo da bactéria. Mudas com elevada infec¢do e desfolha tornam-se
inaptas para plantio no campo em virtude da redugéo da area fotossintética.

Bactérias que infectam folhas podem penetrar através de ferimentos ou
aberturas naturais como hidatédeos e estématos (Huang, 1986; Hugouvieux et
al., 1998; Romeiro, 2005). O processo infeccioso é afetado por diversos fatores
que atuam em pré e pds-penetragcdo. Dentre os que atuam antes da
penetracdo, incluem-se a presenga de cera na superficie foliar, a
disponibilidade de nutrientes, a formacdo de agregados bacterianos, o
tamanho, o nimero e a morfologia dos estdmatos, a presenca ou nao de outros
microrganismos (Mercier e Lindow, 2000; Marcell e Beattie, 2002; Monier e
Lindow, 2005). Ap6s a penetracdo, a colonizagcdo pode ser afetada pela
producao de exopolissacarideos pela bactéria, pela capacidade da bactéria em
promover o extravasamento de eletrdlito celular do hospedeiro para os espagos
intercelulares, pela inter-relacéo entre bactérias e pela capacidade e velocidade
das respostas do hospedeiro a infeccao (Boher et al., 1997; Beattie e Lindow,

1999).



Apesar da importancia atual da bacteriose foliar do eucalipto, ndo se
conhece o processo de infeccao e colonizagdo da bactéria, fundamental no
estudo das relagdes patdgeno-hospedeiro, para embasar estratégias de
controle.

Na eucaliptocultura, o controle da bacteriose tem sido executado por
praticas de manejo que reduzem as fontes de in6culo e as condi¢coes
favoraveis a infec¢do. Dentre essas praticas, incluem-se a eliminacao de folhas
e plantas doentes, o uso de irrigacdo por gotejamento ou subirrigacdo, a
propagacgao de clones suscetiveis em épocas desfavoraveis a infecgédo, o uso
de viveiros com cobertura e a utilizagdo de material propagativo e ferramentas
livres do patégeno (Alfenas et al., 2004). Entre essas medidas, a mais eficiente
consiste em evitar o molhamento foliar, que muitas vezes torna-se muito
dispendioso por exigir subirrigacdo por capilaridade e cobertura do viveiro em
todas as fases da produgcédo de mudas. Como essas praticas sdo dispendiosas
e nem sempre exequiveis em todos os viveiros, aventou-se a hipétese de que o
manejo da nutrigdo constitui uma alternativa viavel para o controle da
bacteriose foliar do eucalipto, dado que os nutrientes minerais tém importantes
fungbes no metabolismo das plantas, influenciando no crescimento e
desenvolvimento, na producao (Taiz e Zeiger, 2004) e também na incidéncia e,
ou, na severidade de doencgas (Zambolim e Ventura, 1993).

A acédo dos nutrientes em relacdo a doencgas em plantas varia de acordo
com o nutriente, a espécie hospedeira e o patdégeno. Os nutrientes podem
aumentar ou reduzir a intensidade de infeccado (Silveira e Higashi, 2003).
Diversos trabalhos mostraram os efeitos de nutrientes em varios patossistemas
(Biggs, 1999; Bécot et al., 2000; Long et al., 2000; Kim et al., 2002), mas seu

modo de agao ainda nao foi totalmente esclarecido.



Este trabalho teve como objetivos estudar os estadios iniciais do
processo de infeccdo da planta pelo patégeno, a colonizacdo de tecidos pelo
patdgeno, a influéncia do numero de portas de entrada (estbmatos) na
incidéncia e na severidade da doenca (Artigo 1) e a influéncia de nutrientes na
severidade e na incidéncia da mancha foliar bacteriana do eucalipto causada
por Xanthomonas axonopodis (Artigo 2). Esta tese encontra-se dividida em dois

artigos escritos segundo as normas da revista Fitopatologia Brasileira.
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Artigo 1
Histopalogia da interacao Xanthomonas axonopodis e eucalipto.

Aderlan Gomes da Silva, Acelino Couto Alfenas, Claudia Alencar Vanetti,
Nairam Félix de Barros.

RESUMO

A mancha foliar do eucalipto causada por Xanthomonas axonopodis
inicia-se com manchas cloréticas que progridem sucessivamente para
anasarca, necrose e desfolha. A doenca ocorre com maior intensidade em
folhas expandidas, mas a penetracao e colonizacao da bactéria, fundamentais
para embasar estratégias de controle, ainda nao foram estudados. Por meio de
microscopia eletrénica de varredura, observou-se que o patégeno penetra por
estbmatos, havendo a formacao de microcolénias na camara sub-estomatica e
no interior de cavidades secretoras 6 horas apds a inoculagdo. Aos oito dias
apos a inoculagéo, observou-se a ruptura da epiderme e no interior dos tecidos
uma grande massa de bactérias e uma substancia mucilaginosa proxima as
células bacterianas. A quantidade de bactérias aumentou com o periodo de
incubacdo. A influéncia de portas-de-entrada (estdbmatos) sobre a
suscetibilidade das plantas a bacteriose foi estudada utilizando-se clones com
diferentes niveis de resisténcia. Amostras de folhas de mesma posi¢cdo no
ramo foram coletadas e submetidas ao clareamento com cloral hidratado e a
microscopia de luz para avaliar o indice estomatico nas plantas de diferentes
clones e determinar a existéncia da relagdo entre numero de estdbmatos e
severidade da doencga. A severidade da doenca ndo se relacionou com o indice
estomatico. Para avaliar a influéncia da idade das folhas na suscetibilidade a
doenca, plantas de cinco clones foram inoculadas da primeira a sexta folhas.

Folhas mais velhas apresentaram maior percentagem de &rea foliar lesionada.



Histopathology of Xanthomonas axonopodis and eucalypts interaction.

ABSTRACT

The bacterial leaf blight of eucalypts caused by Xanthomonas
axonopodis begins with clorotic lesions that develop to water soaking lesions
followed by necrosis, and may result in intense leaf fall. The disease occurs with
larger intensity in expanded leaves, but the penetration and colonization of the
pathogen were not yet studied. The understanding of these events has singular
importance to control the disease. In this work was shown that the ingress of
the pathogen has occurred through stomata. It was observed bacterial
aggregates in intercellular spaces in internal leaf tissues 6 h.a.i. Clorotic lesions
were observed at SEM eight days after the inoculation and was observed that
the leaf epidermis was disrupted. Inside the tissues was observed a big mass of
bacteria and a slime-like substance next to the bacterial cells. The amount of
bacteria increased with the incubation period. To determine the influence of the
number of entry sites on the host susceptibility, leaves from five eucalypts
clones were collected before inoculation and had their stomatal index evaluated
by light microscopy. There was no relationship between stomatal index and
disease susceptibility. Leaves from one to six of five eucalypts clone plants
were inoculated in order of studying the influence of leaf age in disease
susceptibility. It was observed that the disease susceptibility increased with the

aging of eucalypts leaves.



1. INTRODUGCAO

A mancha foliar do eucalipto causada por Xanthomonas axonopodis
Vauterin ocorre em plantas no viveiro e no campo (Gongalves, 2003). No
viveiro tem sido mais freqlente nas fases de crescimento e rustificacdo, em
que a irrigagao por aspersdo e a agua da chuva proporcionam condigdo de
molhamento foliar essencial para a penetracdo da bactéria. A remocao de
folhas doentes, auséncia de molhamento da parte aérea das plantas a
multiplicacdo de clones suscetiveis em épocas do ano que sejam menos
favoraveis a ocorréncia da bacteriose tém sido as medidas de controle
recomendadas (Alfenas et al., 2004).

Bactérias que infectam folhas podem penetrar por ferimentos ou
aberturas naturais como hidatédeos e estématos (Huang, 1986; Hugouvieux et
al., 1998; Romeiro, 2005). O processo infeccioso é afetado por diversos fatores
que atuam em pré e pds-penetragcdo. Dentre os que atuam antes da
penetracdo, incluem-se a presencga de cera e a disponibilidade de nutrientes na
superficie foliar, a formagédo de agregados bacterianos, o tamanho, nimero e
morfologia dos estdbmatos, a presengca ou ndo de outros microrganismos
(Marcell e Beattie, 2002; Monier e Lindow, 2003; Monier e Lindow, 2005).

Além da capacidade e velocidade das respostas do hospedeiro a
infeccao, a colonizacao pode ser afetada pela producao de exopolissacarideos
pela bactéria, pela capacidade da bactéria em promover o extravasamento de
eletrélito celular do hospedeiro para os espacos intercelulares e pela inter-
relagéo entre bactérias (Boher et al., 1997; Beattie e Lindow, 1999; Yun, 2006).
O conhecimento do processo de infeccdo e colonizacdo dos tecidos do
hospedeiro é fundamental no estudo das relagdes entre patégeno e hospedeiro

a fim de embasar estratégias de controle da doenga, objeto deste estudo.



2. — MATERIAL E METODOS

2.1. - Cultivo das plantas

Mudas de cinco clones hibridos (clones 1501, 6011, 6061, 6075 e 6084)
de Eucalyptus urophylla Blake x Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, com 50 dias
de idade, com raizes nuas e lavadas foram transplantadas para vasos com
capacidade de 1,8 L contendo areia lavada. As mudas foram irrigadas com a
solugéo nutritiva numero 1 utilizada em minijardim clonal (Alfenas et al., 2004),
com algumas modificacbes. Para preparo das solucbes foram utilizados
fertilizantes comerciais. Cada planta recebeu 200 mL de solugdo por dia,
divididos em quatro aplicacdes de cerca de 50 mL, sendo duas no periodo da
manha e duas a tarde. As solugdes estoque de macro e micronutrientes
utilizadas foram compostas por: solucao estoque 1: nitrato de calcio (23 g/L),
cloreto de potassio branco (6 g/L), nitrato de potassio (3,5 g/L), fosfato
monoamo®nico (2,4 g/L); solucao estoque 2: sulfato de magnéssio (9,1 g/L),
quelato de ferro Tenso Ferro (1,3 g/L); solucao estoque 3: acido bérico (3,5
g/L), sulfato de zinco (0,6 g/L), sulfato de manganés (1,4 g/L), sulfato de cobre
(0,125 g/L), molibdato de so6dio (0,05 g/L). A solucao de irrigacao foi constituida
de 1 L da solucdo estoque 1, 1 L da solucédo estoque 2 e 20 mL da solucao

estoque 3, diluidos em 25 litros de agua.

2.2.- Preparo do inéculo e inoculagao

Empregou-se o isolado BSC475 de X. axonopodis identificado por
Gongalves (2003), oriundo de folhas infectadas de plantas de eucalipto do
clone 475, hibrido de E. urophylla x E. grandis, do sul do estado da Bahia. O

isolado foi repicado a partir de tubos da cultura armazenados em glicerol a -20
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°C para placas de Petri contendo meio 523 (Kado e Heskett,1970). As placas
foram mantidas a 28 °C até o crescimento bacteriano, quando este foi repicado
para meio 523, visando-se a producédo de indculo bacteriano em suspenséo
salina. Apds 36 h a 28 °C, adicionou-se 1 mL de solucao salina (0,9 % de NaCl)
e as colbnias foram raspadas com uma al¢ca de Drigalsky. O numero de
unidades formadoras de col6nias (u.f.c.) da suspensdo bacteriana foi
determinado indiretamente, com o uso de espectrofotdmetro Beckman (modelo
DU-640), de acordo com testes preliminares realizados no laboratério. A
suspensdo de células bacterianas foi diluida até aproximadamente 10%
u.f.c./mL, que corresponde a densidade 6tica de 0,15 (A = 540 nm).

As plantas permaneceram em casa de vegetacao até a véspera da
inoculagao, quando foram mantidas em camara de nevoeiro, a 25 °C, por 12 h.
Apos esse periodo foram aspergidas com a suspensado de inéculo (ODs4o =
0,15) e a seguir foram novamente alojadas na cadmara de nevoeiro por 24 h,
com fotoperiodo de 12 h e intensidade de luz de 12 pmol.s*.m2 Em seguida,
foram transferidas para casa de vegetacdo onde permaneceram até a

avaliagcdo. A temperatura variou de 18 a 42 °C durante o experimento.

2.3. - Avaliagao da doenca

Para avaliar a severidade (percentagem de area foliar lesionada),
imagens das folhas de dois ramos de cada planta foram digitalizadas em
“scanner”, e mensuradas com o programa Quant 1.0, para Windows (Vale et
al., 2001).
2.4. - Penetracao e colonizacao

Estudou-se a interagédo entre fitobactéria e planta, antes da colonizagao

dos tecidos do hospedeiro, com microscopia eletrénica de varredura para



verificar a disposicao das células bacterianas antes de ingressarem na folha e
determinar a porta-de-entrada do patdégeno no tecido foliar. Para isso, mudas
dos clones 6075 e 6084, hibridos de eucalipto que diferem quanto a
suscetibilidade a bacteriose, foram inoculadas como ja descrito. Para avaliagao
dos eventos de pré-penetracdo e penetragao propriamente dita, as folhas foram
coletadas a 1, 3, 6, 12, 18 e 24 h ap6s a inoculagdo. De cada planta,
coletaram-se as folhas cinco e seis a contar do apice do ramo (Figura 1). Cada
folha foi seccionada e os fragmentos, com cerca de 1 cm?, foram fixados por 1
h em solugao contendo glutaraldeido a 3 % e formaldeido a 1,5 % em solucéo-
tampao de fosfato de potassio a 0,05 M, pH 6,8. Apds a fixacao, os fragmentos
foram lavados seis vezes, durante 10 min, na mesma solucao-tampao. Apés a
lavagem, as amostras foram desidratadas em série etandlica crescente de 30,
50, 70, 80, 95 e 100% por 10 min, sendo realizadas trés passagens na ultima
concentracdo. O material foi submetido a secagem ao ponto critico, usando-se
CO, liquido, no aparelho Critical Point Drier, Bal-Tec CPD 030. A seguir os
fragmentos tissulares foram aderidos em suportes metalicos (stubs) com fita
adesiva de carbono dupla face e cobertos com ouro por meio de pulverizagdes
catddicas (Sputter Coating Balzers — FDU 010). As amostras foram observadas
no microscopio eletrénico de varredura (modelo LEO, 1430 VP) com
aceleracao de 20 KV e distancia de trabalho de 10 -15 mm.

Para avaliar a colonizagao bacteriana no interior dos tecidos, sec¢des de
folhas com aproximadamente 10x3 mm de largura foram obtidas com o auxilio
de uma lamina de barbear, a partir de folhas coletadas nos tempos citados
anteriormente. As secgbes de folhas foram preparadas como descrito no
paragrafo anterior para observagbes ao microscopio eletrénico de varredura,

exceto que elas foram dispostas lateralmente sobre os suportes metdlicos para
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serem observadas transversalmente para determinar os sitios ocupados pelas

bactérias.

2.5. - Relagao entre numero de estématos e severidade da doenca

Para determinar a relacdo entre severidade da doenca e numero de
estdbmatos, cinco mudas dos clones 6061, 6075, 6084, 6011 e 1501, foram
aspergidas com uma suspenséo de X. axonopodis, com aproximadamente 1 x
10 ® u.f.c/mL. O preparo do inéculo e inoculagdo foram realizados como
descrito em 2.2 e a avaliacdo da percentagem de area foliar lesionada, como
em 2.3. Para avaliar o indice estomatico (100 x n° de estébmatos/(niUmero de
estbmatos + n° células epidérmicas)) antes da inoculacdo, as folhas cinco e
seis (Figura 1) foram coletadas e submetidas a diafanizacdo conforme
metodologia adaptada de Longo et al., (1994). Amostras das folhas foram
clareadas com cloral hidratado diluido em &gua destilada a 5:2 (v/v), durante
cinco dias, em ambiente de laboratério (cerca de 25 °C). Apds o clareamento,
as amostras foram mantidas em lactofenol durante 24 h e a seguir dois
fragmentos de cada folha, com cerca de 0,3 cm?, foram dispostos em cada
lamina contendo lactofenol-azul de algodao (0,25%) de modo que a face
abaxial ficasse voltada para cima. A amostra foi coberta com laminula e
observada em microscépio de luz transmitida com aumento de 200 vezes.
Avaliou-se a densidade estomatica em cinco campos microscépicos para cada
seccao de tecido. Considerou-se cada folha como uma repeticdo e foram
realizadas dez repeticobes por clone. O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualizado. Os dados de percentagem de area
foliar lesionada e de indice estomatico foram submetidos a andlise de

variancia. Os dados de percentagem de area foliar lesionada (x) foram
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transformados para ./(x+0,1) para realizacdo da analise de variancia. Foi

realizada andlise de correlacdo ndo paramétrica, de Spearman, entre o indice
estomatico e a percentagem de area foliar lesionada. As andlises estatisticas

foram realizadas com o programa Statistica 5.5.

2.6. - Influéncia da idade da folha

Utilizaram-se plantas dos clones 1501, 6011, 6061, 6075 e 6084 para
estudar a influéncia da idade da folha na suscetibilidade a doenca. Inocularam-
se as folhas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 como anteriormente descrito. Foram avaliadas
duas folhas de cada estagio fenologico por planta quanto a percentagem de
area foliar lesionada 30 dias apds a inoculagdo. Cada planta foi considerada
uma unidade experimental, sendo realizadas cinco repeticées. Para anélise dos
dados, para cada repeticdo, as folhas foram consideradas aos pares
considerando-se o estagio fenolégico, sendo analisadas a média das folhas 1 e
2, 3 e 4 e folhas 5 e 6. O experimento consistiu de um delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial, com cinco clones e trés estadios
fenolégicos. Os dados de percentagem de area foliar lesionada foram
submetidos a analise de variancia e teste LSD de Fisher ao nivel de 5 % de

significancia com o programa Statistica 5.5.

3. —RESULTADOS
3.1. — Penetracéo e colonizagédo de Xanthomonas axonopodis

Nao foram observadas células bacterianas na superficie de folhas nao
inoculadas, porém nas demais plantas, 1 h apdés a inoculacdo (h.a.i.)
observaram-se poucas células bacterianas, principalmente na proximidade dos

estbmatos (Figura 2 a), cujo numero aumentou com o tempo de incubacao, até
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24 h.a.i. Duas horas apds a inoculagao, foram observadas microcolénias sobre
os estdbmatos. Microcolbnias e células bacterianas isoladas foram observadas
adjacentes as cavidades secretoras 4 h.a.i. Com 6 h.a.i. foram observadas
células e microcoldnias nos espacgos intercelulares da superficie epidérmica,
externa, préximas dos estbmatos e das cavidades secretoras (Figura 2 b). A
partir dos cortes histologicos, observaram-se microcolénias e células
individuais no interior dos tecidos, nos espagos intercelulares préximos das
camaras subestomaticas e nas cavidades secretoras 6 h.a.i (Figura 2c). Nao
houve diferencas de penetragdo bacteriana entre as plantas dos clones 6075 e
6084, mas as plantas do clone 6084 aparentemente tinham maior numero de
células bacterianas e microcol6nias, 6 h.a.i. Notou-se a presenca de material
mucilaginoso nas microcolénias bacterianas localizadas na superficie € no
interior do tecido em diversas amostras a partir de 6 h.a.i. Aos 8 dias da
inoculagdo, foram observados pontos escuros no centro de areas cloréticas no
limbo foliar. O exame dessas lesées ao microscépio eletrénico de varredura
revelou rupturas do tecido epidérmico correspondentes aos pontos escuros
centrais (Figura 2d). Observou-se uma grande massa de bactérias no interior
dos tecidos e algumas células bacterianas isoladas localizadas proximas dos
estbmatos. Aos 22 dias apdés a inoculacdo, observaram-se bactérias que
extravasavam dos ferimentos. No interior do tecido houve aumento na
populacdo bacteriana. O numero de células bacterianas foi aparentemente
maior nos tecidos do clone 6084. Observou-se que até 24 h.a.i. as células
bacterianas tinham formato de bastonetes curtos e cocos, e aos 8 e 22 dias

ap6s a inoculagdo adquiriram o formato de bastonetes longos (Figura 2e).
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3.2. — Relagao entre numero de estdmatos e severidade da doenga

O indice estomatico diferiu significativamente entre as plantas dos
clones na analise de variancia e pelo teste LSD de Fisher a 5 % de
significancia. As plantas dos clones diferiram quanto a percentagem de area
foliar lesionada, na analise de variancia e no teste LSD de Fisher a 5 % de
significancia. As plantas do clone 6061 tiveram maior percentagem de area
foliar lesionada (Tabela 1). N&o houve relacdo entre indice estomético e

severidade da doenga (p > 0,05).

3.3. — Influéncia da idade da folha
A percentagem de area foliar lesionada variou entre folhas de diferentes
idades, sendo que as folhas mais velhas apresentaram maior severidade da

doenca (Tabela 2).

4. - DISCUSSAO

A morfologia e o numero de células bacterianas variaram com o periodo
de incubacao, apresentando formato de bastonetes curtos nas primeiras horas
apos a inoculacao e bastonetes longos € em maior numero a partir do oitavo
dia péds-inoculagdo. Células bacterianas em forma de bastonetes curtos
encontravam-se em divisdo e iniciavam a formacao de microcolbnias. A
reducdo do tamanho da bactéria ocorreu provavelmente devido a menor
disponibilidade de nutrientes na superficie foliar nos estagios iniciais da
infecgdo. Decorridos oito dias da inoculagdo, houve um aparente aumento no
tamanho das células bacterianas. Esse aumento no tamanho das células
bacterianas pode ser atribuido a maior disponibilidade de nutrientes no interior

do tecido vegetal, pois decorridos oito dias da inoculagdo eram notados a olho
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nu, pontos de anasarca no centro das lesbes cloréticas, indicando o
extravasamento de eletrélito. A observacdo das lesbées ao microscopio
eletrdnico de varredura mostrou que a epiderme havia rompido o que pode ter
liberado nutrientes para o meio. Em condi¢ées de redugdo de nutrientes no
meio, células de Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall apresentaram
reducdo do tamanho, tanto na planta quanto em condi¢des de cultura. A adi¢cao
de nutrientes ao meio ou a transferéncia de células bacterianas para meio com
maior quantidade de nutrientes resultou na retomada da forma e do tamanho
das células bacterianas (Monier e Lindow, 2003). Bjérklof et al. (2000) também
observaram reducao do tamanho de células de P. syringae pv. syringae em
plantas inoculadas e mantidas em umidade relativa de 100 %.

A percentagem de area foliar lesionada nao foi afetada pelo indice
estomatico da face abaxial das folhas das plantas dos clones de eucalipto
avaliados. Embora os estébmatos sejam utilizados como porta-de-entrada, a
suscetibilidade de plantas de eucalipto a doenca nao esta ligada ao nimero de
estbmatos. Folhas jovens (1° par de folhas), com cerca de uma semana de
idade geralmente ndo apresentaram infecgdo, ou apresentaram baixa
percentagem de area foliar lesionada. A auséncia de relagao significativa entre
indice estomatico e suscetibilidade das plantas a doenca indica que outros
fatores como atividade estomatica e presenca de ceras e nutrientes na
superficie foliar podem estar relacionados a suscetibilidade das plantas ao
patdgeno.

Diferentemente de outros estudos em que 6rgdos mais jovens permitem
maior multiplicagdo do patégeno e maior severidade da doenga, no presente
trabalho, as folhas mais velhas, com duas a seis semanas, foram as mais

suscetiveis. No patossistema Erwinia amylovora (Burril) Winslow e macieira,
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botdes florais permitem maior multiplicacdo do patégeno quando inoculados
nos estadios iniciais de desenvolvimento, sendo que a medida que os botdes
florais envelhecem a capacidade de manutengdo do crescimento e
multiplicacdo do patdgeno decresce, assim como de agentes de biocontrole
(Thomson e Gouk, 2003). Plantas de repolho resistentes a podriddao negra das
brassicas causada por Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel)
Dowson podem n&o expressar resisténcia no estadio de plantulas, exibindo
apenas resisténcia de planta adulta (Hunter et al., 1987).

Até o presente, ndo se conhecem 0s mecanismos envolvidos na
resisténcia de eucalipto a infeccao de X. axonopodis, mas é possivel que a
quantidade de carboidratos e outros nutrientes presentes na superficie das
folhas interfira na relacao entre patégeno e hospedeiro, visto que em condicoes
de privagdo nutricional pode haver redugdo da multiplicacdo de bactérias na
superficie do hospedeiro antes da penetracdo (Mercier e Lindow, 2000),
diminuindo assim o0 numero de bactérias que ingressam no hospedeiro e dando
a planta maior chance de resposta a infeccdo. A presenga de ceras na
superficie foliar pode aumentar a hidrofobicidade foliar e reduzir a adeséo, a
penetragdo e a colonizagao das folhas pela fitobactéria. Plantas mutantes de
milho com menor quantidade de cera superficial nas folhas ou plantas do tipo
selvagem em que foi retirada parte da cera apresentaram maiores populacoes
de Pantoea agglomerans (Ewing e Fife) Gavine et al. (Marcell e Beattie, 2002).
Apbs a penetracdo, a capacidade do patdégeno em driblar ou desativar o
sistema de defesa da planta € importante para o sucesso da infecgao assim
como a presencga de nutrientes nos espagos intercelulares das folhas (Beattie e
Lindow, 1999). Aléem de nutrientes, substancias antimicrobianas e inibitorias ao

crescimento bacteriano podem estar presentes nos espagos intercelulares em

16



diferentes proporc¢des variando entre folhas de uma mesma planta. Para que
haja sucesso da infeccdo, o patdbgeno deve apresentar resisténcia a tais
compostos antimicrobianos, inibir sua producdo, ter algum mecanismo de
detoxificagcdo ou de transporte de tais compostos como a bomba de efluxo
induzida em E. amylovora que promove resisténcia a acriflavina, evitando que a
mesma atinja concentragdes téxicas (Burse et al., 2004). Folhas de Cichorium
endiva L. apresentam popula¢des bacterianas maiores quando jovens. Para
folnas de mesma idade em plantas jovens e velhas, as maiores populacdes
bacterianas sdo encontradas nas folhas das plantas velhas (Jacques et al.,
1995). Diferencas na quantidade e no tipo de compostos fendlicos que ocorrem
nas plantas podem afetar a relagao entre patdégeno e hospedeiro em folhas de
diferentes estadios fenologicos dentro de uma planta ou em plantas de
diferentes linhagens. Kangatharalingam et al. (2002) verificaram que plantas de
algoddo que produziam e acumulavam antocianina nas células subsidiarias
eram mais resistentes a Xanthomonas campestris pv. malvacearum (Smith)
Dye que plantas que nao produziam, ou que produziam em menor quantidade,
na auséncia do gene de resisténcia B,. No presente trabalho € possivel que
tenha ocorrido maior produgao de compostos relacionados a defesa nas folhas
mais resistentes e, ou, uma menor disponibilidade de nutrientes. Em geral,
folhas possuem pouca quantidade de carboidratos sendo que sua maior parte é
transportada para érgdos com maior necessidade de energia, de maior
atividade fisiol6gica ou em que os agucares possam ser armazenados por mais
tempo e em maior quantidade (Koslowski e Pallardy, 1996). A quantidade de
carboidratos no interior das células, nos espacos intercelulares e na superficie
foliar pode variar com a idade foliar, e resultar em diferengas na multiplicagéo e

colonizagéo bacteriana em folhas de diferentes idades. Os estébmatos possuem
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diversos papéis na resisténcia de plantas a doencas sendo que a resisténcia
pode estar relacionada com o tamanho, numero e, ou, morfologia dos
estdmatos (Huang, 1986). Além desses fatores a atividade de abertura e
fechamento de estématos também pode estar envolvida na resisténcia de
plantas a patdégenos como demonstrado para o patossistema Arabdopsis
thaliana (L.) Heynh e Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young et al.
em que na presenga do patéogeno a planta responde fechando os estématos,
mas nesse caso a bactéria suplanta tal defesa induzindo a abertura estomatica
(Melotto et al., 2006). E possivel que em folhas de eucalipto os estdmatos
permane¢cam com maior abertura, durante maior tempo em folhas mais velhas.
Estudos adicionais sdo necessarios para verificar existéncia de relagao entre a
severidade e incidéncia da doenga e o comportamento estomatico em folhas de
diferentes estadios fenoldgicos e entre plantas de eucalipto de diferentes

clones.
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Tabela 1 — indice estomatico (IE) e percentagem de area foliar lesionada (AL)
para folhas de plantas de cinco clones hibridos de Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis.

Clone IE AL

6061 16,39b 10,39 a
6075 17,67b 3,15b
6084 17,55b 549D
6011 21,35a 1,23Db

1501 19,74a 228D

Médias seguidas pela mesma letra numa mesma coluna nao diferem significativamente pelo
teste LSD de Fisher ao nivel de 5 % de significancia.
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Tabela 2 — Percentagem de area foliar lesionada para folhas, de diferentes
idades, de plantas de cinco clones hibridos de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis inoculadas com Xanthomonas axonopodis.

Clone Area foliar lesionada (%)
Folhas1e2 Folhas3es4  olhas5e6
6061 0,69b 2,29b 17,09 a
6075 0,65¢c 458 b 9,25 a
6084 1,08 b 7,40 a 13,00 a
6011 0,00 a 0,60 b 2,50 c
1501 1,19 a 2,08 a 3,54 a

Médias seguidas pela mesma letra numa mesma linha ndo diferem significativamente pelo
teste LSD de Fisher ao nivel de 5 % de significancia.
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n

Figura 1 — Representacdo esquemadtica da disposicdo das folhas nos ramos
avaliados.
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Figura 2 - Presenca de células de Xanthomonas axonopodis em folhas de
eucalipto, hibrido de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis,
inoculadas com o patégeno. A) sobre estémato 2 h.a.i.; B) no interior
de glandula secretora 6 h.a.i.; C) na camara subestomatica, 6 h.a.i.;
D) em espacos intercelulares, sob a epiderme, em &rea de tecido com
sintoma de clorose com pontos escuros no centro 8 dias apds a
inoculagdo; E) no interior do tecido vegetal envolta em massa
mucilaginosa 22 dias ap6s a inoculagdo. Setas (A-D) indicam células
bacterianas. Barra de 10 pm.
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Artigo 2
INFLUENCIA DE NUTRIENTES NA INCIDENCIA E NA SEVERIDADE DA
MANCHA FOLIAR DO EUCALIPTO CAUSADA POR Xanthomonas
axonopodis.

Aderlan Gomes da Silva, Acelino Couto Alfenas, Nairam Félix de Barros,
Claudia Aparecida Pontes, Robert Cardoso Sartorio, Sebastido da Fonseca,
Daniela Andrade Neves
RESUMO

A mancha foliar bacteriana do eucalipto, causada por Xanthomonas
axonopodis, € uma das principais enfermidades do eucalipto em viveiros no
Brasil. Diversas medidas de controle sao utilizadas para reduzir a perda de
mudas, sendo a mais eficaz evitar o molhamento foliar. Em certos casos nao
tem sido possivel executar tal medida, assim aventou-se a hipétese de que o
manejo da nutricdo mineral poderia reduzir a intensidade da doenga em mudas
de eucalipto. Para testar essa hipotese realizaram-se trés ensaios em casa de
vegetacdo e um em viveiro comercial de produ¢cdo de mudas. Em casa de
vegetacao foram utilizadas mudas de clones hibridos de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis cultivadas em vasos contendo areia, e irrigadas com
diferentes solug¢des nutritivas, suplementadas com cobre, boro, potassio, calcio
e, ou nitrogénio. A agao de cobre, boro e calcio foi varidvel. A influéncia do
manejo de nitrogénio e notadamente do potassio sobre a intensidade da
doenca foi consistente e apresentou elevado potencial de utilizacdo. Niveis
intermediérios de nitrogénio na solugao nutritiva aumentaram a suscetibilidade
das plantas a bacteriose. A intensidade da bacteriose reduziu com o aumento
dos niveis de potassio na solugédo nutritiva. A redugcéao da bacteriose pode, em
parte, ser explicada por uma reducéo da relagao nitrogénio/potassio e por um
aumento no teor de agucares no tecido foliar. Devido ao efeito do potassio em

casa de vegetacao, testou-se, em viveiro, o efeito da aplicacdo de KCI em
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mudas de dois clones de Eucalyptus globulus. A incidéncia da bacteriose
reduziu com o aumento da concentragdo de KCI aplicada, mas houve aumento
na incidéncia de mofo cinzento nas mudas. O manejo da nutricdo mineral,
especialmente do potassio, apresenta grande potencial de utilizagdo no manejo

da mancha foliar do eucalipto causada por X. axonopodis.

ABSTRACT

Bacterial leaf blight of eucalyptus, caused by Xanthomonas axonopodis,
is a major disease of eucalypts in Brazilian nurseries. We hypothesized that
mineral nutrients could reduce both disease severity and incidence. To test this
hypothesis we conducted three experiments in glass house and one in a
commercial eucalypts nursery. The plants were irrigated with solutions which
varied in concentrations of copper, boron, potassium, calcium, and nitrogen.
Although he effects of copper, boron and calcium were not consistent,
management of potassium and nitrogen levels consistent in all clones tested.
Higher potassium levels decreased disease severity, which was higher in plants
with higher nitrogen/potassium ratio. At the nursery we tested the effect of
irrigarion with KCI on disease intensity. Bacterial blight incidence reduced and
the gray mold incidence increased as potassium level in leaves increased and
as nitrogen/potassium ratio decreased. Management of mineral nutrition,
especially of potassium, has a potential use for integrated disease management

of X. axonopodis in eucalypts nurseries.
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1. INTRODUGCAO

A mancha foliar bacteriana, causada principalmente por Xanthomonas
axonopodis Vauterin, incide em mudas no viveiro e plantas jovens no campo
(Alfenas et al., 2004) induzindo lesbes internervurais, encharcadas, que
progridem para lesGes necréticas ressecadas, podendo ocasionar desfolha
intensa sob condigbes favoraveis a infeccdo. Em viveiro, tem sido mais
freqlente nas fases de crescimento e rustificagdo, em que a irrigacdo por
aspersao e, ou a agua da chuva proporcionam molhamento foliar essencial a
disseminacao, multiplicagdo e penetracdo da bactéria. Mudas com elevada
infeccao e desfolha tornam-se inaptas para plantio no campo em virtude da
reducao da area fotossintética.

O controle da bacteriose foliar do eucalipto tem sido executado por
praticas de manejo que reduzem as fontes de indculo e as condi¢coes
favoraveis a infecgdo. Dentre essas praticas incluem-se a eliminagéo de folhas
e plantas doentes, uso de irrigagcdo por gotejamento ou subirrigacéo,
propagacao de clones suscetiveis em épocas desfavoraveis a infecgéo, uso de
viveiros suspensos e cobertos bem como a utilizagdo de material propagativo e
ferramentas livres do patdégeno (Alfenas et al., 2004). Entre essas medidas a
mais eficiente consiste em evitar o molhamento foliar, que muitas vezes torna-
se muito despendioso por exigir sub-irrigacao por capilaridade e cobertura do
viveiro em todas as fases de producdo das mudas. A maior ou menor
suscetibilidade de plantas a doencas muitas vezes esta ligada a presenca de
compostos organicos cuja sintese é influenciada pelo status nutricional da
planta. Assim, pode-se levantar a hipotese que a intensidade da mancha foliar
bacteriana do eucalipto seja influenciada pela nutricio da muda, sendo dessa

forma o manejo da nutricdo uma alternativa viavel para o controle da doenca.
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Diversos trabalhos mostraram os efeitos de nutrientes em varios patossistemas
(Biggs, 1999; Beécot et al., 2000; Kim et al., 2002), mas seu modo de acao
ainda nao foi totalmente esclarecido. Como o efeito de nutrientes em doencas
de plantas varia com o nutriente, a espécie hospedeira e o patdgeno, eles
podem aumentar ou reduzir a intensidade de infeccao (Silveira e Higashi,
2003).

O nitrogénio pode aumentar a susceptibilidade das plantas a patégenos
devido a producao de tecido juvenil e retardamento da maturagdo dos tecidos
produzidos (Zambolim e Ventura, 1993). Plantas de arroz com nivel normal de
nitrogénio apresentaram maior severidade de brusone que plantas que
receberam menor adubacdo. O incremento da adubacdo além do usualmente
recomendado pode aumentar a susceptibilidade de plantas suscetiveis, mas
nao tem efeito em plantas resistentes (Long et al., 2000). O nitrogénio pode ser
encontrado nos vacuolos citoplasmaticos como ion livre e em diversos
compostos organicos como amino&cidos, proteinas, acidos nucléicos, etc. E
um componente essencial do protoplasma e das enzimas. Encontra-se
acumulado na parte aérea juvenil, nas gemas, sementes e Oérgdos de
armazenamento. A deficiéncia de nitrogénio pode causar nanismo,
escleromorfismo e senescéncia foliar precoce (Koslowski e Pallardy, 1996;
Larcher, 2000; Taiz e Zeiger, 2004).

Os efeitos do potassio tem sido verificados para patégenos facultativos e
obrigatérios (Zambolim e Ventura, 1993). Sua acao geralmente é restrita a faixa
de deficiéncia, mas aplicacbes de fosfato de potassio aumentam a resisténcia
de couve-flor, pimentdo, milheto e outras plantas cultivadas a mildeos
pulverulentos (Reuveni et al., 1998; Bécot et al., 2000). Em plantas de cafeeiro

cultivadas em solugédo nutritiva, 0 aumento da concentragdo de potassio da
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solugédo de 1 para 3 mmol/L reduziu a area abaixo da curva de progresso da
incidéncia (AACPI) de cercosporiose, mas esta aumentou ao se elevar a
concentracao de potassio na solugado para 7 mmol/L (Garcia Jr. et al., 2003).
Os autores justificaram a reducdo da doencga devido a reducédo de efluxo de
ions potassio e o aumento da doenga devido a competicdo do potassio com
outros céations nas concentragbes maiores, interferindo especialmente na
absorcao de nitrogénio e calcio, uma vez que o aumento da concentracéo de
calcio na solugcao nutritiva resultou em queda na AACPI da cercosporiose.
Plantas com deficiéncia de potassio geralmente tém maiores concentracdes de
acucares foliares que plantas com niveis adequados de potassio e ele esta
envolvido na osmorregulacdo, sintese de carboidratos e proteinas, sendo um
elemento rapidamente translocavel na planta (Marschner, 1995), dessa forma a
deficiéncia de potéassio pode afetar a sintese de proteinas relacionadas com as
respostas de defesa das plantas principalmente em folhas mais velhas.

Fosfatos e fosfitos tém se mostrado eficientes no controle de varias
doencas quando aplicados via foliar. Existem produtos comerciais a base de
fosfato ou fosfito de potassio utilizados como ativadores de resisténcia. Alguns
desses produtos atuam estimulando respostas de defesa das plantas,
enquanto outros tém efeito direto sobre o patégeno (Férster et al., 1998;
Wilkinson et al., 2001; Abbasi, 2002; Reuveni et al., 2003). Quando em baixas
concentracdes o fosfito pode atuar interagindo com o patégeno nos locais de
ingresso estimulando as respostas de defesa da planta e em concentracdes
elevadas pode atuar diretamente sobre o patégeno (Jackson et al., 2000).

O célcio tem apresentado efeito positivo na redugcédo de varias doengas
(Biggs et al., 1997; Biggs, 1999; Blodgett et al., 2002) e € provavel que atua no

fortalecimento da parede celular (Huber, 1980). Diversas espécies de
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Xanthomonas liberam no meio enzimas que podem degradar a parede e
aumentar a permeabilidade das membranas permitindo que o eletrélito celular
extravase e sirva de substrato para multiplicacdo bacteriana (Swings e
Civerolo, 1993). Além disso, o0 calcio possui importante papel fisiolégico em
plantas como sinalizador secundario (Taiz e Zeiger, 2004).

O boro € um elemento para o qual ainda restam muitas davidas quanto
ao seu papel no metabolismo vegetal. Sabe-se que o boro é importante para
sintese de acidos nucléicos, no alongamento celular, em respostas hormonais
e no funcionamento de membrana (Taiz e Zeiger, 2004). Plantas de eucalipto
deficientes em boro tém o crescimento apical prejudicado, podendo ocorrer
morte de terminais de ramos provocando crescimento de brotacdes laterais
além de poder quebra de ramos devido a reducédo da lignificagdao (Dell et al.,
2001). No desenvolvimento de doencgas ha resultados conflitantes em relagéo a
acao deste nutriente na intensidade de doengas (Keinath e Loria; 1990), mas
sua acao contra fungos destruidores da madeira tem sido estudada em varios
trabalhos, sendo o acido boérico utilizado em preservativos de madeira de forma
eficiente (Smith, 1970; Kartal et al., 2004). O boro pode atuar inibindo a
glicolise (Bowen e Gauch, 1966), mas esse mecanismo de atuacao pode ser
suplantado (Parker et al., 1999).

O cobre é um importante co-fator enzimatico e é essencial para a
fotossintese por estar ligado nas folhas a plastocianina que é o principal
componente na cadeia de transporte de elétrons (Taiz e Zeiger, 2004).
Produtos a base de cobre estdo entre os produtos mais antigos utilizados no
controle de patégenos e séo utilizados no controle de doengas fungicas e

bacterianas (Agrios, 2005), mas algumas bactérias sdo naturalmente
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insensiveis a compostos cupricos em altas concentragdes tanto “in vitro” como
“in vivo” (Swings e Civerolo, 1993; Ritchie e Dittapongpitch, 1991).
Este trabalho objetivou estudar a influéncia de nutrientes na intensidade

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

2. — MATERIAL E METODOS
2.1. - Cultivo das plantas

Mudas de seis clones hibridos (clones 1428, 2029, 6011, 6061, 6084 e
20242) de Eucalyptus urophylla Blake x Eucalyptus grandis Hill ex Maiden com
50 dias de idade, com raizes nuas e lavadas foram transplantadas para vasos
com capacidade de 1,8 L contendo areia lavada. As mudas foram irrigadas com
a solugao nutritiva nimero 1, neste trabalho designada como solucao nutritiva
padrdo, utilizada em minijardim clonal (Alfenas et al., 2004), com algumas
modificacbes. Para preparo das solucbes foram utilizados fertilizantes
comerciais. Cada planta recebeu 200 mL de solugdo por dia, divididos em
quatro aplicagbes de cerca de 50 mL cada, sendo duas no periodo da manha e
duas a tarde. As solugdes estoque de macro e micronutrientes utilizadas foram
compostas por: solucao estoque 1: nitrato de calcio (23 g/L), cloreto de
potassio branco (6 g/L), nitrato de potassio (3,5 g/L), fosfato monoaménico (2,4
g/L); solucao estoque 2: sulfato de magnéssio (9,1 g/L), quelato de ferro
Tenso Ferro (1,3 g/L); solucao estoque 3: acido boérico (3,5 g/L), sulfato de
zinco (0,6 g/L), sulfato de manganés (1,4 g/L), sulfato de cobre (0,125 g/L),
molibdato de sédio (0,05 g/L). A solugéo de irrigacao foi constituida de 1 L da
solugdo estoque 1, 1 L da solugédo estoque 2 e 20 mL da solugéo estoque 3,

diluidos em 25 litros de agua.
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2.2.- Preparo do inéculo e inoculagao

Empregou-se o isolado BSC475 de X. axonopodis identificado por
Gongalves (2003), oriundo de folhas infectadas de plantas de eucalipto do
clone 475, hibrido de E. urophylla x E. grandis, do sul do estado da Bahia. O
isolado foi repicado a partir de tubos da cultura armazenados em glicerol a -20
°C para placas de Petri contendo meio 523 (Kado e Heskett,1970). As placas
foram mantidas a 28 °C até o crescimento bacteriano, quando este foi repicado
para meio 523, visando-se a producdo de in6culo bacteriano em suspensao
salina. Apos 36 h a 28 °C, adicionou-se 1 mL de solucao salina (0,9 % de NaCl)
e as colbnias foram raspadas com uma alca de Drigalsky. O numero de
unidades formadoras de col6nias (u.f.c.) da suspensdo bacteriana foi
determinado indiretamente, pela determinacéo da turbidez da suspensao com o
uso de espectrofotdmetro Beckman (modelo DU-640) de acordo com testes
preliminares realizados no laboratério. A suspensao de células bacterianas foi
diluida até aproximadamente 10° u.f.c./mL, que corresponde & densidade ética
de 0,15 (A = 540 nm).

As plantas permaneceram em casa de vegetacdo até a véspera da
inoculagao, quando foram mantidas em camara de nevoeiro, a 25 °C, por 12 h.
Apbs esse periodo foram aspergidas com a suspensao de inéculo (ODsy =
0,15) e a seguir foram novamente alojadas na camara de nevoeiro por 24 h,
com fotoperiodo de 12 h e intensidade de luz de 12 pmol.s*.m2 Em seguida,
foram transferidas para casa de vegetacdo onde permaneceram até a

avaliagcdo. A temperatura variou de 18 a 42 °C durante o experimento.
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2.3. - Avaliagéo da intensidade da doenca

A intensidade da doenca (percentagem de area foliar lesionada) foi
determinada para as folhas cinco e seis de dois ramos por planta (Figura 1).
Imagens digitais das folhas, obtidas com scanner, foram avaliadas com o
programa Quant 1.0 para Windows (Vale et al., 2001), 30 dias apds a
inoculagdo. Nos casos em que ocorreu desfolha das referidas folhas antes da
avaliagéo, foi atribuido o valor 100 % para a area foliar lesionada.

Para avaliacdo da incidéncia da doenca em viveiro, 20 mudas do centro
da bandeja foram avaliadas quanto a presenca ou auséncia de sintomas,

sendo determinada a percentagem de mudas doentes.

2.4. — Intensidade da doenca em relacdo ao manejo nutricional

Realizaram-se quatro experimentos, trés em casa de vegetacdo e um
em viveiro comercial de produgcao de mudas, para determinar o efeito do status
nutricional das plantas de eucalipto na intensidade da doencga. Para as analises
do teor de nutrientes nos experimentos em casa de vegetacdo, 12 h antes da
inoculagdo quatro folhas (da folha trés até a seis) foram retiradas de cada
planta. As folhas de diferentes plantas de cada clone em cada tratamento

formaram uma amostra composta

2.4.1. — Experimentos em casa de vegetacao

No primeiro ensaio em plantas dos clones 1428 e 2029, avaliaram-se 0s
efeitos da concentracdo de cobre, boro, potassio, calcio ou nitrogénio na
solugdo nutritiva ou da influéncia da irrigagcdo semanal com um complexo de

aminoacidos (Aminon-25 a 0,12%) na intensidade da bacteriose.
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Compararam-se 12 tratamentos: 1 — solugdo nutritiva padrao
(testemunha); 2 - solugao nutritiva padrao + 50 mL de solugao de Aminon-25 a
0,12 %, aplicados semanalmente (SN + Am); 3 — solugéo nutritiva sem cobre
(SN — Cu); 4 — solugédo nutritiva com dez vezes a concentragdo padrao de
cobre (SN + Cu); 5 — solugéo nutritiva sem boro (SN — B); 6 — solugédo nutritiva
com 2,85 vezes a concentragdo padréo de boro (SN + B); 7 — solugéao nutritiva
sem calcio (SN — Ca); 8 — solugédo nutritiva com 1,5 vezes a concentracédo
padrao de célcio (SN + Ca); 9 — solugao nutritiva sem potassio (SN — K); 10 —
solugdo nutritiva com 1,5 vezes a concentragdo padrdao de potassio (SN + K);
11 — solugéo nutritiva sem nitrogénio (SN — N); 12 — solucao nutritiva com 0,4
vezes a concentracdo padrao de nitrogénio (SN +/- N). O experimento foi um
delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial com dois
tratamentos adicionais, com trés repeticbes por tratamento. Os dados de
percentagem de area foliar lesionada foram submetidos a analise de variancia
e andlise de contrastes usando o Statistica 5.5, onde se comparou a
testemunha com cada um dos outros onze tratamentos individualmente,
perfazendo onze contrastes ortogonais.

Baseado nos resultados do primeiro ensaio realizou-se um segundo,
com plantas dos clones 6061 e 6075, hibridos de E. urophylla x E. grandis. O
cultivo foi como descrito em 2.1. Compararam-se oito tratamentos: 1 — solucao
nutritiva padrao (testemunha); 2 — solugao nutritiva sem cobre (SN — Cu); 3 —
solugdo nutritiva com dez vezes a concentracado padrao de cobre (SN + Cu); 4
— solugéo nutritiva sem potassio (SN — K); 5 — solugéo nutritiva com 1,5 vezes a
concentracao padrao de potassio (SN + K); 6 — solugdo nutritiva sem nitrogénio
(SN = N); 7 — solugdo nutritiva com 0,4 vezes a concentragdo padrdo de

nitrogénio (SN +/- N); 8 — solugdo nutritiva com 1,5 vezes a concentracao
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padrdao de nitrogénio (SN + N). O experimento foi um delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial com um tratamento adicional
(testemunha) e cinco repetigdes, sendo avaliada a intensidade de doenga que
foi submetida a andlise de variancia e andlise de contrastes usando o Statistica
5.5, onde se comparou a testemunha com cada um dos sete tratamentos
individualmente, perfazendo sete contrastes ortogonais.

No terceiro ensaio, utilizaram-se plantas de quatro clones hibridos de
eucalipto (6061, 6075, 6084, 20242) cultivados como em 2.1. Testaram-se
cinco niveis de potassio (0, 1,11, 2,22, 3,34 e 4,45 mmol/L) ou nitrogénio (0,
0,38, 0,76, 1,13 e 1,51 mmol/L) na solucdo nutritiva de irrigacao sobre a
severidade da doenca. O experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4 + 1 x 2, ou seja, cinco
concentracdes e dois nutrientes sendo uma concentragdo testada como
tratamento adicional, a testemunha. Foram realizadas quatro repetigcbes. A
avaliagéo foi realizada como no experimento anterior. Os dados de intensidade
da doenca (percentagem de area foliar lesionada) foram submetidos a andlise
de variancia e de regressédo usando o Statistica 5.5. A qualidade de ajuste dos
modelos foi avaliada pela distribuicao dos residuos da regressdo e pelo
coeficiente de determinacédo. Neste ensaio determinou-se o teor de acgucares
nas folhas antes da inoculacdo. Coletou-se da terceira até a sexta folha de
maneira que restassem no minimo dois ramos com folhas intactas a serem
inoculadas. Para cada clone e tratamento fez-se uma amostra composta, com
todas as folhas, as quais foram secas a 45 ° C e trituradas em moinho martelo.
A amostra foi homogeneizada e subdividida em duas. De cada, extrairam-se
lipideos a frio, durante 24 h, com éter de petréleo, seguindo-se a secagem a 45

° C. Subseqglientemente, extrairam-se os agucares redutores (Buckeridge e
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Dietrich, 1990). A fracao solida foi submetida a analise da concentragdao de
amido pelo método colorimétrico fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956). A fracao
liquida foi armazenada a -20 ° C e se efetuou a cromatografia. Para tal, as
amostras foram descongeladas e derivatizadas para alditol-acetato (Englyst e
Cummings, 1984). Injetou-se 1,0 uL de alditol acetato para cada corrida
cromatografica em cromatografo Shimadzu GC 14-A, equipado com detector
de ionizagdo de chama (FID), acoplado a um registrador e integrador C-R6A
Chromatopac. Empregou-se uma coluna capilar moderadamente polar, com
50% de cianopropil fenil dimetil siloxane com 25 m de comprimento e
espessura do filme de 0,25 uym. O fluxo do gas de arraste (H.) foi de 0,25
mL/min, a temperatura da coluna foi de 220 °C, a do injetor 250 °C e a do
detector de 275 °C.

Nos trés experimentos cada planta foi considerada uma unidade

experimental.

2.4.2. Incidéncia da mancha foliar e de mofo cinzento em mudas tratadas com

diferentes niveis de cloreto de potassio

Verificou-se o efeito da aplicacdo de solucdes de cloreto de potassio na
incidéncia da mancha foliar bacteriana em mudas de dois clones (37219 e
37297) de Eucalyptus globulus Labill, suscetiveis a bacteriose. Empregaram-se
plantas em fase de crescimento, com cerca de 60 dias de idade. O experimento
foi em viveiro coberto e irrigaram-se as mudas por aspersao. Compararam-se
cinco niveis de adubacdo potassica: 0; 0,152; 0,305; 0,458 e 0,611 g/L de
cloreto de potassio (KCI). Aplicou-se a solugao de cloreto de potassio com um

regador de jardim.
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Trinta dias ap6s a montagem do experimento, anotaram-se a altura das
muda, a incidéncia da bacteriose e de Botrytis cinerea Pers. e avaliou-se o teor
de nutrientes nas folhas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial, composto por cinco tratamentos com seis
repeticdes por tratamento, sendo que uma bandeja possuia 96 mudas.
Avaliaram-se as 20 mudas centrais de cada bandeja e as demais serviram de
bordadura. Os dados de incidéncia (%) foram submetidos a analise de
variancia e regressao. Foi realizada analise de correlacdo de Pearson entre o

teor foliar dos nutrientes e a incidéncia das doencas.

3. — RESULTADOS
3.1. — Efeito de nutrientes na severidade da doenca

A intensidade da doenga variou com o clone e a concentragdo de
nutrientes da solugdo nutritiva. No primeiro experimento, a analise de variancia
foi significativa para os efeitos de tratamentos e da interagéo entre tratamentos
e clones em relagdo a intensidade da doenga. Nas plantas do clone 1428, a
intensidade da doenca no tratamento testemunha foi maior que nas plantas do
clone 2029 no mesmo tratamento. Houve reducdo, ndo significativa, da doenca
no tratamento SN + K na solugdo nutritiva. As plantas do clone 1428
apresentaram maior intensidade da doenga, em relacao a testemunha (SN), no
tratamento SN — K, a percentagem de area foliar lesionada das plantas desse
tratamento foi significativamente maior que das plantas do tratamento SN. Para
as plantas do clone 2029 a maior intensidade da doenga em ocorreu no
tratamento SN + Ca, quando comparado ao tratamento SN (Tabela 1).

O nivel de potéssio das plantas de todos os tratamentos e a intensidade

da doencga correlacionaram-se negativamente (r = -0,756; p < 0,01), para as
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plantas do clone 1428. Assim, quanto maior o nivel de potassio menor a
intensidade da doenga. Os niveis de cobre e zinco correlacionaram-se
positivamente com a intensidade da doenga, r = 0,8194 (p < 0,01) e r = 0,9267
(p < 0,01). O nivel dos demais nutrientes nado apresentou correlagao
significativa com a doenga. A relagdo nitrogénio/potassio (N/K) apresentou
correlacao positiva (r = 0,8739; p < 0,01) com a intensidade da doenga. Para as
plantas do clone 2029, apenas a razdo teores de cobre e de zinco
correlacionou-se a intensidade da doenga significativamente (r = 0,5847, p <
0,05).

No segundo experimento, as plantas dos clones 6061 e 6075 nao
diferiram quanto a intensidade da doenga no tratamento testemunha. Como a
interacdo entre tratamentos e clones foi significativa (p < 0,05) para a
intensidade da doencga realizou-se o desdobramento da interacdo. A
intensidade da doencga foi maior nos tratamentos SN — K e SN +/- N, para
ambos os clones. Houve reducdo na intensidade da doenga nos tratamentos
SN + K e SN — N, para as plantas dos clones 6075 e 6061, respectivamente
(Tabela 2).

Obteve-se correlacdo negativa entre a percentagem de area foliar
lesionada e 0s niveis de potassio e correlagdo positiva com os niveis de
nitrogénio. Para os niveis de potassio os valores do coeficiente de correlacao
de Pearson foram 0,3521 (p < 0,05) e 0,5156 (p < 0,05) para as plantas dos
clones 6061 e 6075, respectivamente. Em relagdo ao teor de nitrogénio das
plantas obteve-se coeficiente de correlagdo de 0,7609 (p < 0,05) e de 0,7322 (p
< 0,05) respectivamente para as plantas dos clones 6061 e 6075.

No terceiro experimento em casa de vegetacao, a intensidade da doenca

foi afetada significativamente (p < 0,05) pela interagdo clone x nutriente.
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Considerando-se todos os clones e todos os tratamentos, a intensidade da
doenca correlacionou-se com os teores de amido (r = 0,47, p < 0,01), glicose (r
= 0,37, p < 0,05), manose (r = 0,38, p < 0,05), com a relagdo N/K (r = 0,61, p <
0,05) e com os teores foliares de Ca (r = 0,60, p < 0,01), pela correlagéo de
Spearman.

O aumento da concentragdo de K na solugao nutritiva causou redugao
na intensidade da doencga nas plantas de todos os clones (Figura 2). O teor de
K foliar tendeu a aumentar com a elevacao da concentracao de K na solugao,
exceto para as plantas do clone 20242, em que o maior teor de K foliar foi
maximo na concentracao de 2,22 mmol/L. Houve variacdo na concentragao de
acucares redutores e amido com a alteracao de K na solucao (Figura 3). Houve
correlagao negativa (r = - 0,80, p < 0,01) entre teor de K foliar e a intensidade
da doenca para as plantas do clone 6084.

Para as plantas submetidas a diferentes niveis de N, a intensidade de
doenca foi maior na concentragdo 0,38 mmol/L para os clones 6075 e 6084 e
na concentragdo de 0,76 mmol/L para os clones 6061 e 20242 (Figura 4). O
teor de N tendeu a aumentar com a elevagdo da concentracdo de N na
solucao, exceto para as plantas do clone 20242, onde o maximo foi atingido na
concentracao de 0,76 mmol/L. A concentragcdo de amido e de acucares
redutores variou com a concentracdo de N (Figura 5). Houve correlacao
positiva (r = 0,73, p < 0,05) entre o teor de N foliar e a intensidade da doenca
para as plantas do clone 20242.

A relacdo N/K se correlacionou positivamente com a intensidade da
doenca para as plantas dos clones 20242 e 6084 (r = 0,71, p < 0,05).

Os teores de manose se correlacionaram com a intensidade da doenca

nas plantas do clone 6061 (r = 0,63, p < 0,05), j& os teores de glicose se
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correlacionaram com a intensidade da doenga nas plantas do clone 6075 (r =

0,65, p < 0,05).

3.1.1. — Influéncia da aplicagcédo de cloreto de potassio em mudas de eucalipto
em viveiro comercial de produgao de mudas

Houve efeito significativo da dose de cloreto de potassio na incidéncia da
bacteriose (p < 0,01). Os clones 37219 e 37297 diferiram estatisticamente
quanto a incidéncia da doenca (p < 0,01). Considerando-se ambos os clones, a
incidéncia da bacteriose reduziu com o aumento da dose de cloreto de potassio
utilizada (p < 0,01) sendo a incidéncia explicada pela equacao y = - 0,0265*x +
55,789 (R? = 0,90). A incidéncia da bacteriose tendeu a aumentar com o
aumento da relacdo N/K para os dois clones. O aumento da incidéncia foi
significativo (p < 0,01) com o aumento da relagdo N/K apenas para o clone
37297 (Figura 6). Em relacdo aos teores foliares de potassio, houve tendéncia
de reducédo da incidéncia da bacteriose com o aumento do potassio (Figura 7).
A incidéncia da bactéria se correlacionou (p < 0,01) com os teores foliares de
fésforo (r = -0,57), potassio (r = -0,53), calcio (r = -0,45), cobre (r = -0,50) e boro
(r = -0,70). Em contrapartida, a incidéncia de mofo cinzento aumentou com o
aumento da concentracado de KCI aplicado (Figura 8), correlacionando-se (p <
0,05) com os teores foliares de potassio (r = 0,50), de calcio (r = 0,48), de

fésforo (r = 0,56) e de cobre (r = 0,46).

4. DISCUSSAO
Mostrou-se que o status nutricional influencia a suscetibilidade de
plantas de eucalipto a X. axonopodis. O efeito do potassio pode ser devido a

sua atuagao na atividade estomatica, pois, niveis adequados de potassio sdo
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importantes nesse processo. Alguns trabalhos citam efeitos benéficos do
potassio apenas quando esse é fornecido para plantas com deficiéncia do
elemento ou quando é aplicado na forma de fosfatos ou fosfitos (Zambolim e
Ventura, 1993; Reuveni et al., 1998; Bécot et al., 2000), mas no presente
trabalho, o fornecimento de potassio em doses acima das usualmente
utilizadas e a utilizagdo de KCI propiciou uma redugdo na intensidade da
doenca o que pode ter ocorrido devido a um melhor controle estomatico, uma
maior producdo de compostos relacionados a defesa ou a uma reducédo dos
teores de agucares nas folhas quando comparadas com folhas de plantas com
deficiéncia de potassio, porque a deficiéncia de potassio pode resultar em
acumulo de acucares nas folhas (Marschner, 1995).

Observou-se que as plantas dos clones 6061, 6075, 6084 e 20242
geralmente apresentaram niveis de amido, glicose, manose e galactose
menores nas plantas irrigadas com as solugdes nutritivas contendo 3,34 e 4,45
mmol/L de potassio. Provavelmente a maior disponibilidade de agucares, como
ocorre em plantas deficientes em potassio, propicie maior crescimento e
multiplicacdo bacteriana, além de permitir uma maior penetragdo devido a
alteragbes que podem ocorrer na atividade estomatica. Nas plantas dos clones
6061 e 6075 irrigadas com solugao nutritiva sem nitrogénio os teores de glicose
e manose também foram baixos, 0 que pode explicar em parte a menor
severidade da doenca nesses tratamentos. O potassio esta envolvido na
osmorregulacao, sintese de carboidratos e proteinas e é um elemento
rapidamente translocavel na planta (Marschner, 1995), dessa forma a
deficiéncia de potéassio pode afetar a sintese de proteinas relacionadas com as
respostas de defesa das plantas. A menor disponibilidade de carboidratos na

superficie foliar também pode ter afetado negativamente a bacteriose. Espécies
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de Pseudomonas respondem a menor disponibilidade de carboidratos na
superficie foliar reduzindo o tamanho das células e a taxa de multiplicacao na
fase epifitica (Mercier e Lindow, 2000, Monier e Lindow, 2003). Maiores niveis
de nitrogénio podem ter contribuido para reducédo na intensidade da doenga,
porque, plantas com deficiéncia de nitrogénio podem ter os processos de
sintese de acidos nucléicos e sintese protéica afetados resultando em menor
capacidade de sintetizar proteinas relacionadas a defesa além de poder afetar
negativamente a sintese de outras substancias que possam atuar contra
patégenos. Como o nitrogénio, o fésforo esta envolvido na sintese de acidos
nucléicos além de ser importante nos processos fisiologicos que necessitam de
energia proveniente do ATP (Taiz e Zeiger, 2004). Assim, um maior teor foliar
de fosforo pode ter contribuido para uma reagcdo mais rapida e eficiente da
planta contra o patégeno.

Niveis mais elevados de célcio ndo foram efetivos em reduzir a doenga
provavelmente devido a acado de enzimas que a bactéria possa ter liberado no
meio, pois espécies de Xanthomonas podem liberar enzimas que podem atuar
na degradagdo da parede celular (Swings e Civerolo, 1993), dessa forma, a
bactéria pode utilizar o material liberado pela acao das enzimas como nutriente
para seu crescimento e multiplicacdo. Nos casos em que o maior teor de calcio
foliar se correlacionou negativamente com a incidéncia da doenca pode ter
ocorrido fortalecimento da parede celular, por espessamento ou deposicédo de
calose dificultando de alguma forma a atuacdo da bactéria. Além do
fortalecimento da parede pode ter ocorrido uma resposta mais rapida da planta
a presenca do patégeno, uma vez que o calcio pode também atuar como

mensageiro secundario (Taiz e Zeiger, 2004). O célcio tem apresentado efeito
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positivo na reducdo de varias doencas (Biggs et al., 1997; Biggs, 1999;
Blodgett et al., 2002).

Tem sido demonstrado que muitas vezes o cobre ndo tem efeito sobre
bactérias, “in vitro” ou quando ele é utilizado em pulverizagbes para o controle
de bacterioses. Algumas bactérias sdo naturalmente insensiveis a compostos
cupricos em altas concentragdes tanto “in vitro” como “in vivo” (Ritchie e
Dittapongpitch, 1991). No presente trabalho houve variacdo na resposta dos
clones a alteracao de cobre da solucao nutritiva, mas em geral maiores niveis
de cobre nao propiciaram reducdo da bacteriose. Nos casos em que houve
reducdo da intensidade da bacteriose, a atuacao do cobre pode ter se dado
devido ao seu papel de co-fator enzimatico que pode ter auxiliado na defesa
das plantas por propiciar funcionamento adequado do aparato enzimatico, ou
devido a acdo direta sobre o patégeno ou ainda devido a fortificagdo das
paredes celulares devido sua importancia na sintese de lignina.

Em casa de vegetacao, as plantas tratadas com boro tiveram severidade
da bacteriose semelhante as plantas do tratamento testemunha, todavia
estudos sobre o efeito do boro, no desenvolvimento de doencas, tém
apresentado resultados conflitantes em relacdo a acao deste nutriente a
incidéncia e a severidade de doenca em outros patossistemas (Keinath e Loria;
1990). No experimento realizado no viveiro a analise dos teores de boro nas
folnas mostrou que houve uma correlagcdo negativa entre niveis de boro e
intensidade da bacteriose. A forma de atuacédo do boro em relacdo a doencas
de plantas ainda n&o esté elucidada e mesmo o papel do boro no metabolismo
ainda néo foi totalmente esclarecido, sendo que existem evidéncias de que o

boro possa atuar na sintese de &cidos nucléicos, no funcionamento de
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membranas, no alongamento celular e em respostas hormonais (Taiz e Zeiger,
2004).

O aumento na incidéncia de B. cinerea nas mudas de eucalipto no
viveiro a medida que houve redugdo na bacteriose pode ter ocorrido por
diversos motivos, sendo que os nutrientes que desfavoreceram a ocorréncia da
bacteriose, notadamente o K, podem ter deixado as plantas mais suscetiveis a
B. cinerea. 1sso nao implica em limitagdes no uso do KCI para o manejo da
bacteriose devido ao fato que outras medidas de controle poderiam ser
associadas a aplicacdo em viveiros para evitar a ocorréncia de B. cinerea,
entre elas o uso de fungicidas e catacéo e eliminacao de plantas doentes.

O manejo da nutricdo mineral de plantas de eucalipto mostrou ser uma
importante ferramenta para manejo da mancha foliar bacteriana reduzindo a
severidade em casa de vegetacdo e a incidéncia em ocorréncia natural em
viveiro. Esse € um fato importante porque em muitos casos nao € possivel
valer-se das medidas de controle recomendadas para a bacteriose, seja devido
ao custo ou a problemas técnicos que possam ocorrer durante a produgao de
mudas de eucalipto. Manejando-se a nutricdo do eucalipto nos viveiros e até
mesmo no campo, principalmente com uso de fertilizantes que sejam fonte de
potassio, e associando esse manejo as outras medidas recomendadas como
catacao de folhas doentes (Alfenas et al., 2004) ocorrera reducao na perda de
mudas em viveiros devido a bacteriose. Outro fator importante demonstrado
neste trabalho é a necessidade de uma adubacao padronizada para avaliacao
da resisténcia de plantas de eucalipto a bacteriose, pois mudas com deficiéncia
de potassio podem ter sua suscetibilidade aumentada. Essa adubacao
dependera da eficiéncia de uso nutricional das plantas, pois devera propiciar

um nivel de potéssio foliar provavelmente igual ou superior a 2 %, tomando-se
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como base os dados apresentados, e cuidando para que nao haja deficiéncia
de outros nutrientes para evitar que haja efeito negativo na resisténcia das

plantas.
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Tabela 1 — Intensidade da doenca, em percentagem de area foliar lesionada,
em plantas de dois clones hibridos de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis inoculadas com Xanthomonas axonopodis,
submetidos a diferentes regimes nutricionais, 30 dias apds a

inoculagéo.

Intensidade da doenca (%)
Tratamentos

Clone 1428 Clone 2029
SN 17,34 4,94
SN + Am 16,72 4,61
SN - Cu 6,77 19,56
SN + Cu 13,03 19,51
SN-B 17,37 9,17
SN +B 10,69 4,60
SN -Ca 7,66 6,43
SN + Ca 11,12 29,33 "
SN - K 53,04 * 12,43
SN + K 6,54 4,10
SN -N 4,06 9,36
SN +/- N 9,21 4,32

Médias, na mesma coluna, seguidas por “ * ” diferem significativamente da testemunha ao
nivel de 5 % de significancia
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Tabela 2 — Intensidade da doenca, em percentagem de area foliar lesionada,
em plantas de dois clones hibridos de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis inoculadas com Xanthomonas axonopodis,
submetidos a diferentes regimes nutricionais, 30 dias apdés a

inoculagéo.

Intensidade da doenca (%)
Tratamentos

Clone 6061 Clone 6075
SN 4,46 4,10
SN —Cu 4,79 2,44
SN + Cu 5,41 3,26
SN -K 21,49 12,72 *
SN + K 2,54 0,94 *
SN-N 1,563 * 5,28
SN +/-N 35,24~ 10,42 *
SN +N 5,47 3,88

Médias, na mesma coluna, seguidas por “*” diferem significativamente da testemunha ao
nivel de 5 % de significancia.
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n

Figura 1 — Representacao esquematica da disposigdo das folhas nos ramos
avaliados.
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6. — CONCLUSOES GERAIS

A severidade da mancha foliar do eucalipto causada por Xanthomonas
axonopodis foi influenciada pela idade da folha, mas ndo pelo indice
estomatico. Essa influéncia € notada numa mesma planta, onde folhas em
formacéo geralmente tém severidade da doenca muito baixa. Folhas novas
geralmente apresentam indices baixos de infeccdo o que pode ser reflexo de
uma menor atividade estomatica e ndo do indice estomatico.

A penetracao da bactéria ocorre em poucas h.a.i. sendo que depois de 6
h sdo observadas microcoldénias nas camaras subestomatais e nas glandulas
secretoras. A presenca de material mucilaginoso nas microcolonias foi
observada na superficie foliar e no interior da folha indicando que esse material
possa estar envolvido na patogénese. E provavel que essa mucilagem seja
exopolissacarideo produzido pela fitobactéria.

Observaram-se alteragdes no formato das células bacterianas na
superficie do hospedeiro (bastonetes curtos) ocorridas provavelmente devido a
baixa disponibilidade de nutrientes para prover o crescimento e multiplicacao
do patégeno. Células bacterianas observadas no interior dos tecidos nao
apresentavam alteracdes, tendo o formato de bastonetes alongados.

Além da influéncia do numero de portas de entrada (estématos) na
intensidade da doenca foi verificado que o estado nutricional das plantas
exerce papel importante podendo aumentar a severidade da doenca, no caso
de plantas deficientes em potassio, ou reduzir a severidade e incidéncia da
doenca nas plantas com niveis adequados desse elemento. A relacéo
nitrogénio/potassio afetou a severidade e incidéncia da doenca, sendo que em

geral maior relagdo N/K resultou em maiores intensidades da bacteriose.
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Os teores de alguns acgucares apresentaram tendéncia que podem
contribuir para explicar o efeito de nutrientes na severidade da doenca, mas a
variacao em seus teores ndo é o unico fator relacionado ao aspecto nutricional
que afeta a suscetibilidade de plantas de eucalipto ao patégeno. Em viveiro, a
aplicacdo de KCL em mudas de dois clones de E. globulus reduziu a incidéncia
da bacteriose, mas aumentou a incidéncia B. cinerea. O manejo da nutricdo
mineral, especialmente do potéssio, apresenta grande potencial de utilizagdo
no manejo da mancha foliar do eucalipto causada por X. axonopodis,
principalmente se associado a outras medidas para controle de outros

patdégenos.
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