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ananas), que reproduziu sintomas da doenga em casa de vegetacdo quando inoculada em plantas de
milho. Posteriormente plantas com 15, 30 e 45 dias de idade foram inoculadas com a bactéria e com o
fungo descrito como o agente causal da doenga, sob condigdes controladas. Apds 5 a 7 dias sintomas
tipicos da doenca apareceram apenas nos tratamentos com a bactéria. A partir de entdo varios
experimentos foram realizados comprovando ser a bactéria o agente etioldgico da doenca. E sabido que
alguns fungicidas, principalmente o Mancozeb, controlam a doenga a campo, fato que colaborou em
parte com a hipétese de que a doenca seria causada por um agente fungico. No entanto, avaliando a
acdo de diversos fungicidas sobre o crescimento da bactéria foi observada inibicdo total de seu
crescimento em presenga do Mancozeb e a aplicagdo deste agente a campo resultou em controle
eficiente da doenga. Os demais produtos ndo inibiram a bactéria em laboratério e ndao foram efetivos no
controle a campo. O teste de ELISA indireto utilizando antissoro policlonal, produzido em coelho contra
células de P. ananas isoladas de lesdes anasarcas, confirmou a presenca da bactéria nestas lesdes.
Andlises em Microscopia de Luz e Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) permitiram evidenciar a
presenga de um grande numero de bactérias em forma de bastonetes no espaco intercelular dos tecidos
de lesGes anasarcas tanto naquelas coletadas a campo como naquelas obtidas por inoculagdo artificial.
Uma desorganizagdo do tecido foliar na area das lesdes também pode ser observada. Estruturas flingicas
ndo foram visualizadas em lesGes jovens, apenas em lesGes em estagio avancado de necrose. A extracdo
do DNA diretamente das lesdes jovens obtidas a campo, seguida da técnica de PCR com seqliéncias de
oligonucleotideos universais para fungos (ITS4) e seqiéncias especificas para bactérias (DNAr 16S e
rpob), permitiu a amplificagdo do DNA somente com estas Ultimas seqliéncias. Lesdes necrosadas nao
apresentaram amplificagdo em nenhuma das seqliéncias avaliadas, sugerindo uma diminuicdo da
populagdo bacteriana neste estagio. Estudos referentes a disseminagdo da bactéria no ambiente e sua
forma de infecgdo encontram-se em andamento. Os resultados obtidos até o momento tém demonstrado
gue as mesmas ndo sao encontradas nos feixes vasculares, ndo sendo, portanto, endofiticas. Os
resultados também tem indicado que a transmissdo ndo estd ocorrendo via semente. Em trabalhos
recentes foi observada atividade de nucleagdo de gelo (INA) em varios isolados de P. ananas obtidos de
lesdes anasarcas. Plantas inoculadas com a bactéria e mantidas por algumas horas a baixas
temperaturas desenvolveram sintomas caracteristicos da doenca. Esta propriedade de nucleacdo de gelo,
aliada aos fatores ambientais que favorecem o aparecimento da doencga, levou-nos a formular a seguinte
hipétese: "A bactéria sobrevive epifiticamente sobre as folhas do milho. O aumento da populagdo
bacteriana (desencadeado por fatores ainda desconhecidos), seguido de um aumento da umidade
atmosférica e queda de temperatura (principalmente no periodo noturno), permitiria a formacdo de
pequenos nlcleos de gelo pelas bactérias INA+ provocando os sintomas iniciais da doenca, ou seja, as
lesdes encharcadas ou anasarcas. Uma vez lesionado o tecido, fungos oportunistas colonizariam as
lesOes pré-estabelecidas pela bactéria". Varios experimentos vem sendo conduzidos pela equipe com o
objetivo de confirmar esta hipdtese.
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A area plantada com eucalipto no mundo é cerca de 17.861.000 ha (FAO, 2000). No Brasil, plantagGes
de eucalipto (Eucalyptus spp. L'Her. e Corymbia spp. Hill & Johnson) ocupam, aproximadamente, 3
milhdes de ha, sendo que o setor de base florestal brasileiro representou 4% do PIB nacional, faturou
uUss$ 21 biIh6es e pagou US$ 2 bilhdes em impostos, em 2001 (Sociedade Brasileira de Silvicultura,
2002). Dentre os fatores que concorrem para a reducao do potencial de produgao da cultura em plantios
comerciais, estdo importantes doengas de origem flngica além da murcha bacteriana causada por
Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al 1996 (Ferreira e Milani, 2002; Alfenas et al., 2004).
A ocorréncia de manchas foliares causadas por bactérias em mudas na fase de viveiro foi relatada em
Mogi Guagu (Pomella et al., 1995) e Itapetininga (Reis et al., 1996) em SP, ficando o problema restrito a
poucos materiais genéticos nestes dois viveiros naquela época. Desde o final da década de 80, uma
doenga denominada ziguizira incide fortemente em plantios por sementes de E. grandis Hill ex Maiden,
E. urophylla Blake e E. saligna Smith na regido montanhosa de Itapetininga-SP. Em outubro de 1998,
numa excursdo aquela regido pela disciplina Patologia Florestal/DFP/UFV amostras de folhas de E.
grandis de 6 meses de idade no campo contendo lesdes foliares de etiologia desconhecida foram
coletadas para andlise em laboratério. Exames microscopicos revelaram a exsudacgdo de bactérias a
partir de segmentos foliares lesionados e formulou-se a hipétese de causa bacteriana para a doenga. A
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partir de entdo, manchas foliares sem a presenca de fungos e com exsudagdo de bactérias foram
constatadas, em viveiro e campo, na maioria das regides eucaliptocultoras brasileiras, o que motivou o
estudo da etiologia desta doenga no Brasil com ampla abrangéncia geogriafica.

MATERIAL E METODOS: amostras de folhas e ramos de eucalipto com sintomas de bacteriose, foram
colhidas nos estados RS, SP, MG, BA, MS, AP e PA. Destas, foram obtidos um total de 90 isolados de
bactérias, sendo cinco isolados bacterianos de cada populagdo clonal ou por sementes. Todos os isolados
foram inoculados por injecdo de indculo a 108 ufc/ml em plantas de Lycopersicon esculentum Mill.,
Nicotiana tabacum L., Capsicum annuum L., Coffea arabica L. e em Eucalyptus spp). Isolados HR
positivos ao maior nimero de plantas ndo-hospedeiras, patogénicos ao eucalipto e morfologicamente
distintos foram selecionados para identificacdo. Os isolados selecionados foram identificados inicialmente
ao nivel de género utilizando-se os testes de Gram e KOH, producdo de pigmentos em meio King B,
crescimento a 33°C em meio YDC, utilizacdo de asparagina, produgdo de xantomonadina e teste de
Hugh e Leifson (Schaad, 2001). Para a identificagdo dos isolados ao nivel de espécie, foram somados aos
resultados obtidos, testes de utilizagdo de 95 fontes de carbono em microplacas BIOLOG (GN Microplate,
Biolog Inc., CA) (Jones et al., 1993), andlise filogenética de seqiiéncias parciais ou totais do gene rrs,
correspondente ao RNA ribossomal 16S (Hauben et al., 1997) e analise do perfil de acidos graxos
(FAME) no sistema MIS (Sherlock® Microbial Identification System v. 4.0, MIDI Inc. 2001) (Stead et al.,
1992) para trés isolados. Isolados da colegdo do Laboratério de Bacteriologia da Universidade Federal de
Vigosa, foram utilizados como controle nos testes bioquimicos e moleculares.

RESULTADOS: Vinte e cinco isolados foram escolhidos para identificagdo, sendo 15 isolados originados
de plantas no campo e cinco destes identificados em Xanthomonas axonopodis Starr & Garces 1950
emend. Vauterin et al 1995, espécie de ocorréncia nos estados de SP, BA, MS e PA. Todos os isolados de
X. axonopodis induziram HR em Lycopersicom esculentum, trés em N. tabacum, dois em C. arabica e um
em C. annum. A patogenicidade em E. grandis x E. urophylla foi confirmada pela expressdo de sintomas
tipicos da doenca e a presenca do patégeno vivo nas lesdes foliares apds inoculagdo por injegdo ou
atomizacdo de indculo. A combinagdo das andlises de perfil de utilizagdo de fontes de carbono e analise
filogenética de sequéncias de rDNA 16S foram apropriadas para a identificagdo de 22 isolados ao nivel de
espécie. Dos trés isolados analisados pelo perfil de &cidos graxos (FAME), um confirmou em X.
axonopodis, um em Erwinia spp. e o terceiro ndo foi identificado por este sistema. Quatro isolados foram
identificados em X. campestris, quatro em Pseudomonas syringae, dois em P. cichorii, dois em P. putida,
um em Erwinia spp. e dois isolados foram identificados provisoriamente em Rhizobium spp. Conclui-se

que manchas foliares de eucalipto com exsudagdo de bactérias sem a presenga de fungos sdo causadas
por mais de uma espécie de bactéria.
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A doenga € causada por bactérias gram negativo, restritas aos vasos liberianos (floema), pertencentes
ao grupo das proteobactérias. Nunca foi possivel cultivar estas bactérias em meios de cultura.
Anteriormente & ocorréncia de greening no Brasil eram conhecidas duas espécies: Candidatus
Liberibacter asiaticus, causadora da forma asiatica da doenga e tolerante a altas temperaturas (mais de
30° C) e Candidatus Liberibacter africanus, causadora da forma africana e sensivel a altas temperaturas
(mais de 25-30° C). Testes moleculares em plantas com sintomas de greening coletadas na regiao de
Araraquara revelaram a presenga de Candidatus Liberibacter asiaticus, e de uma nova bactéria, diferente
das duas espécies de Liberibacter causadoras de greening anteriormente conhecidas. A homologia entre
as seqliéncias do 16S rDNA das duas espécies anteriormente conhecidas é de 97,5% enquanto que a
homologia do 16S rDNA da nova bactéria com o de Candidatus Liberibacter asiaticus é de 93,7% e com
o de Candidatus Liberibacter africanus é de 93,9%. Em funcdo dessas diferengas propds-se o
enquadramento dessa nova bactéria numa nova espécie denominada Candidatus Liberibacter
americanus. Resultados dos primeiros levantamentos tem demonstrado ser esta a espécie predominante
nos pomares paulistas. As bactérias causadoras do greening sdo transmitidas por duas espécies de
psilideos, pequenos insetos, de dois a trés milimetros de comprimento, que tém como hospedeiros
preferenciais as plantas citricas, a planta ornamental Murraya paniculata conhecida como murta, falsa
murta ou murta de cheiro, e pelo menos trés outros géneros, todos da familia Rutaceae. Diaphorina citri
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