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RESUMO - Este trabalho objetivou estudar a disseminacao de Ralstonia solanacearum por meio de mudas
e avaliar os efeitos da murcha-bacteriana sobre a produtividade na clonagem do eucalipto. Amostras de minicepas,
miniestacas e mudas de sete clones foram avaliadas quanto a presenca de infec¢des bacterianas. Em experimento
especifico, avaliou-se o substrato de enraizamento como fonte de inéculo do patégeno. Em intervalos mensais,
determinaram-se o enraizamento médio e o indice de produtividade (IP), visando avaliar os efeitos da doenga
sobre a produtividade de minicepas. Constatou-se a presenca do patégeno em minicepas de cinco clones, enquanto
todas as mudas de todos os setes clones avaliados apresentaram a doenca. Essa diferenga comprovou que a
disseminacao do patégeno e a transmiss@o da doeng¢a ocorreram durante o processo de clonagem do eucalipto.
O substrato de enraizamento foi eficiente para a sobrevivéncia do patégeno e como fonte de in6culo para
a doenga. As mudas sem sintomas e com infec¢des sist€micas provaram o potencial de transmissao do patégeno
para o campo no sistema de propagacgao clonal do eucalipto. Os estresses fisiol6gicos causados pelas infec¢oes
bacterianas reduziram quatro vezes o IP dos minijardins clonais. As medidas adotadas foram eficientes para
a erradicacao da doenca no viveiro e para evitar a disseminacao do patégeno para o campo.
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BACTERIAL WILT: PATHOGEN SPREAD AND DISEASE EFFECTS ON THE
EUCALYPTUS CLONING

ABSTRACT - This work was aimed to study the Ralstonia solanacearum spread through clonal propagation
and to evaluate the bacterial wilt effects on the productivity of cloning process. Samples of mini-stumps,
mini-cuttings, and clonal seedlings of seven eucalyptus clones were evaluated regarding to bacterial infections.
In a specific experiment, rooting substrate was evaluated to the source of pathogen inoculum. At monthly
intervals, the rooting average and productivity index (IP) were determinate in order to evaluate the disease
effects on the mini-stumps productivity. The bacterial pathogen was observed on mini-stumps of five clones,
while the clonal seedlings of all seven clones showed the disease. This difference was shown to be related
to pathogen spread and to disease transmission, which took place during the eucalyptus cloning process.
The rooting substrate was efficient to bacterial pathogen survival and as inoculum source to the disease.
The symptomless clonal seedlings with systemic infection proved the potential of pathogen transmission to
the field in eucalyptus clonal propagation system. The physiologic stresses caused by bacterial infections
reduced by four times the IP of mini-clonal hedges. The practices adopted were efficient to permit eradication
of disease on the nursery and to avoid the pathogen spread to the field.

Keywords: Ralstonia solanacearum, Cloning seedlings and Systemic disease.
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1.INTRODUCAO

A murcha-bacteriana do eucalipto, causada por
Ralstonia solanacearum (YABUUCHI et al., 1995),
é uma doenca de grande importancia econdmica e
epidemioldgica, em razao da natureza sistémica das
infecc¢des, das perdas causadas em viveiro e no campo
e das varias caracteristicas do patossistema que dificultam
o controle. Além disso, Raltonia solanacearum é
considerada uma das bactérias fitopatogénicas mais
importantes do mundo, em consequéncia dos grandes
prejuizos causados, de sua ampla distribui¢ao geogréfica,
da extensa gama de hospedeiros e da elevada
variabilidade. Essa bactéria causa doenga em mais de
200 espécies de plantas, englobando aproximadamente
50 familias botanicas (HAY WARD, 2000; ALVAREZ
etal.,2010). Emrazao da sua importancia, R. solanacearum
foi um dos primeiros patégenos de plantas com o genoma
totalmente sequenciado (DENNY, 2000; SALANOUBAT
et al., 2002).

Ha fortes evidéncias de que varias espécies
florestais sdo hospedeiras de R. solanacearum.
Contudo, relatos sobre o declinio de arvores sao
limitados. Em geral, os sintomas em plantas arbdreas
infectadas englobam a murcha permanente, a
descoloracao interna do lenho e o bloqueio dos tecidos
vasculares com massas de células bacterianas. Todavia,
os sintomas tipicos podem variar, dependendo da
espécie hospedeira. Para eucalipto, os sintomas da
doenga em viveiro diferem do que ocorre no campo.
Em minijardim clonal, a doenca caracteriza-se por necrose
foliar, escurecimento anelar ou completo do lenho,
murcha e morte de minicepas. Os sintomas na parte
aérea sdo similares a morte gradual de minicepas
submetidas a podas drasticas ou com sistema radicular
malformado (ALFENAS et al., 2006).

A disseminacdo de R. solanacearum em grandes
distancias pode ocorrer por material vegetal para plantio.
Em pequenas distancias, a bactéria pode ser disseminada
por ferramentas e equipamentos utilizados durante
as praticas agricolas, por insetos e pelo préprio homem
(HAYWARD, 1991). Todavia, em eucalipto a
transmissibilidade do patégeno durante a propagacdo
clonal ainda ndo foi comprovada, o que pode interferir
nesse sistema de produc¢do de mudas. Além disso,
ainda ndo se conhecem os efeitos da doencga sobre
a clonagem em escala comercial. Assim, este trabalho
objetivou comprovar a transmissao do patégeno por
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mudas clonais e quantificar os efeitos das infecc¢des
bacterianas sobre a produtividade de minijardins clonais
de eucalipto.

2. MATERIAL E METODOS

A quantificacdo e monitoramento da incidéncia
de infec¢des do patégeno, bem como da produtividade
de minicepas, foi realizado durante um ano, em viveiro
comercial de produgdo de mudas de clones hibridos
(E. urophylla Blake x E. grandis Hill ex Maiden) de
eucalipto. Em contrapartida, a avaliag@o do substrato
de enraizamento como fonte de inéculo foi realizada
em experimento especifico, realizado no viveiro de
pesquisa do Departamento de Engenharia Florestal
da Universidade Federal de Vi¢osa, em Vigosa, MG.

2.1. Deteccao do patégeno nas diferentes fases de
producio de mudas

Objetivou-se avaliar a transmissibilidade do
patégeno por meio de brotagdes contaminadas. Para
isso, empregou-se um protocolo de deteccao da
bactéria em minicepas, com ou sem sintomas, em
miniestacas colhidas em trés posicdes (basal, mediana
e apical) da brotagdo da minicepa, em miniestaca
na fase de enraizamento e em mudas aptas para
expedicdo. A amostragem foi realizada ao acaso,
totalizando 30 minicepas e mesmo numero de
miniestacas com ou sem sintomas da doenga. Para
rastrear a fonte de infec¢ao do patégeno no viveiro,
realizou-se uma amostragem de 50 mudas de cada
um dos sete clones avaliados nas demais fases do
processo de propagacao clonal.

O protocolo de deteccao utilizado consistiu no
emprego do teste de exsudagdo em gota d’agua. Para
realizacdo do teste, retiraram-se trés fragmentos da
regido medular do coleto das minicepas e mudas ou
da base das miniestacas, de aproximadamente 25 mm?
de area e espessura de 1 mm. Esses fragmentos foram
depositados em gotas de d4gua que, ap6s 1 min, foram
observadas ao microscopio de luz (40 e 100 X), para
constatagcdo de exsudagao de pus bacteriano a partir
de suas extremidades.

2.2. Colonizac¢ao bacteriana de mudas clonais

A colonizacdo bacteriana foi determinada em mudas
com 90 dias de idade, dos sete clones avaliados
anteriormente. Inicialmente, separou-se a parte aérea
do sistema radicular, e em seguida retiraram-se as folhas
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e procedeu-se a remog¢ao dos residuos em dgua corrente.
Com o auxilio de régua graduada, mediu-se o comprimento
da haste, e retirou-se um fragmento de 1 cm de cada
extremidade. Do restante foram retirados mais trés
fragmentos, de igual tamanho e em posicdes
equidistantes. Os fragmentos obtidos apds a determinagao
da massa fresca foram desinfestados superficialmente
pelaimersao em dlcool 50% por 30 seg e em hipoclorito
de s6dio 5% por 1 min. Posteriormente, removeu-se
o excesso de cloro em 4dgua destilada esterilizada. Em
condi¢des assépticas, os fragmentos foram transferidos
e macerados, separadamente e de forma manual, por
3 min, em eppendorfs contendo 1 ml de dgua esterilizada.
Em seguida, procedeu-se a agitagdo dos fragmentos
em agitador Mini-Beadbeater a 1.500 rpm, por 40 seg.
Do macerado dos trés primeiros fragmentos, enumerados
a partir da base da haste, foi transferida uma aliquota
de 20 pul para um poco de uma placa de teste Elisa contendo
180 pul de dgua esterilizada. A suspensdo obtida do
primeiro fragmento foi submetida a trés dilui¢cdes (107!,
102 e 107?), a do segundo fragmento a duas dilui¢des
(10" e 10?) e a do terceiro a apenas uma dilui¢do (10).
Quanto aos demais fragmentos, ndo foram realizadas
dilui¢des da suspensdo obtida apds a maceracio e
agitacdo dos fragmentos. Aliquotas de 10 pl de cada
diluicao foram transferidas para meio de Kado e Heskett
(1970) em placas de Petri. Apds 24 h de incubacgao,
a 28 °C no escuro, quantificou-se o nimero de unidades
formadoras de coldnias (ufc). A colonizacao bacteriana
foi expressa em ufc/g de tecido fresco. Para cada clone,
empregaram-se 10 repeti¢des, cada uma constituida
de uma muda. Para cada fragmento foram realizadas
cinco repeti¢des de cada dilui¢do. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado
e em arranjo fatorial composto dos fatores clone e posi¢ao
de retirada do fragmento.

2.3. Substrato de enraizamento como fonte de inoculo

Objetivou-se avaliar o substrato de enraizamento
como fonte de inéculo de R. solanacearum. Para isso,
um substrato de enraizamento constituido de casca
de arroz carbonizada, vermiculita de granulometria média
e composto de casca de pinus (1:1:1) foi infestado com
o patégeno. O indculo bacteriano foi produzido em
meio sélido de Kado e Heskett (1970) a 28 °C. Apds
48 h de incubacao, procedeu-se a raspagem das colOnias
em soluc¢ao salina (NaCl 0,85%), ajustando a concentracao
de in6culo por espectrofotometria (OD,, = 0,2 Abs)
para aproximadamente 10® ufc/ml. A infestacao do
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substrato foi realizada na proporg¢ao de 0,1 ml de in6culo
por cm? de substrato. O substrato da testemunha foi
umedecido com dgua esterilizada em igual proporgao.
Apos essa etapa, o substrato foi utilizado para
preenchimento de tubetes de 50 ml de capacidade, os
quais foram dispostos em bandejas. Em seguida, estacas
de cinco clones de eucalipto (£. urophylla x E. grandis)
com aproximadamente 10-12 cm de comprimento foram
colhidas de minijardim clonal e postas para enraizar sob
nebulizagao intermitente de agua. Ap6s 30 dias, realizou-se
aavaliacdo do niimero de estacas enraizadas e da incidéncia
da bactéria (método de deteccao descrito anteriormente)
em estacas ndo enraizadas. As mudas foram aclimatadas
a sombra (50 %) por 30 dias e avaliadas aos 30 dias
apos a aclimatacio, quanto a presenca de infecgdes
bacterianas. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com seis repeticdes de 20 estacas
por tratamento e para cada clone.

2.4. Enraizamento e indice de produtividade de
minicepas doentes

Em intervalos mensais e durante um ano, determinou-se
o enraizamento médio nos trés ultimos meses desse
periodo, bem como se calculou o indice de produtividade
(IP), definido pelo produto entre o enraizamento médio
e o nimero de miniestacas produzido por minicepa.
O monitoramento foi realizado em sete clones de
eucalipto, estabelecidos em minijardins distintos. As
avaliac¢des foram realizadas por senso em todo o
minijardim e em todos os lotes de producdo de mudas.

2.5. Analises estatisticas

Os dados dos experimentos sobre colonizagio bacteriana
e do substrato de enraizamento como fonte de inéculo
foram submetidos, separadamente, a andlise de variancia
(ANOVA), empregando-se o teste F a 5% de probabilidade.
Posteriormente, a comparacao entre as médias das variaveis
qualitativas foi realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). As
andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
SAEG (EUCLYDES, 1997).

3. RESULTADOS

3.1. Deteccao do patégeno nas diferentes fases de
producio de mudas

Entre os setes clones avaliados, o patégeno nao
foi detectado apenas nos clones C1 (Minijardim 1) e
C3 (Minijardins 4 e 9). Nos demais, independentemente
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da existéncia de sintomas externos, comprovou-se a
presenca de infec¢des bacterianas, porém, geralmente,
com menor incidéncia nas minicepas sem sintomas
(Tabela 1).

Os resultados evidenciaram menor incidéncia de
infec¢des em miniestacas coletadas a partir de minicepas
assintomaticas, principalmente na parte apical da
brotacdo. Em minicepas sintomadticas, em geral houve
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reducdo gradual na incidéncia da doenga da base para
o apice da brotagao (Tabela 1).

Miniestacas nao enraizadas, coletadas na casa
de enraizamento, evidenciaram a presenga do patégeno
em todos os clones amostrados, com 100% de incidéncia
nos clones C2, C4 e C5 (Tabela 2). Analogamente, houve
exsudacao bacteriana a partir de mudas de todos os
clones avaliados. A menor intensidade da doenca foi

Tabela 1 — Incidéncia e sintomas da murcha-bacteriana em minicepas e miniestacas de eucalipto.
Table 1 — Incidence and symptoms of bacterial wilt on the mini-stumps and mini-cuttings from eucalyptus.

Clone Minijardim Data de Presenga de Incidéncia Tergo da Incidéncia
plantio sintomas da doenca (%) minicepa miniestacas (%)
Cl1 01 04/10/04 Ausente 0,0 - 0,0
C2 02 28/10/04 Ausente 86,7 Basal 10,0
Mediano 0,0
Apical 10,0
Presente 86,7 Basal 70,0
Mediano 60,0
Apical 50,0
C2 03 11/11/04 Ausente 96,7 Basal 30,0
Mediano 10,0
Apical 30,0
Presente 93,3 Basal 90,0
Mediano 70,0
Apical 60,0
C3 04 13/10/03 Ausente 0,0 - 0,0
C3 09 07/10/03 Ausente 0,0 - 0,0
C4 06 23/02/05 Ausente 46,7 Basal 20,0
Mediano 0,0
Apical 0,0
Presente 100,0 Basal 70,0
Mediano 60,0
Apical 30,0
C4 10 29/09/04 Ausente 83,3 Basal 20,0
Mediano 10,0
Apical 0,0
Presente 93,3 Basal 70,0
Mediano 70,0
Apical 60,0
C5 08 09/12/04 Ausente 86,7 Basal 10,0
Mediano 20,0
Apical 0,0
Presente 93,3 Basal 90,0
Mediano 80,0
Apical 60,0
C6 11 30/12/04 Ausente 73,3 Basal 10,0
Mediano 0,0
Apical 0,0
Presente 93,3 Basal 90,0
Mediano 70,0
Apical 80,0
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observada nos clones C1 e C3, nos quais nao foram
constatadas infec¢des em minicepas. Os clones mais
afetados foram o C2 e C6 (Tabela 2).

3.2. Colonizacao bacteriana de mudas clonais

N3ao houve diferenca entre os clones avaliados
quanto a extensao de colonizacdo, sendo, em geral,
a presenca da bactéria observada em até 25% da altura
total da muda, a partir da regido do coleto. Todavia,
houve diferenca entre os clones quanto a colonizagao
bacteriana, que em média varioude 7 x 10°a 2,7 x 10°
ufc/g de tecido fresco. Os clones com menor coloniza¢do
foram o C1, C3 e C7 e os com maior nivel populacional
da bactéria nos tecidos, o C2, C4 e C6 (Figura 1).

Tabela 2 — Incidéncia da murcha-bacteriana em miniestacas
sem raizes e em mudas de eucalipto.
Table 2 — Incidence of bacterial wilt on the mini-cuttings
without roots and eucalyptus seedlings.

Incidéncia (%)

Clone Minijardim
Miniestacas Mudas
Cl1 01 - 40
Cc2 02 100 90
Cc2 03 100 -
C3 04 - 30
C4 06 60 60
C4 10 100 -
C5 08 100 80
C6 11 80 90
C7 - - 70
7,0 7
’ a abc ab
6.0 bc
s04 S =
S 40 c
2
g 3.0
2,0
1,0 1
0.0 -
Cl C2 C3 C4 C5 Co6 Cc7
Clones

Figura 1—Populacao bacteriana em tecidos de clones de eucalipto.
Colunas sob a mesma letra nao diferem entre si,
estatisticamente, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figure 1 — Bacterial population on eucalyptus clones tissue.
Columns under the same letter do not differ statistically
by the Tukey’s test (p<0,05).

SIS/

3.3. Substrato de enraizamento como fonte de in6culo

O indice de enraizamento variou em razdo da presenga
ou auséncia da bactéria no substrato. Diferentemente
do clone UFV 03, os clones UFV 02, UFV 04 e UFV
05 apresentaram menor enraizamento em substrato
infestado. No clone UFV 01, nao houve diferenca quanto
ao enraizamento das mudas produzidas em substrato
infestado ou ndo com o patégeno. A frequéncia de
infecgdes bacterianas variou entre 80 e 98% em miniestacas
ndo enraizadas. Nas mudas obtidas, a incidéncia da doenca
chegou a 100% no clone UFV 02 (Tabela 3).

3.4. Enraizamento e indice de produtividade de
minicepas doentes

O enraizamento médio variou em razao da época
e do clone de eucalipto, e a partir do més de novembro
houve reduc¢ao acentuada do indice, principalmente
em cinco dos sete clones avaliados. Nos clones C1
e C3, cujas minicepas se encontravam livres da doenca,
nao houve diminui¢do do enraizamento. Entre fevereiro
e outubro, o indice de enraizamento variou entre 60
e 90%. No final do periodo monitorado, o indice de
enraizamento foide 15,17 e 19% nos clones C2, C4
e C7, respectivamente (Figura 2A).

Conforme ocorreu no enraizamento, o indice de
produtividade foi menor nos clones sabidamente
infectados pelo patégeno no minijardim. Ao final do
periodo de monitoramento, nos clones mais afetados
(C2, C4 e C7) houve diminuicdo de até quatro vezes
do indice de produtividade (Figura 2B).

Tabela 3 — Enraizamento médio (E), porcentagem de miniestacas
nao enraizadas (ENE) e de mudas assintomaticas
(MA) com presenca de infec¢des bacterianas.
Table 3 — Average rooting (E), percentage of mini-cuttings
without roots (ENE), and seedlings symptomless
(MA) with bacterial infections.

E (%)
Clone ENE (%) MA (%)
Testemunha Infestado
UFV 01 9,40 10,4 79,8 87,5
UFV 02 69,8% 20,8 86,2 100
UFV 03 11,4% 43,8 98,3 93,5
UFV 04 68,7% 21,9 89,5 87,5
UFV 05 32,3% 13,5 92,9 60,0

™ e * Comparagdes entre as médias de enraizamento de um mesmo
clone ndo significativas (™) ou significativas (*) a 5% de probabilidade,
pelo teste t.
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Figura 2 — Enraizamento médio (A) e indice de produtividade
(B) de sete clones de eucalipto.

Figure 2 — Average rooting (A) and productivity index (B)
of seven eucalyptus clones.

4. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho evidenciaram que
nao existe correlacao entre a presenca de infecgdes
sist€émicas e a manifestacio de sintomas externos da
doenca. As mudas aptas para plantio de diferenrtes
clones, mesmo com colonizagdo de 25% da parte aérea,
ndo apresentaram o sintoma marcador de murcha. Esses
resultados apontaram para um risco de introdugao
involuntaria do patégeno, seja em viveiro, seja em campo,
por meio de mudas contaminadas e assintomaticas.
Aparentemente, a murcha-bacteriana apresenta
desenvolvimento lento em eucalipto, cuja colonizagdo
do patégeno e expressao dos sintomas parecem depender
muito das condi¢des de ambiente e da predisposicao
ou debilitacao fisiolégica do hospedeiro. Em minijardim
clonal, € possivel que os sintomas externos da doenca
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sejam expressos somente em periodos mais quentes
do ano, em minicepas submetidas a coletas intensas
de brotag¢des e, ou, com sistema radicular malformado.

A populacao bacteriana em mudas de eucalipto
foide 7 x 10°a 2,7 x 10° ufc/g de tecido fresco, o que
¢ inferior ao normalmente encontrado em outras plantas
hospedeiras. Em tomateiro, por exemplo, nos vasos
do xilema a populacdo bacteriana atinge rapidamente
niveis populacionais superiores a 10'° ufc/ g de tecido
fresco, concomitantemente com o aparecimento do
sintoma de murcha, seguido da morte da planta (GENIN;
BOUCHER, 2002; DENNY, 2000). Em eucalipto, além
da baixa populagdo bacteriana, observou-se pequena
frequéncia de murcha e de morte das plantas infectadas,
o que pode estar relacionado com as diferencas de
constituicdo da parede celular de plantas lenhosas
em relacdo as plantas arbustivas.

A produc¢do de mudas de eucalipto, por meio da
miniestaquia, apresenta inimeras vantagens econdmicas
e operacionais. Contudo, ficou comprovado que, por
esse sistema de produgdo, R. solanacearum € facilmente
multiplicada e transmitida para as mudas, a partir da
coleta e enraizamento de miniestacas infectadas, colhidas
de minicepas doentes assintomaticas. Adicionalmente,
existe o risco de contaminag¢ao dos propdgulos
vegetativos ao longo do processo de produgao de mudas.
Essa tltima hipétese foi confirmada pelos resultados
obtidos quanto a avaliag@o do substrato de enraizamento
como fonte de indculo e pela presenca de mudas doentes
dos clones C1 e C3, propagadas a partir de minicepas
sadias. No primeiro caso, acredita-se que o patégeno
foi capaz de infectar as miniestacas a partir de sua
base, que apresenta grande darea para penetragdo da
bactéria. Nos clones livres da doen¢a no minijardim,
acredita-se que as mudas tenham apresentado a
enfermidade, mesmo que em menor intensidade (30
a40%), em razao da contaminacio das miniestacas.
Essas contaminag¢des podem ter ocorrido pelo uso de
tesouras de poda infestadas com o patégeno ou pelo
armazenamento dos propagulos vegetativos em
recipientes contaminados.

Na area florestal, ainda sdo escassos os estudos
sobre transmissao de doencgas vasculares por ferramentas
de poda. No entanto, para culturas agricolas em ambiente
protegido, sabe-se que as medidas de sanitizagdo sdao
importantes no manejo integrado, considerando
diferentes patossistemas. Vida et al. (2004) observaram
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que a desinfestacao de tesouras de poda, em hipoclorito
de s6dio 2%, resultou em controle satisfatorio da podridao
gomosa em cultivo do meldo rendilhado. Com base
em informac¢des em outros patossistemas, em geral
temperaturas acima de 90 °C, por no minimo 3 seg, t€ém
resultado em controle de varios patégenos (EHRET
etal.,2001; RUNIA etal., 1988). Assim, é recomendavel
desinfestar as tesouras e recipientes utilizados durante
o preparo de miniestacas para enraizamento. O bindmio
letal para erradicagdo de R. solanacearum foi estimado
previamente em 85 a 90 °C, por pelo menos 30 seg (dados
nao publicados).

De forma geral, observou-se menor incidéncia
de infec¢des bacterianas em miniestacas apicais,
principalmente em propagulos coletados de minicepas
sem sintomas externos da doenga. O objetivo inicial
desta avaliacao foi determinar se na posi¢ao apical
das brotagdes seria possivel obter propagulos livres
da doenca. Pelos resultados, ficou comprovado que
nao existe garantia da sanidade de miniestacas, mesmo
em coletas apicais a partir de minicepas doentes. Desse
modo, o mais seguro € realizar a limpeza clonal a partir
de técnicas de micropropagacdo, preferencialmente
em meios de cultivo sem antibidticos, a fim de evidenciar
possiveis contaminag¢des bacterianas. Além disso, é
importante considerar que existem bactérias endofiticas
e rizobactérias em eucalipto (MAFIA et al., 2009), as
quais podem ser confundidas com R. solanacearum.

A colonizagao bacteriana em mudas variou em fun¢io
do clone de eucalipto, o que pode estar relacionado,
principalmente, com o nivel de resisténcia e com o tempo
de colonizacdo. Assim, em trabalhos futuros torna-se
necessdrio avaliar essas hipéteses. Avaliagdes do nivel
de resisténcia para eucalipto, devido a natureza sist€émica
da doenca, tém sido realizadas de forma qualitativa
(DIANESE; DRISTIG, 1993; LIe WU, 1996). Todavia,
acredita-se que seja possivel melhorar os protocolos
de avaliagdo, tornando as avaliacdes quantitativas,
considerando outros exemplos de doencas do eucalipto
(XAVIER etal., 2007) .

As recentes constatagdes da murcha-bacteriana
em viveiros clonais em varias regides do pais indicam
que a dgua, a areia e, ou, as proprias mudas podem
constituir fontes potenciais de inéculo primario na
formacao e manejo de minijardins clonais. Como se
sabe, os sistemas hidropdnicos, os quais sao similares
aos minijardins em leito de areia, com frequentes

Siek)

fertirrigagdes, sdo favordveis para a disseminacao de
vérios patdogenos (SAVVAS, 2003; EHRET et al., 2001;
MAFIA et al., 2008). Para minijardins clonais de eucalipto,
considerando a inexisténcia de métodos para o controle
curativo da murcha- bacteriana, € fundamental prevenir
a introducdo do patdégeno no sistema. Para
estabelecimento dos canaletdes, acredita-se que,
idealmente, a areia deve ser desinfestada ou proveniente
de jazidas, em detrimento de areia extraida de rios ou
de outros mananciais a céu aberto. Além disso, as
minicepas devem ser formadas a partir de mudas livres
da bactéria, preferencialmente micropropagadas por
técnicas de cultura de tecidos. Outro ponto importante
é utilizar agua livre de inéculo, preferencialmente captada
de pocos artesianos ou previamente tratada.

Embora nao tenham sido estudadas neste
trabalho, é possivel que plantas daninhas, naturalmente
presentes em viveiros clonais de eucalipto, sejam também
importantes fontes de inéculo. R. solanacearum pode
sobreviver por longos periodos, na forma de células
viaveis, mas nao cultivaveis (GREY; STECK, 2001),
em associacdo com a matéria organica e com plantas
daninhas. Todavia, ainda hoje existe pouca informacao
acerca das espécies botanicas hospedeiras (QUEZADO-
SOARES; LOPES, 1994). Quanto aos niveis de
suscetibilidade, as plantas daninhas podem ser altamente
suscetiveis e evidenciar sintomas tipicos de murcha-
bacteriana, como no caso de Crassocephalum
crepidioides (Benth) S. Moore (Asteraceae) ou tolerantes,
com expressao de poucos sintomas da doenca, como
Portulaca oleracea L. (Portulacaceae). Ainda existem
evidéncias de hospedeiras, que sob determinadas
condi¢des permanecem assintomdticas ou com leves
sintomas de infec¢@o, como Solanum carolinense L.
(TUSSIME, 1997). Ademais, em certas plantas daninhas
observam-se variagdes quanto ao aparecimento de
sintomas (MIRANDA et al., 2004). Como medida
preventiva, é importante eliminar constantemente as
plantas daninhas dos viveiros, independentemente
da espécie e, especialmente, nos canaletdes dos
minijardins clonais.

Ralstonia solanacearum pode ser disseminada
dentro e entre paises por solo, 4gua e material para
plantio com infec¢ao latente (HAYWARD, 1991). Entre
viveiros comerciais de eucalipto, € comum a permuta
de material genético, o que aumenta o risco de introdug@o
do patégeno de um viveiro para outro. Nesse sentido,
é importante estabelecer protocolos de detec¢ao da
bactéria para certificac@o da sanidade de mudas clonais
de eucalipto, bem como para substrato de enraizamento,
uma vez que se comprovou que esse tipo de insumo
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pode funcionar como fonte de inéculo. Existem varias
técnicas para detec¢do de R. solanacearum em material
vegetal e em solo. A técnica mais comum, mas menos
sensivel, consiste no cultivo do patégeno em meio
de cultura seletivo (ENGELBRECHT, 1994). Outras
técnicas ainda incluem o uso de métodos sorolégicos
(ELISA ou imunufluorescéncia) (ROBINSON, 1993)
ou testes de patogenicidade em plantas hospedeiras
(GRAHAM; LLOYD, 1978). Geralmente, essas técnicas
sdo inadequadas, em termos de especificidade,
sensibilidade de detec¢do e do tempo necessario,
especialmente para detec¢do da bactéria a partir do
solo. Entretanto, a amplificacdo de DNA oferece
diversas vantagens em relacao as técnicas cldssicas
(POUSSIER et al., 2002). Vérios protocolos de Polymerase
Chain Reaction (PCR) e diferentes oligonucleotideos
a partir das regides 16S e 23S rRNA tém sido descritos
para diagnose e, ou, identificacado de R. solanacearum
(PASTRIK; MAISS, 2000; POUSSIER; LUISETTT, 2000;
WELLER et al., 2000; OEPP/EPPO, 2004), os quais
podem ser utilizados para deteccao do patégeno a
partir de diferentes substratos naturais, incluindo
dgua, solo, semente e plantas (POUSSIER et al., 2002;
CARUSO etal., 2003).

Em minijardim clonal, além da manutenc¢ao de alta
umidade da areia nos leitos dos canaletdes, decorrente
das frequentes fertirrigagdes, ficou evidenciada a
ocorréncia de altas temperaturas na superficie da areia,
em torno de 56 °C (dados nao publicados). Em geral,
temperaturas superiores a 46 °C causam injuirias em
raizes finas e em pelos absorventes, podendo favorecer
a penetracdo de R. solanacearum, por meio de ferimentos
e nos locais de emergéncia de raizes secundarias. Apos
a penetracdo, a bactéria coloniza os espacos intercelulares
do cortex daraiz e do parénquima vascular, culminando
com a desestruturacao das paredes celulares, o que
facilita, em uma segunda etapa, a disseminacido pelo
sistema radicular (VASSE et al., 1995). A temperatura
foliar em minicepas doentes foi cerca de 2 °C acima
da média de minicepas sadias (dados nédo publicados).
Nesse caso, acredita-se que a obstrugcdo dos vasos
condutores pelas células bacterianas reduz o fluxo
ascendente de dgua e, consequentemente, a eficiéncia
do processo de resfriamento via transpiracdo foliar.
Essa hipotese deve ser comprovada em estudos futuros.
Todavia, acredita-se que essa seja a explicagao fisioldgica
para o surgimento de lesdes foliares em plantas doentes
com infec¢des confinadas ao sistema vascular.
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Em razao da constatagdo da doenga em todas as
fases de producdo de mudas, uma série de medidas
foi implantada visando erradicar o patégeno do viveiro
onde a murcha-bacteriana foi diagnosticada, pela primeira
vez no Brasil, por esse autor. As mudas, minicepas
e propagulos vegetativos foram eliminados, além da
areia de minijardim e substrato de enraizamento. As
estruturas do viveiro, as ferramentas e os equipamentos
foram desinfestados. Essas medidas foram eficientes
e resultaram na erradicacio do patégeno do viveiro,
conforme constando em avaliagdes posteriores,
comprovando a eficiéncia dos procedimentos adotados
no manejo da murcha-bacteriana em viveiros de eucalipto.

5. CONCLUSOES

Neste trabalho, comprovou-se a disseminacao de
R. solanacearum por meio de mudas clonais, a partir
de duas fontes de in6culo, ou seja, brotacdes de
minicepas doentes e substrato de enraizamento. Além
disso, foi possivel quantificar os efeitos das infec¢des
bacterianas sobre a clonagem do eucalipto em escala
comercial. De forma geral, a doenga diminuiu em quatro
vezes a produtividade dos minijardins clonais, afetando
de forma irreversivel a qualidade e inviabilizando o
aproveitamento das mudas produzidas, em razdo do
risco de disseminacao do patégeno para o campo.
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