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MACAGNAN, DIRCEU. Monitoramento da colonização de mudas de goiabeira pela 
bactéria Erwinia psidii por meio de BIO-PCR. 2015. Monografia (Bacharelado em 
Agronomia) Universidade de Brasília – UnB.  

RESUMO 

A seca dos ponteiros da goiabeira é um dos principais problemas sanitários da cultura 

no DF. A doença é causada pela bactéria Erwinia psidii e as alternativas para o controle 

efetivo dessa doença são limitadas. Pouco se conhece sobre a interação patógeno/hospedeiro, 

especialmente nas questões relativas à movimentação da bactéria no interior da planta. Este 

trabalho teve por objetivo estudar a colonização de mudas de goiabeira de duas variedades 

pela bactéria por meio de inoculação e posterior detecção por BIO-PCR. Três isolados, 

IBSBF 435, IBSBF 1579 e IBSBF 493, foram inoculados em mudas das variedades Pedro 

Sato, Kumagai e Sassaoka. A severidade dos sintomas foi avaliada aos 23 e 27 dias após a 

inoculação, por meio de escala de notas. O cálculo da área abaixo da curva de progresso da 

doença, a análise de variância e o teste de médias foram usados para selecionar isolado e 

variedades para o experimento de colonização posterior. Foram selecionadas as variedades 

Pedro Sato e Kumagai e o isolado tipo IBSBF 435. A inoculação foi feita pela deposição de 

suspensão bacteriana seguida de punção com agulha até a profundidade de 1/3 da haste na 

axila do primeiro par de folhes completamente expandido. Foram coletadas amostras após 

0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias depois da inoculação. Avaliou-se a severidade da doença no 

terço superior da planta e, em seguida, foram retirados fragmentos de 2 mm de comprimento 

transversais à haste, a cada 1 cm, acima e baixo do ponto de inoculação. Estes fragmentos, 

foram macerados em água esterilizada e o extrato semeado em meio de cultura 523 sólido. 

Depois de 24 h, todo o crescimento microbiano foi suspendido em água destilada esterilizada 

e congelado a -20 oC até a realização da análise. A presença do patógeno nos tecidos foi 

determinada por PCR com o uso de oligonucleotídeos iniciadores específicos para E. psidii e 

posterior eletroforese dos produtos da reação em gel de agarose. Verificou-se que o patógeno 

movimentou-se acima e abaixo do ponto de inoculação na mesma magnitude. Da mesma 

forma, a extensão da colonização pelo patógeno nas duas variedades não diferiu 

significativamente. Os dados de extensão da colonização e de severidade da doença foram 

submetidos a análise de correlação sendo esta positiva para a variedade Pedro Sato e não 

havendo correlação entre movimento do patógeno e severidade na variedade Kumagai. A 

diferença na severidade da doença observada entre as duas variedades, não pode ser 

correlacionada com a distância percorrida pela bactéria na planta a partir do ponto de 

inoculação. 

Palavras-chave: Psidium guajava; Fitopatologia; Detecção; Seca dos ponteiros da goiabeira. 
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INTRODUÇÃO 

A goiabeira (Psidium guajava L.) é uma planta da família Myrtaceae, e tem a região 

tropical da América como seu centro de origem (Pommer et al., 2006). Seus frutos podem ser 

consumidos in natura ou destinados à indústria, para a produção de doces (compota, creme, 

geléia, goiabada de corte) e polpa para posterior consumo na forma de suco ou sorvetes 

(Pommer et al., 2006). A concentração de vitamina C pode ser até 5,6 vezes maior que a 

laranja, normalmente usada como referência. As goiabas de coloração vermelha são ricas em 

licopeno, substância com ação antioxidante que atua na prevenção do câncer de próstata e 

doenças cardiovasculares (Oliveira et al., 2011). 

O Brasil é o terceiro colocado na produção mundial de goiaba (Pommer et al., 2006). 

Em 2012, a área plantada foi de 15,2 mil hectares com uma produção de 345,3 mil toneladas 

e uma produtividade de 22,763 toneladas/hectare (IBGE, 2012). O DF contribui com 290 

hectares de área plantada com uma produtividade de 33,48 toneladas/hectare (SEBRAE, 

2010). 

A seca dos ponteiros da goiabeira, causada por Erwinia psidii Rodrigues Neto, Robbs 

e Yamashiro foi observada pela primeira vez em 1982 nos municípios paulistas de Valinhos e 

Pindamonhangaba e o patógeno descrito como espécie nova em 1987 (Rodrigues Neto et al., 

1987). Atualmente está presente nos estados de São Paulo, Paraná, Minas Gerais, Espirito 

Santo e no Distrito Federal onde constitui-se um dos mais sérios problemas sanitários dessa 

cultura (Marques et al., 2007). Os sintomas são observados em tecidos jovens da planta como 

os ramos e frutos em desenvolvimento. Nesses tecidos são inicialmente observadas regiões 

com aspecto encharcado que evoluem para a necrose do tecido. O desenvolvimento da planta 

é comprometido pela morte dos lançamentos vegetativos, assim como a produção de frutos 

pois esses tornam-se necrosados e mumificados (Coelho et al., 2002).  

E. psidii é um patógeno restrito às américas e até 2011 era registrado somente no 

Brasil, até ser assinalado no Uruguai e na Argentina causando da morte dos ponteiros e 

necrose de folhagens jovens em plantas de eucalipto (Coutinho et al., 2011). Posteriormente, 

a seca dos ponteiros do eucalipto também foi assinalada no Brasil (Arriel et al., 2014). 

Não há medidas efetivas de controle da doença seja pela ausência de variedades 

resistentes assim como de produtos fitossanitários eficientes (Rezende et al., 2008). As 

medidas de controle mais eficientes dessa doença são aquelas que evitam a introdução do 

patógeno a qual ocorre, geralmente, pelo plantio de mudas contaminadas (Marques et al., 

2007). Com o objetivo de desenvolver metodologia que permitem a avaliação do estado 
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sanitário das mudas Teixeira et al. (2008) desenvolveram um método de detecção sorológica 

do patógeno enquanto Silva et al. (2015) desenvolveram um método para detecção do 

patógeno baseado na amplificação, por meio de PCR, de uma região do gene da Recombinase 

A - RecA, com o uso de sequências de oligonucleotídeos iniciadores específicos. Estes 

primers se mostraram específicos, não se observando a amplificação de DNA de outras 

espécies bacterianas fitopatogênicas ou epífitas/endofíticas de goiabeira. O par de iniciadores 

Ep2L e Ep2R apresentaram limite de detecção de 103 UFC/ml quando usado em PCR 

convencional e 10 UFC/ml do patógeno alvo quando usados em BIO-PCR. 

Fitopatógenos capazes de colonizar o sistema vascular apresentam a capacidade de 

movimentarem-se nesse tecido e atingir pontos distantes de onde foram inoculados. Como 

exemplo, a bactéria Xylella fastidiosa inoculada em plantas de videira foi detectada a 120 cm 

acima do ponto de inoculação depois de 6 semanas (Baccari e Lindow, 2011). Krivanek e 

Walker (2005) trabalhando nesse mesmo patossistema observaram o movimento do patógeno 

até 20 cm abaixo e 50 cm acima do ponto de inoculação. Chalupowicz et al. (2012) 

estudando o movimento da bactéria Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis, em 

tomateiro, observaram que esta alcançava 30 cm acima do ponto de inoculação depois de 15 

dias e 4 cm abaixo, depois de 3 dias. Contudo, estes trabalhos tiveram como objetivo 

principal quantificar a população do patógeno a diferentes distâncias do ponto de inoculação 

e não determinar, com precisão, a distância percorrida pelo patógeno a partir do ponto de 

inoculação ao longo do tempo.  

No patossistema X. fastidiosa/videira a extensão do tecido vascular colonizado está 

ligada à agressividade do patógeno e o nível de resistência do hospedeiro (Fry e Milholland, 

1990). A combinação de hospedeiro suscetível e um patógeno agressivo resulta em ampla 

colonização do tecido sendo que a combinação contrária resulta em colonização menos 

extensa. Quando genes importantes para o movimento da bactéria são mutados, geralmente 

observa-se menor colonização do tecido vascular assim como menor severidade da doença 

(Koczan et al., 2009; Chalupowicz et al., 2012).  

Inexistem trabalhos que determinam a localização de E. psidii nos tecidos de 

goiabeira. Porém, em função do padrão de sintomas ser semelhante àquele desencadeado por 

E. amylovora em seus hospedeiros e esta ser uma bactéria que sabidamente coloniza o xilema 

de seus hospedeiros, acredita-se que E. psidii assuma uma localização semelhante.  

Este trabalho foi realizado com o objetivo de monitorar, por BIO-PCR (Schaad et al., 

1995), a extensão da colonização de E. psidii ao longo da haste de mudas de goiabeiras 

inoculadas artificialmente tanto no sentido acropetal quanto basipetal. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal 

A preparação e manutenção das mudas, assim como a instalação e condução dos 

ensaios foi feita na casa de vegetação localizada na Estação Experimental de Biologia – 

IB/UnB. 

Foram coletados frutos maduros de goiabeiras das variedades Pedro Sato, Sassaoka e 

Kumagai, em uma lavoura comercial pertencente ao Sr. Paulo Egimori localizada em 

Brazlândia-DF. Dos frutos foram retiradas as sementes que, depois de lavadas, foram 

semeadas em bandejas de poliestireno expandido de 96 células contendo substrato 

autoclavado. Transcorridos 60 dias da semeadura as plântulas foram transplantadas para 

sacos plásticos contendo aproximadamente 1 litro de substrato também autoclavado. 

 

Isolados de E. psidii, origem, cultivo, inoculação e avaliação da severidade da doença 

 Foram usados três isolados de E. psidii: IBSBF 435, isolado tipo do patógeno obtido 

no estado de São Paulo em 1982, o isolado IBSBF 493 obtido em Itariri SP no ano de 1984 e 

IBSBF 1579 obtido em Brazlândia-DF no ano de 2001 (Silva et al., 2015). Estes isolados 

foram recuperados a partir de culturas preservadas em água destilada e esterilizada (Romeiro, 

2001) mantidas pelo Laboratório de Fitopatologia Molecular do Departamento de 

Fitopatologia/UnB. Os isolados tiveram a sua patogenicidade comprovada mediante a 

inoculação em folhas destacadas de goiabeira (Marques et al., 2007) de onde foram 

reisolados e mantidos em água destilada e esterilizada. Para a realização dos ensaios os 

isolados do patógeno foram recuperados da cultura estoque e transferidos para placas 

contendo meio 523 sólido (Kado e Heskett, 1970). Depois de 48 h colônias típicas do 

patógeno foram transferidas para placas contendo o mesmo meio e cultivados por 48 horas. 

Para a inoculação do patógeno adotou-se como básica a técnica descrita por Marques et al. 

(2007) a qual foi feita mediante a deposição de suspensão bacteriana O.D 540=1 na axila do 

último par de folhas completamente expandido seguido de punção com agulha até, 

aproximadamente, 1/3 da espessura da haste da muda inoculada. Depois da inoculação, as 

mudas foram mantidas por 12 h em câmara úmida que consistiu na cobertura das mesmas 

com saco plástico de cor azul. A severidade da doença foi avaliada com o uso da escala de 

Horsfall e Barratt (1945). Procedeu-se a representação cartesiana dos dados a partir da qual 

foi calculada a Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença – AACPD (Shaner e Finney, 

1977).  
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Seleção dos isolados e do material vegetal  

Mudas de goiabeira das variedades Pedro Sato, Kumagai e Sassaoka com 60 dias após 

o transplante, foram inoculadas com os isolados do patógeno, sendo inoculados com cada 

isolado em três mudas de cada variedade. Como controle, mudas tiverem água depositada em 

suas axilas seguida de punção com agulha. A severidade da doença foi avaliada aos 23 e 27 

dias após a inoculação. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado sendo os 

valores de AACPD transformados (logx) e submetidos a análise de variância em esquema 

fatorial 3x3 sendo os fatores três isolados e três variedades. As médias foram submetidas ao 

teste de Tukey 5 %. 

 

Detecção da movimentação da bactéria no interior de hastes de plantas por meio de 

BIO-PCR 

Com o resultado do ensaio onde foram inoculadas as três variedades de goiabeira com 

os três isolados do patógeno, foi instalado o ensaio para detectar a movimentação do 

patógeno com duas variedades e um isolado do patógeno. Para tanto, mudas de goiabeira das 

variedades Sassaoka e Pedro Sato, 90 dias depois de transplantadas, foram inoculadas com o 

isolado IBSBF 435. O delineamento escolhido foi o blocos ao acaso. Cada um dos 4 blocos 

ficou constituído por 13 mudas de cada variedade sendo 12 inoculadas e uma muda que foi 

apenas puncionada. De cada bloco foi coletada uma planta depois de 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 

dias depois da inoculação. A muda coletada foi avaliada quanto a severidade da doença e em 

seguida foi submetida a detecção do patógeno por BIO-PCR utilizando a técnica proposta por 

Silva et al. (2015). Para tanto, as hastes das plantas foram seccionadas transversamente a 

cada 1 cm acima e abaixo do ponto de inoculação, de onde foram retirados fragmentos com 

aproximadamente 2 mm de extensão, os quais foram macerados em 200 µl de água destilada 

esterilizada. Do macerado, 100 µl foram transferidos para placas de Petri contendo meio 523 

(Kado e Heskett, 1970) e espalhados, com o auxílio de uma alça de Drigalski. Depois de 24 h 

de incubação à 28 oC foram adicionados 2 ml de água destilada e esterilizada sobre a placa e 

as colônias, visíveis ou não, foram raspadas e a suspensão transferida para microtubos e 

congelada a -20 oC. A reação de PCR com as amostras coletadas foi composta por tampão da 

enzima 1X (50 mM de KCl, 10 mM Tris HCl), 1,25 mM de MgCl2, 0,1 mM de dNTPs, 0,5 U 

de Taq DNA polimerase (Ludwing Biotecnologia LTDA Porto Alegre – RS) e 0,5 µM de 

cada oligonucleotídeo iniciador (Ep 2L/2R), sintetizados pela Invitrogen Life Tecnologies e 3 

µl de amostra com a possível presença do patógeno. O volume final da reação foi ajustado 

para 25 µl com água ultrapura esterilizada. O programa para a amplificação foi composto 

pelas etapas de desnaturação a 95 oC por 3 min, seguido por 32 ciclos de 94 oC por 1 min, 64 
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oC por 1 min, 72 oC por 2 min e ao final um ciclo de 72 oC por 5 min no termociclador 

T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories Hercules, California U.S.A.). Ao tubo de 

reação do controle positivo foram adicionados 3 µl de uma suspensão (OD540 = 0,3) de 

células do isolado IBSBF 435 de E. psidii. O controle negativo ficou constituído pelo mix de 

reagentes da reação acrescidos de 3 µl de água ultrapura esterilizada. 

Após a PCR, à cada reação foram adicionados 3 µl de tampão de carregamento 

(Promega, Madison, Wisconsin – USA) e 12 µl da mistura foram aplicados em gel de agarose 

a 1 % preparado em tampão TBE 0,5 X (TRIS base 5,4 g, ácido bórico 2,75 g, EDTA sal 

dissódico 0,375 g e água destilada q.s.p 1 litro). O gel foi submetido à eletroforese por 50 

min, a 80 volts sendo posteriormente corado em uma solução de brometo de etídeo a 0,5 

µg/ml por 20 min, descorado em água destilada por 5 min, visualizado e fotodocumentado 

sob luz UV em sistema LPix, Loccus® (Loccus Biotecnologia, Cotia-SP). A presença do 

patógeno no fragmento de haste de goiabeira foi considerado positivo caso na respectiva 

posição da amostra no gel fosse observada uma banda de aproximadamente 200 pb. 

Os dados coletados foram representados cartesianamente sendo no eixo “X” os 

diferentes tempos de amostragem e no eixo “Y” a distância, em centímetros, a partir do ponto 

de inoculação onde o patógeno foi detectado. Foi calculada a Área Abaixo da Curva de 

Progresso de Colonização – AACPC, em analogia à Área Abaixo da Curva de Progresso da 

Doença - AACPD (Shaner e Finney, 1977). Os valores de AACPC foram submetidos a 

análise de variância em esquema fatorial 2x2 sendo duas variedades e dois possíveis sentidos 

de colonização, acima e abaixo do ponto de inoculação. 

Os dados de severidade da doença e da distância percorrida pelo patógeno ao longo da 

haste da planta, para cada uma das variedades, foram submetidos a análise de correlação. 

 

Análise dos dados: 

 As análises de variância e os testes de média foram executados com o uso do 

programa SAEG versão 8.1 observando as recomendações do manual de Ribeiro Júnior 

(2001). As análises de correlação foram executadas usando o programa Microsoft® Excel® 

for Mac 2011. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
	
  
Seleção dos isolados e do material vegetal 

O objetivo do trabalho foi monitorar o movimento da bactéria E. psidii no interior de 

mudas de goiabeira artificialmente inoculadas. Para tanto, foi realizado um ensaio preliminar 
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onde foi selecionado um isolado do patógeno e duas variedades de goiabeira. No resultado 

desse ensaio é possível observar que houve diferença na suscetibilidade das diferentes 

variedades ao patógeno. A variedade Pedro Sato demonstrou ser a mais sensível e a variedade 

Sassaoka como a menos suscetível com a variedade Kumagai apresentando uma 

suscetibilidade intermediária. A diferença na suscetibilidade de variedades ao patógeno já 

havia sido mencionada em condições de campo por Coelho et al. (2002) e em condições 

experimentais por Rezende (2006). 

O resultado do ensaio realizado com o intuito de selecionar o isolado e as variedades 

para o ensaio de colonização da bactéria pode ser observado na Figura 1. 

Com base nos resultados desse ensaio, selecionou-se a variedade Pedro Sato, mais 

suscetível a E. psidii, e a variedade Kumagai, por apresentar um resultado intermediário e por 

ser essa uma variedade de polpa branca. Rezende (2006) já havia observado que a variedade 

de polpa branca, Ogawa, apresentava uma menor suscetibilidade à doença. Não sendo 

observada diferença significativa na agressividade entre os diferentes isolados, optou-se pelo 

isolado IBSBF 435 por ser este o isolado tipo da bactéria E. psidii. 

 

 

Figura 1: Área abaixo da curva de progresso da doença -AACPD avaliada em um ensaio onde 
foram inoculados três diferentes isolados de Erwinia psidii em mudas de três diferentes 
variedades de goiabeira. Os dados foram transformados em Logx. Colunas encimadas pelas 
mesmas letras não diferiram entre si pelo teste de Tukey 5 %, sendo que as letras maiúsculas 
representam a comparação entre as variedades e as minúsculas o efeito dos três diferentes 
isolados em uma mesma variedade. As barras representam o erro padrão da média. 
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Colonização da haste do hospedeiro pelo patógeno a partir do ponto de inoculação: 

O patógeno foi detectado em todas as plantas inoculadas em todos os tempos 

amostrados. A presença do patógeno nas amostras foi evidenciada pela presença de uma 

banda de DNA com aproximadamente 200 pb (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Perfil eletroforético dos produtos da PCR com oligonucleotídeos específicos para a 
bactéria Erwinia psidii. M= Marcador 100 bp-DNA Ladder (Promega) C+ = controle 
positivo, C- = controle negativo. Números precedidos por sinal (-) ou (+) representam, 
respectivamente, a distância, em centímetros, abaixo ou acima do ponto de inoculação na 
planta de onde foi retirada a amostra. O gel ilustra resultado observado 48 h depois da 
inoculação.  

Na primeira coleta, realizada 12 h após a inoculação, o patógeno foi detectado, a 1,5 

cm acima e 1,5 cm abaixo do ponto de inoculação. Até 8 dias depois da inoculação foi 

observada elevada mobilidade. Aos 10 dias o patógeno chegou aos pontos extremos 

observados no ensaio que foram 14 cm e 12 cm acima e abaixo do ponto de inoculação, 

respectivamente.  Nos coletas finais do ensaio, o movimento do patógeno mostrou-se menos 

intenso (Figura 3). Depois de 12 dias da inoculação, o patógeno encontrava-se poucos 

milímetros abaixo do ápice da planta e neste momento encerrou-se a coleta das amostras 

(dados não mostrados). 

500 bp 
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Figura 3: Colonização de hastes de mudas de goiabeira das variedades Pedro Sato e Kumagai 
pela bactéria Erwinia psidii a partir do ponto de inoculação no intervalo de 0,5 a 12 dias. As 
barras representam o erro padrão da média das observações. 
 
 A análise dos valores de AACPC mostrou que não houve diferença significativa nos 

valores entre as duas variedades, assim como não se observou diferença na colonização 

acima ou abaixo do ponto de inoculação, conforme pode ser visualizado na Figura 4. 

 
Figura 4: Valores de Área Abaixo da Curva de Progresso da Colonização – AACPC 
observados em hastes de mudas de goiabeira de duas variedades inoculadas com um isolado 
de Erwinia psidii. Colunas encimadas pelas mesmas letras não diferiram entre si pelo teste 
“F” sendo que as letras maiúsculas representam a comparação entre as variedades e as letras 
minúsculas entre o sentido da colonização, acima e abaixo do ponto de inoculação. As barras 
representam o erro padrão da média. 
 

O movimento de patógenos sistêmicos tanto no sentido acropetal quanto basipetal é 

relatado por diferentes pesquisadores. Czajkowski et al. (2010b), inicialmente fizeram o 

plantio de tubérculos de batata e em seguida infestaram o substrato com uma suspensão de 
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células de Dickeya sp. Depois de 30 dias observaram a expressão de sintomas típicos da 

doença. Posteriormente Czajkowski et al. (2010a), observaram que ao inocularem o patógeno 

nas folhas de batateira, após 30 dias o patógeno era encontrado na lâmina foliar, pecíolos e 

hastes da planta. Quando a planta era inoculada na haste, no mesmo período o patógeno era 

encontrado nas raízes, estolões e tubérculos formados pela planta. Também Bogs et al. 

(1998) ao inocularem a haste de plântulas de macieira com 8 semanas de idade com a 

bactéria Erwinia amylovora, foram capazes de localizar o patógeno nas raízes da planta 

depois de três dias.  

Segundo Czajkowski et al. (2010a) o movimento basipetal do patógeno no interior 

dos tecidos da planta pode ser regido por mecanismos distintos. Uma possibilidade é a 

degradação do tecido vascular da planta pelo patógeno que leva a sua obstrução e posterior 

colonização dos elementos de xilema conforme postulado por Nelson e Dickey (1970). Uma 

segunda possibilidade é o fluxo reverso da seiva durante o período escuro (Tatter e Tatter, 

1999) que poderia conduzir ao longo do vaso substâncias contidas em seu interior. 

Possivelmente, os diferentes mecanismos ocorrem simultaneamente e dessa forma agem em 

sinergismo. 

Os primeiros sintomas da doença foram observados seis dias depois da inoculação na 

variedade Pedro Sato (Figura 5A). Estes consistiram em lesões necróticas próximas ao ponto 

de inoculação com aspecto encharcado que evoluíram para um aspecto ressecado O aspecto 

de anasarca foi mantido na interface entre o tecido necrosado e o tecido sadio. As lesões 

expandiram-se ao longo da folha a partir da nervura central em direção ao ápice. No decorrer 

do período, pares de folhas acima e abaixo do ponto de inoculação também tornaram-se 

sintomáticas. Até o final do ensaio, não foram observados sintomas na variedade Kumagai. 

As mudas dessa variedade apresentaram os primeiros sintomas 19 dias depois de inoculadas 

(Figura 5B). 
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Figura 5: Mudas de goiabeira inoculadas na haste, com a bactéria Erwinia psidii, por punção. 
Sintomas iniciais da doença seis dias depois da inoculação (A). Sintomas em muda da 
variedade Pedro Sato, esquerda e Kumagai à direita 29 dias depois da inoculação (B). As 
setas indicam o ponto de inoculação do patógeno. 

A análise de correlação entre a extensão da colonização pelo patógeno ao longo da 

haste da muda e a severidade da doença nessa mesma haste estão ilustradas na Figura 6. 

 

  

Figura 6: Análise de correlação entre os valores de severidade da doença e de extensão da 
colonização ao longo da haste da planta, para a variedade Pedro Sato (A) e Kumagai (B). 

 

A análise de correlação revelou que na variedade Pedro Sato há uma correlação 

positiva entre a colonização das hastes e a severidade dos sintomas, sendo o modelo 

logarítmico aquele de melhor ajuste. Já para a variedade Kumagai, não se observa correlação 

entre os dados, uma vez que não foram observados sintomas da doença.  
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Os dados sugerem que, neste patossistema, os eventos de colonização e expressão dos 

sintomas não necessariamente estão correlacionados e ocorrem simultaneamente. Enquanto a 

colonização dos tecidos não apresentou diferença significativa entre as variedades, a 

ocorrência e severidade dos sintomas foi evidente. Transcorridos 12 dias da inoculação, a 

variedade Pedro Sato apresentava uma área foliar lesionada de 2,25 % enquanto na variedade 

Kumagai não eram observados sintomas da doença (Figura 5, 6). É importante salientar que a 

detecção do patógeno nas mudas assintomáticas não pode ser considerado um falso positivo 

em razão da técnica usada que praticamente elimina esse erro experimental. 

Em ensaio paralelo, foi realizada a inoculação em 12 mudas das variedades Pedro 

Sato e Kumagai. Observou-se que 91,6 % das mudas da variedade Kumagai mantiveram-se 

assintomáticas por 19 dias apresentando tênues sintomas somente 28 dias depois de 

inoculadas, enquanto 91,6 % das plantas da variedade Pedro Sato apresentavam-se 

sintomáticas já aos 9 dias depois da inoculação (dados não mostrados). Essa observação 

reforça a necessidade de análises do material propagativo visando a certificação de sua 

sanidade. Justifica-se essa necessidade, pois sendo adotada uma técnica de inoculação 

invasiva, como aquela usada nesse ensaio, as mudas permaneceram assintomáticas por 

aproximadamente um mês. Em condições naturais de infecção, o período em que as plantas 

permanecem assintomáticas, e podem ser consideradas sadias, pode ser muito maior.  

O movimento do patógeno no interior dos tecidos do hospedeiro é tido como crucial 

para o desencadeamento de sintomas em patógenos colonizadores do sistema vascular 

(Chalupowicz et al., 2012). A extensão da colonização, seja ela em termos de distância a 

partir do ponto de inoculação na qual o patógeno é localizado, ou o número de vasos 

colonizados ou a população do patógeno em UFC/g de tecido é dependente da espécie 

infectada (Fry e Milholland, 1990; Alves et al., 2004) da variedade dentro da mesma espécie 

ou mesmo do órgão vegetal avaliado (Krivanek e Walker, 2005). A extensão da colonização 

dos feixes vasculares por patógenos que infectam esses tecidos é uma importante condição 

para que o desenvolvimento dos sintomas sejam desencadeados. Nesse sentido os 

patossistemas mais bem estudados envolvem os patógenos E. amylovora em rosáceas 

(Koczan et al., 2009; Koczan et al., 2011) e X. fastidiosa em videira (Chatterjee et al., 2008), 

café e citros (Alves et al., 2004).  

A capacidade de colonização do xilema pelo patógeno é dependente de fatores como a 

síntese de enzimas que permitem ao patógeno degradar a parede celular vegetal e assim 

atingir vasos contíguos (Alves et al., 2009), a presença, ou mesmo ausência, de mecanismos 

de sinalização entre células do patógeno (Chatterjee et al., 2008) e a capacidade de formação 

de biofilme (Bogino et al., 2013). Este último é dependente de receptores de adesinas 
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presentes no tecido do hospedeiro que permitem a adesão de células do patógeno e posterior 

multiplicação e formação de agregados (Kline et al. 2009). A composição dos vasos de 

xilema, é alterada no decorrer do seu desenvolvimento, especialmente em relação à deposição 

de lignina (Raven et al., 2007). A deposição desse material torna este tecido de difícil 

fragilização por enzimas degradadoras dos componentes da parede celular vegetal. Esta 

observação poderia justificar a ausência de sintomas nas mudas da variedade Kumagai que 

poderiam terem atingido um nível de maturação tecidual mais rapidamente que a variedade 

Pedro Sato e por isso não ter apresentado sintomas. Porém, esta possibilidade é parcialmente 

refutada pois em ambas as variedades o patógeno foi encontrado próximo ao ápice das mudas 

os quais apresentavam tecido tenro e, em tese, permissivo ao desenvolvimento de sintomas 

como observado no ensaio de seleção de variedades e isolados (Figura 2). Portanto, um outro 

mecanismo deve estar atuando na supressão do desenvolvimento dos sintomas em Kumagai, 

possivelmente dependente da idade da planta, uma vez que no ensaio de seleção de 

variedades e isolados, quando as mudas estavam com aproximadamente 60 dias, houve a 

expressão de sintomas. Porém quando o ensaio de movimentação do patógeno foi realizado 

com as mudas apresentando 90 dias de idade, os sintomas foram tênues ou mesmo ausentes. 

A diminuição da suscetibilidade com a idade da planta é um fenômeno relatado em diferentes 

patossistemas. Koch e Mew (1991) observaram o aumento da resistência de folhas de arroz à 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae com o aumento da idade da folha. Efeito semelhante foi 

observado por Kus et al. (2002) em plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas com 

Pseudomonas syringae pv. tomato. Um fenômeno semelhante pode ocorrer nesse 

patossistema uma vez que os sintomas da doença somente são observados em tecidos jovens 

da planta. 

A indução de sintomas por patógenos vasculares é dependente de diferentes fatores, 

entre eles a população que o patógeno atinge no interior dos tecidos da planta. Chalupowicz 

et al. (2012) trabalhando no patossistema Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

observaram que o patógeno pode sobreviver endofiticamente em tecidos de tomateiro 

contudo, para que haja desenvolvimento de sintomas é preciso uma população superior a 108 

UFC/g de tecido do hospedeiro. No presente ensaio, é possível que a população mínima 

necessária para o desencadeamento de sintomas pela bactéria não tenha sido atingido em 

Kumagai. É importante que se mencione que embora não tenha havido o desenvolvimento de 

sintomas, o patógeno estava presente no interior das mudas de Kumagai, as quais, numa 

produção comercial poderiam ser transplantas e numa condição adequada desenvolver os 

sintomas da doença. Ou introduzi-la em uma região até então livre do patógeno. 
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Assim os dados obtidos neste ensaio demonstram que a distância que o patógeno 

deslocou-se a partir do ponto de inoculação não diferiu para as duas variedades porém 

detectou-se diferença na ocorrência e severidade dos sintomas. Além da distância do ponto de 

inoculação onde o patógeno é detectado, assume importância o nível populacional alcançado 

pelo mesmo no interior dos tecidos infectados assim como o número de vasos portadores de 

oclusão. Essas duas variáveis devem ser investigadas, assim como a determinação da 

localização do patógeno no interior dos tecidos do hospedeiro. 
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