UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS

METODOS DE INOCULACAO DE Phytophthora citrophthora (RE Sm. & EH Sm.)
Leonian EM CITROS

MARIA THIETA BRANDAO LOBAO TORRES

CRUZ DAS ALMAS-BA
2018



MARIA THIETA BRANDAO LOBAO TORRES

METODOS DE INOCULAGCAO DE Phytophthora citrophthora (RE Sm. & EH Sm.)
Leonian EM CITROS

Trabalho de conclusdo submetido
ao Colegiado de Graduacdo de
Engenharia Florestal do Centro de
Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Biolégicas da  Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia
como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Engenheiro

Florestal.

Orientador: Carlos Augusto Dorea Braganga

Co-orientador: Hermes Peixoto dos Santos Filho

CRUZ DAS ALMAS - BA
2018



CRUZ DAS ALMAS - BA
) 2018
MARIA THIETA BRANDAO LOBAO TORRES

METODOS DE INOCULACAO DE Phytophthora citrophthora (RE Sm. & EH Sm.)

Leonian EM CITROS

Trabalho de conclusdo submetido ao Colegiado de Graduagio de Engenharia Florestal

do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biolégicas da Universidade Federal do

Reconcavo da Bahia como requisito parcial para obtengao do titulo de Engenheiro Florestal.

Apro.vado em f Pr /| ° \‘u{) / 9\04 g

BANCA EXAMINADORA

(//Mm;@ L@Adlnyy Q&nf;o Q/;nmﬁz

aria Gardenny Ribeiro Pimenta - UFRB

— Lanellin Nrviaisioy Sl

Fa

Carolina Yamamoto Santos — UFRB

Mg

Orientador - Prof. Dr. Carlos Augusto Dérea Braganga -UFRB

CRUZ DAS ALMAS - BA
2018



Dedico este trabalho a minha querida e amada
irma, Maria Helena Brand&o Lob&o Neta, por ter

sido exemplo de amor e luta!




AGRADECIMENTOS

- Ao pesquisador e orientador Dr. Hermes Peixoto dos Santos Filho, pela oportunidade e
ensinamentos, sendo exemplo de sabedoria e dogura, sendo essencial em minha formacao.

- Ao meu orientador de TCC Carlos Augusto Dérea de Braganca e ao estatistico da
EMBRAPA Carlo Lédo pelo apoio, ensinamentos e colaboragédo para execugéo do trabalho.

- A Paulo e Leandro que estiveram presentes em todos os dias de laboratorios trazendo muitos
ensinamentos, sabedoria, amizade.

- A Uiara Sousa por ter sido amiga, companheira de pesquisa, ndo medindo esforgos para
alcangarmos nosso objetivo.

- Aos funcionarios, pesquisadores, colegas e aos amigos de EMBRAPA por toda ajuda e
apoio durante todos os dias, vocés foram grande alicerce durante essa jornada.

- A minha mde Sandra Marcia Brand&o Lob&o Torres por ter sido guerreira em toda vida, ndo
medindo esforgos para me fazer feliz, e a0 meu pai por ter estd ao meu lado durante esta
jornada que agora se finda.

- As minhas irmds Talita e Helena por terem divido comigo desde a infancia todo amor e
amizade que pude ter, vocés fizeram com gue esse sonho se realizasse.

-A Agenor pelo carinho e companheirismo todos os dias, me apoiando em todos oS
momentos.

- A Universidade Federal do Reconcavo da Bahia pelo acolhimento e todos os professores e
funcionarios que sempre estiveram disponiveis para passar toda a sabedoria.

- A todos os colegas de faculdade que junto comigo estiveram presentes nesta jornada. E as
amizades que me fortaleceram nesta jornada: Camilo, Jessica, Verena, Rafaela, Nayara.
Vocés fizeram meus dias mais felizes, dividindo comigo suas alegrias.

- A CNPQ, FAPESB E EMBRAPA que me apoiaram em minha pesquisa.

Nunca caminhei sozinha, obrigada!l



RESUMO

A Citricultura tem alcancado destaque na economia brasileira. Os citros (Citrus spp.) estdo
entre as fruteiras mais plantadas, consumidas e pesquisadas no mundo. Porém o que tem
interferido na sua producéo sdo as doencas que afetam a cultura e, entre as principais doencas
estd a Gomose dos Citros. O objetivo deste trabalho foi selecionar um método eficiente de
inoculacdo para estudos de resisténcia e suceptibilidade de porta-enxertos a esta doenca. Neste
caso presente diferentes métodos de inoculacdo de Phytophthora citrophthora foram testados
sobre dois porta-enxertos: Limoeiro Siciliano (Citrus lemon) sabidamente susceptivel ao
patégeno e Poncirus (Poncirus trifoliata ‘Kryder’) considerado mais resistente que o anterior.
O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura situado no municipio de Cruz das Almas-BA.Os métodos utilizados foram:
inoculacdo com gotas da suspensdo de zodsporos em ramos, inoculacdo por disco de micelio
em ramos, inoculacdo por imersdo de ramos destacados em suspensdo de zodsporos durante
20, 40 e 60 minutos, inoculacdo de suspensdo de zoosporo em folhas com ferimento causado
por abrasivo e sem ferimento nas faces abaxial e adaxial, inoculagéo de disco de micélio em
folhas com ferimento causado por abrasivo e sem ferimento nas faces abaxial e adaxial. As
avaliacbes foram feitas utilizando o programa Assess medindo o tamanho da lesdo e
posteriormente submetido a andlise de variancia (ANOVA), a fim de verificar a existéncia de
diferengas significativas pelo teste F e teste de Scott-Knott entre as inoculagdes. Para as
metodologias envolvendo folhas a avaliacdo foi feita usando analise fatorial multivariada. A
partir dos resultados foi possivel escolher um método eficiente para testes de resisténcia de
materiais citricos a Gomose em curto periodo de tempo e baixo custo. Os melhores resultados
foram obtidos nas inoculagdes de P. citrophthora por meio da inser¢éo de disco de meio de
cultura contendo o patégeno em ramos destacados, método que pode ser utilizado em
inoculacOes de plantas de Citros em diferentes fases de desenvolvimento. Por permitir a
avaliacdo de genoOtipos com partes destacadas das plantas em curto espaco de tempo, a
metodologia pode se constituir em ferramenta auxiliar para programas de melhoramento
genético de Citros.

Palavras-chave: Poncirus trifoliata; limoeiro ‘Siciliano’; Citrus lemon, Gomose



ABSTRAT

Citricultura has achieved prominence in the Brazilian economy. Citrus (Citrus spp.) Are
among the most planted, consumed and researched fruit trees in the world. But what has
interfered in its production are the diseases that affect the culture and, among the main
diseases is Citrus Gum. The objective of this work was to select an efficient method of
inoculation for studies of resistance and susceptibility of rootstocks to this disease. In this
case present different methods of inoculation of Phytophthora citrophthora were tested on
two rootstocks: Sicilian lemon tree (Citrus lemon) known to be susceptible to the pathogen
and Poncirus (Poncirus trifoliata 'Kryder') considered more resistant than the previous one.
The methods used were: inoculation with drops of the zoosporus suspension in the branches,
inoculation by mycelial disk in branches, inoculation by immersion of detached branches in
suspension of zoospores for 20, 40 and 60 minutes, inoculation of zoospore suspension in
leaves with wound caused by abrasive and without injury on the abaxial and adaxial surfaces,
inoculation of mycelium disc on leaves with abrasive injury and without injury on the abaxial
and adaxial surfaces. The work was developed in the Laboratory of Phytopathology of
Embrapa Mandioca and Fruticultura located in the municipality of Cruz das Almas-BA. The
evaluations were done using the Assess program measuring the size of the lesion and later
submitted to analysis of variance (ANOVA), in order to verify the existence of significant
differences by the F test and Scott-Knott test between inoculations. For methodologies
involving leaves the evaluation was done using multivariate factorial analysis. From the
results it was possible to choose an efficient method for tests of resistance of citrus materials
to Gomose in a short period of time and at low cost. The best results were obtained in
inoculations of P. citrophthora by means of disc insertion of culture medium containing the
pathogen in detached branches, a method that can be used in inoculations of Citrus plants at
different stages of development. By allowing the evaluation of genotypes with highlighted
parts of the plants in a short time, the methodology can be an auxiliary tool for genetic
breeding programs of Citrus.

Keywords: Poncirus trifoliata; lemon tree 'Siciliano'; Gomose, Citrus lemon
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1. INTRODUCAO

No Brasil a citricultura é uma das mais importantes atividades do agronegocio, sendo
0 pais maior produtor mundial de citros, com destaque para a producdo de laranjas que em
2015 apresentava 665.174 ha de &rea colhida correspondendo a um volume de 16.746.247
toneladas de frutos, segundo dados do IBGE. O pais também lidera a exportacdo de suco
concentrado e derivados equivalente em cerca de 50% do total da producdo mundial,
registrando 31.086.047 kg de suco para exportacdo e gerando receita de 12.316.635 ddlares
em 2016 (CARVALHO, 2017).

Embora a Citricultura tenha se destacado na economia brasileira, o grande nimero de
doencas limita ganhos na produtividade. Entre as principais doencas que afetam a planta
citrica a Gomose, causada por Phytophthora spp. é considerada uma das mais importantes
doencas da cultura (FEICHTENBERGER et al., 2005).

Apesar de existir uma grande quantidade de espécies citricas, ha limitacdo de
variedades que possam ser utilizadas como porta-enxerto, o que torna a cultura vulneravel ao
surgimento de pragas e doencas ja que a base genética fica bastante limitada (OLIVEIRA et
al., 2014). Associada a presenca de outras doencas muito graves e as mudancas climaticas a
cultura torna-se ameagada e as cultivares tém o seu desenvolvimento afetado o que interfere
drasticamente nos indices de producdo (NEVES et al., 2010).

Os sintomas da Gomose de Citros sdo caracterizados pela exsudacdo de uma goma,
resultante de transformacoes internas dos tecidos da planta atacados pelo patégeno que pode
afetar diversos tecidos da planta principalmente da parte basal do tronco e das raizes onde
ocorrem mais frequentemente as lesdes. Com os tecidos condutores de seiva destruidos, a
interrupgdo da passagem da seiva ocasiona sintomas reflexos na parte aérea como intenso
amarelecimento das folhas e podriddo seca de cloragdo marrom nos tecidos da casca e do
lenho, podendo causar a morte da planta adulta. O ataque pode se d& também na fase de
viveiro, com sintomas de tombamento da parte aérea das plantulas recem emergidas. A
ocorréncia em frutos, principalmente os que se encontram proximos ao solo, se dar por
respingos de chuva ou agua de irrigacdo, afetando também precocemente as sementes
(ROSSETTI, 1947).

O estudo das doencas provocadas por Phytophthora spp. em citros esta intimamente
ligado ao estudo do porta-enxerto, ja que o0 agente causador da doenga, que se encontra no
solo, age sobre as raizes e o colo dos porta-enxertos (SIVIEIRO, 2001). A utilizacdo de porta-
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enxertos resistentes € uma Otima alternativa de controle, visto que minimiza gastos com
outros métodos mais caros e mais ofensivos a natureza.

O liméo Cravo (Citrus limonia Osbeck) é um dos portas-enxertos mais utilizados pela
citricultura, porém é menos resistente a infeccdo de Phytophthora spp. do que outros porta-
enxertos como a laranja ‘Azeda’ (Citrus aurantium), por exemplo. A utilizacdo deste porta-
enxerto tem gerado maior incidéncia da Gomose de Citros e alcangado maiores danos em
decorréncia da atuacdo do patégeno (MEDINA FILHO, 2003).

A resisténcia genética de porta-enxertos pode ser muito eficaz no controle da Gomose
dos Citros. A interacdo citros-Phytophthora spp. pode levar a elaboragdo de estratégias para o
controle do patégeno (TEIXEIRA, 2005). Embora seja muito importante para a producgdo da
citricultura brasileira que existam estudos sobre a Gomos de Citros e métodos de inoculacao
de Phytophthora citrophthora em Citros, estes ainda séo limitados, e ainda existe uma grande
caréncia de estudos mais aprofundados sobre o assunto.

Este trabalho tem como objetivo testar diversos métodos de inoculagdo de
Phytophthora citrophthora em partes destacadas da planta de Citros, com a finalidade de
selecionar um método de inoculacdo eficaz que permita futuramente uma avaliagdo mais
rapida de gendtipos de porta-enxertos e combinacdes copa/porta-enxerto de hibridos de citros
com resisténcia & Gomose. A escolha do método de inoculacdo utilizado em nivel de
laboratério pode ser uma 6tima alternativa, visto que a escolha de um método eficaz de
avaliacdo de genotipos por inoculacdo em partes destacadas da planta poupa tempo e recursos

financeiros.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CITROS

Os Citros séo originarios da Asia meridional, foram cultivados desde muito tempo nos
jardins da Babildnia e também na Palestina. Sua introducdo no Brasil se deu por meio dos
portugueses durante o processo de colonizacgéo, espalhando-se rapidamente por todo territorio
brasileiro gracas a sua facil adaptacdo aos diversos tipos de solos, ainda que prefira um solo
silico-argiloso e com profundidade média de 50 a 70 cm, que possibilita um melhor
desenvolvimento radicular da planta. Em locais de baixa pluviosidade como em zonas
semiaridas € necessario o uso de irrigacdo em meses mais secos (GOMES, 1972).

A temperatura média de crescimento dos citros estd entre 12°C a 27°C. Em regides
com temperaturas mais baixas os frutos tém melhor coloragdo da casca e da polpa, assim
como teores mais altos de agucares e sélidos soluveis. J& em climas quentes os frutos sdo
menos coloridos, mais doces e o sabor é considerado mais pobre. Climas quentes séo
propicios ao cultivo dos pomelos, laranjas, limas doces e &cidas e limdes verdadeiros
(EMBRAPA, 2017).

As espécies que compdem o género Citrus sdo plantas dicotileddneas pertencentes a
familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae (Citroidea), tribo Citreae, subtribo Citrinae
dentro desta subtribo existem aproximadamente treze géneros, a exemplo Citrus, Fortunella e
Poncirus de grande relevancia no mercado de importancia econémica mundial (GOMES,
1972).

As Rutaceas, de acordo com as suas caracteristicas morfoldgicas, sdo arvores ou
arbustos, raramente ervas, suas folhas sdo alternas ou opostas, geralmente compostas, sem
estipulas, com glandulas secretorias, translicidas; por vezes transformadas em espinhos sobre
ramos curtos, sua inflorescéncia sdo cimeiras, e as flores hermafroditas raramente unissexuais,
geralmente actinomdrficas, com um grande disco por baixo do gineceu; flores tetra-ou
pentameras; calice dialisépalo ou sinsépalo; corola dialipétala, com as pétalas imbricadas;
estames 8-10, obdiplostémonos, com anteras introrsas; ovario supero, raramente semi-infero
ou 104 infero, 4-5-carpelar, carpelos frequentemente livres na base mas unidos no apice pelo
estilete, plurilocular, com 1 a varios 6vulos anatropicos em cada loculo. O Fruto pode ser
drupa ou baga (LOUSA, 2001).

A propagacédo dos Citros é na maioria das vezes feita por meio da enxertia, por isso a

necessidade de se utilizar porta-enxertos sadios, para a preservacdo das copas neles
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enxertadas. Os porta-enxertos podem ser afetados, nas sementeiras e viveiros por fungos
causadores de tombamento ou “damping-off' tais como Rhizoctonia solani, Pythium spp. e
Phytophthora spp. (SILVA e SANTOS FILHO, 1981).

O citros apresenta grande diversidade de géneros, espécies, variedades e clones. No
entanto, o nimero de cultivares nos plantios comerciais € pequeno, principalmente no que diz
respeito a porta-enxertos, e com isso a base genética é limitada, aumentando a influéncia de
doencas (OLIVEIRA et al., 2014). E fundamental ampliar essa base genética para estabelecer
mais combinacdes e utilizar hibridos resistentes aos patdgenos que interferem na cultura.

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de Citros, sendo o maior produtor
mundial de laranja, a maior parte da producdo € destinada para producdo de sucos, sendo o
maior exportador em escala global (CARVALHO, 2017).

A producéo de laranja no Brasil em 1970 foi de 15.497.198 toneladas e area colhida de
202.037 ha, em 1980 a area colhida foi de 575.249 ha 54 59.072 toneladas, e alcancou o seu
pico de producdo nos anos 90 com éarea colhida 912.996 ha e producdo de 87.602.607
toneladas, ap0ds esse periodo houve queda na producéo de laranja em 2010 alcangou a area de
producdo de 775.881 a producdo representou 18.101.708 toneladas, essa queda pode ser
justificada pela exigéncia do mercado de exportagdes que exigem frutos com maior padréo de
qualidade. (IBGE, 2012) Ja em 2015 a area colhida correspondeu a 665.174 ha da cultura e
um volume de 16.746.247 toneladas (IBGE, 2017).

No que se refere a producdo de laranja nos municipios brasileiros, destaca-se Séo
Paulo como maior produtor do Brasil com 15.293.506 toneladas, ja a Bahia aparece em
segundo lugar com area de producdo correspondendo 65.129 ha e producdo de 1.036.841
toneladas (IBGE - Producdo Agricola Municipal, 2012.).

A producéo de Citros no Brasil é de importancia mundial, tendo lideranga na produgéo
e exportagdo em diversos paises, por isso sdo necessarias acdes para melhorar a sanidade da

cultura, buscando alternativas para controle das doencas (CAIXETA et al., 2013).

2.2. Poncirus trifoliata ‘Kryder’

Embora Poncirus trifoliata ‘Kryder’ seja um dos porta-enxertos mais utilizados, em
certas regides, devido sua resisténcia a doengas como Gomose e Tristeza dos Citros, suas
sementes exigem condi¢des especiais de armazenamento e condi¢des climéticas favoraveis ao
seu desenvolvimento. As melhores condigdes de armazenamento foram obtidas em camara

fria com temperatura de 4°C e umidade relativa do ar de 70%, em que resultou em um total de
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57% de sobrevivéncia em 150 dias, o tempo médio de germinagdo das sementes foi de 3 a 5
dias (OLIVEIRA, 2002).

Um dos principais objetivos dos programas de melhoramento genético € obter maior
resisténcia a doencas. Um dos cruzamentos mais explorados é entre os parentais C. sunki x P.
trifoliata, pois a morfologia contrastante entre estes resulta em hibridos com maior resisténcia
a diversos patégenos (MATHERON et al., 1998).

O ‘Poncirus trifoliata’ quando usado como porta-enxerto de copa Laranja ‘Lima’ tem
menor producdo quando comparado ao porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’. Entretanto o P.
trifoliata pode proporcionar um aumento da densidade de plantio e consequentemente uma
maior producdo por area, ou mesmo similar aquela obtida para plantas enxertadas sobre porta-
enxertos mais vigorosos em relacdo ao desenvolvimento da copa e producdo de frutos,
apresenta maior eficiéncia produtiva. Outra vantagem é que plantas com copas menores
necessitam de menos tratos culturais e facilitam a colheita (LIMA et.al., 2014).

P. trifoliata quando inoculado com Phytophthora spp por meio do método de
inoculacdo dupla em seu tronco, obteve melhores resultados quanto a
resisténcia/suceptibilidade, demonstrando maior resisténcia ao patégeno, desenvolvendo
lesbes menores quando comparado a Tangerina Sunki e ao limdo "Cravo’ (MEDINA FILHO,
2003).

2.3. LIMOEIRO ‘SICILIANO’

O limoeiro Siciliano tem frutos &cidos tipo baga, apresenta como caracteristica plantas
tipo arbéreas ou arbustivas de porte médio, a estrutura da copa é volumosa de forma
arredondada, com presenca de espinhos, as folhas sdo coriaceas, alternadas e simples
(LORENZI et al., 2006).

O limoeiro Siciliano tem como caracteristica: baixa resisténcia a seca, boa resisténcia
ao frio, possui alta qualidade de fruto, e a forma de plantas de tamanho médio e com alta
longevidade. Como fator limitante apresenta susceptibilidade Gomose dos Citros. Isso limita
a producdo, pois a doenga atinge a cultura exigindo acbes que inibam a sua proliferagéo
(SOUZA et al., 2010)

O limoeiro Siciliano apresenta suscetibilidade a diversas doencas, incluindo a Gomose
dos Citros. Como forma de minimizar tais prejuizos e garantir a sua producdo para que nao
seja afetada pela acdo de patdgenos, sdo enxertados em porta-enxertos resistentes ou

medianamente resistentes a doencas que afetam o cultivar. Esta estratégia ajuda, porem, é
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necessario medidas para evitar que o porta-enxerto ndo passe doencas para a parte superior da
copa, 0 que pode gerar queda na producdo em decorréncia do tamanho dos frutos ou morte da
planta (BARBASSO et al., 2003).

Em experimento conduzido por Loureiro (2016), ficou determinado que o citrandarin
‘Riverside’ destacou-se como porta-enxerto promissor ao limoeiro ‘Siciliano’, superando os
outros tratamentos formados por limoeiro Cravo ‘Santa Cruz’, Hibrido 059 [C. sunki X
(limoeiro ‘Cravo’ x P. trifoliata)], citrandarin ‘Indio’, citrumeleiro 'Swingle' tangerineira
‘Sunki Tropical’. O citrandarim ‘Riverside’ apresentou desenvolvimento vegetativo superior

com didmetro médio da copa e o volume médio de copa maiores.

2.4. GENERO Phytophthora

O género Phytophthora, do Grego Phyton = planta e phthora =destruidor (destruidor
de plantas), foi estabelecido por Anton De Bary em 1876, pertence ao Reino Chromista, filo
Oomicota, classe Oomycetes, ordem Pythiales e familia Pythiaceae. O género Phytophthora
anteriormente era considerado pertencente ao reino Fungi, porém por apresentar
caracteristicas diferentes ao reino Fungi passou a pertencer ao Reino Chromista (ERWIN e
RIBEIRO, 1996). Segundo Feichtenberger et al. (2005) existem diversas espécies de
Phytophthora que afetam a cultura do citros, dentre elas P. nicotianae, P. citrophthora, P.
palmivora, P. boehmeria, P. cactorum, P.capsici, P. citricola, P. cinnamomi, P. drechsleri, P.
hibernales, P. megasperma e P. syringae. Para que o estudo da doenca seja feito de forma
eficaz é necessario identificar a espécie, pois essas informacdes poderdo ser de utilidade no
controle da doenga.

Phytophthora spp. sdo patdgenos do solo e agentes causais de importantes doengas.
Este patdgeno age em plantas ainda em condi¢des de viveiros, telados e até em condicdes de
campo. Sua infeccdo ocorre nas radicelas, raizes, colo das plantulas, folhas, ponteiros, e
tambem nos frutos (SIVIEIRO et. al., 2001).

A caracterizagdo das estruturas microscopicas de P. citrophthora sdo esporangios
persistentes, papilados, de diferentes formatos variando de ovoides, elipsoides ou quase
esféricos a formas distorcidas; esporangios dispostos irregularmente nas hifas (SIQUEIRA,
1985).

Espécies de Phytophthora produzem estruturas de resisténcias que mesmo em condicdes
indspitas ao seu desenvolvimento sobrevivem, quando encontram condicGes favoraveis, alta

umidade e temperaturas mais altas por periodos prolongados, clamiddsporos e 0s esporangios
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podem germinar e produzir esporangios ou microesporangios que podem germinar diretamente
sobre a superficie dos érgaos atacados ou produzir zodsporos em contato com a superficie das raizes
de hospedeiros suscetiveis, perdem seus flagelos, encistam e germinam, penetrando no hospedeiro,
se diferenciam e formam cistos que germinam e originam hifas que infectam raizes e caule,
com colonizagdo dos tecidos e 0 aparecimento de sintomas. Apds a colonizacdo dos tecidos,
novos esporangios sdo formados e a infeccdo se repete em condigdes favoraveis (Figura 1)
(LARANJEIRA et al., 2005).

ASEXUAL PHASE (DIPLOID) SEXUAL PHASE ASEXUAL PHASE (DIPLOID)
Chck here to wew movie

Figura 1. Ciclo de vida da doenca Phytophthora ( ERWIN & RIBEIRO, 1996).

O género Phytophthora ndo € somente encontrado nas Rutaceas, mas também em
varias plantas cultivadas e plantas florestais como seringueira, acacia-negra; pupunheira,
araucaria, P. cinnamomi e P. citrophthora ja foram associadas a diversas espécies florestais
como  Seringueira (Hevea brasiliensis, Hevea spp.); Cacaueiro (Theobroma cacao)
(SANTOS et al., 2013).

2.5. A GOMOSE DOS CITROS

A ocorréncia de gomose dos Citros foi verificada h4 muitos anos, mas sua importancia
ganhou destaque quando em aproximadamente 1940 com o aparecimento do virus da tristeza
dos citros, doenga que eliminou 90% da citricultura brasileira, o porta-enxerto laranja Azeda
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(Citrus aurantium), muito resistente a Phytophthora, mas altamente suscetivel a esse virus,
foi substituido pelo limdo ‘Cravo” (SIVIEIRO, 2002).

A gomose dos Citros € um problema existente em todas as areas de producéo de citros
do mundo. No nosso pais a doenga € umas das que mais afetam a cultura, tendo destaque
nacional como um grande limitante de producdo. Existem treze espécies de Phytophthora
relacionadas a cultura do citros, cinco podem ser encontradas no Brasil, e trés podem ser
associadas como agente causal de diversas doencas do complexo Citros-Phytophthora
(ERWIN & RIBEIRO, 1996).

Os sintomas da Gomose dos Citros sdo lesées no colo da planta e em outras partes do
tronco; exsudacdo de goma; descoloracdo do tecido afetado. Sintomas secundarios envolvem
amarelecimento, murcha e queda de folhas. Folhas, frutos e ramos novos podem ser afetados
diretamente pela Phytophthora (TEIXEIRA, 2005).

Os principais sintomas da gomose em condi¢des de campo envolvem a morte dos
tecidos internos da epiderme e do floema, formacéo de calos, exudacéo de goma, rachaduras e
fendas longitudinais no tronco, podridfes do colo e raizes, clorose uniforme e progressiva nas
folhas, baixo desenvolvimento das folhas, murcha, desfolha e, finalmente, morte da planta
(FUNDECITRUS, 2017).

O desenvolvimento da doenca estd relacionado com altas temperaturas, umidade
relativa do ar alta e ao grau de umidade do solo, que estimulam a ocorréncia do Oomiceto no
solo em condicdes favoraveis a ele (FEICHTENBERGER, 2001).

2.6. METODOS DE INOCULACAO DE Phytophthora spp.

Segundo Siviero (2002), a escolha da metodologia de inoculagéo de Phytophthora spp.
depende do objetivo do trabalho com a doenca alvo, parte da planta em estudo e espécie da
planta e do patogeno. O autor utilizou os seguintes métodos de inoculagéo: contato planta sem
ferimento-patdgeno, casca destacada, insercdo de disco de meio de cultura contendo micélio
sob a casca, método do disco e inser¢do de agulha e palito infestados em plantulas e plantas
jovens de citros. A avaliacdo foi realizada usando a medida da &rea total. O método do disco e
o0 da inser¢éo sob casca foram os melhores quando utilizados em plantas jovens.

Como estratégia de garantir avaliagdes em porta-enxertos, sao realizadas metodologias
de inoculacdo com o objetivo de avaliar a resisténcia de materiais vegetais e definir a
suscetibilidade ou resisténcia do porta-enxerto por meio de lesdes caracteristicas da Gomose
dos Citros (SIVIEIRO et. al. 2002).
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Rossetti, (1947) desenvolveu seu trabalho utilizando como método de inoculagdo do
patdégeno por meio de discos de miceélio, que foram inoculados em partes da planta como
frutos, ramos e caule. Nos dias atuais, essa metodologia tem sido muito usada principalmente
em Phytophthora citrophthora.

MEDINA FILHO, (2003) utilizou o método para a inoculacdo descrito por Rossetti
(1947), porém através de dois ferimentos em cada planta foram feitas duas inoculagdes,
sempre nas posi¢des NE e SO, na altura de 10 cm do solo, verificou que ndo houve diferenca
significativa entre as lesdes, utilizando como avaliacdo o resultado obtido da média das duas
lesbes em cada planta. No ensaio foram testados clones e hibridos de Citros.

Aguilar-Vildoso & Pompeu Junior, (1997), utilizaram a insercdo do patégeno em um
palito de dente infestado. Em 2001, Siviero também usou este método, porém substituiu o

palito por uma agulha infestada em plantulas desenvolvidas in vitro.

3. OBJETIVO

Avaliar métodos de inoculacdo em partes destacadas da planta que possibilitem uma

avaliacdo precoce de resisténcia a Phytophthora citrophthora em citros.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Testar métodos de inoculagcdo mais propicios e que melhor possibilite a
avaliacdo quanto a resisténcia a Phytophthora spp.

= Utilizar o método mais eficaz para selecionar genoétipos resistentes a
Phytophthora citrophthora visando sua utilizagdo como porta-enxerto.

= Reduzir o niumero de genotipos a serem testados em campo, ja que esses
ensaios preliminares garantird respostas a resisténcia a Gomose antes de
serem submetidos a campo.

= Promover eficacia do Programa de melhoramento genético de citros
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, no municipio de Cruz das Almas, Bahia, utilizando métodos de
inoculagdes de Phytophthora citrophthora em Citros. Foram utilizados dois gendtipos de
Citros: limoeiro ‘Siciliano’ (Citrus lemon) sabidamente susceptivel ao patégeno e Poncirus

(Poncirus trifoliata ‘Kryder”) que apresenta resisténcia ao patdgeno.

4.1. OBTENCAO DO ISOLADO

Os isolados de Phytophthora citrophthora foram cedidos pelo pesquisador Eduardo
Feichtenberger (Unidade de Pesquisa e desenvolvimento de Sorocaba, APTA Regional),
oriundos de diversas regides localizadas no estado de S&o Paulo. Foram usados no teste de
patogenicidade sete isolados de Phytophthora citrophthora (LRS 13/15; LRS 15/15; LRS
41/17; LRS 42/17; LRS 43/17; LRS 44/17 e LRS 45/17) descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Procedéncia dos isolados de Phytophthora citrophthora.

Culturan® Hospedeiro Propriedade Municipio Data de
isolamento
LRS 13/15 Lar. Shamouti Fazenda Arcanjo  Sdo Miguel Arcanjo- 13/10/2015
T.Clebpatra Miguel SP
LRS 15/15 Lar. Natal/Citr. Fazenda Arcanjo ~ S&o Miguel Arcanjo- 13/10/2015
Swingle Miguel SP
LRS 41/17 Lar. Pineapple Fazenda Monte Itapetininga-SP 23/06/2017
Verde
LRS 42/17 Lar.Pineapple Fazenda Monte Itapetininga-SP 23/06/2017
Verde
LRS 43/17 Lar. Pineapple Fazenda Monte Itapetininga-SP 23/06/2017
Verde
LRS 44/17 Lar.Pineapple Fazenda Monte Itapetininga-SP 23/06/2017
Verde
LRS 45/17 Lar. Pineapple Fazenda Monte Itapetininga-SP 23/06/2017
Verde

4.2. TESTE DE PATOGENICIDADE

O teste de Patogenicidade foi realizado em frutos e folhas de limoeiro ‘Siciliano’ que
foram coletados em plantas mantidas em casa de vegetacdo, higienizados com agua corrente e
imersos por 2 minutos em solucdo com 0,5% de hipoclorito de sodio, sendo posteriormente

lavados com agua estéril. Em seguida, foram colocados em cdmara Umida, sendo os frutos
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acondicionados em sacos de polietileno contendo algoddo umidificado em agua esteéril, e as
folhas foram acondicionadas em caixas plasticas gerbox (12 cm x 12 cm) cobertas por uma
camada de espuma de aproximadamente 2 cm de espessura e igual tamanho, ambos
esterilizados, umidificada em agua estéril. A inoculacdo foi realizada por meio de disco de
micélio de 3 mm, sendo retirado do fruto um pequeno fragmento do epicarpo e mesocarpo,
onde foi depositado o micélio sendo posteriormente recoberto o local da inoculagdo com o
tecido retirado ( ROSSETTI, 1947). Nas folhas, a inoculacdo ocorreu por meio de um disco de
micélio dos isolados de aproximadamente 3 mm colocado na parte abaxial em um lado
contendo ferimento e do outro sem causar ferimento. Cada gerbox continha duas folhas. As
avaliacbes dos frutos e das folhas foram realizadas respectivamente em 48 h e 72h.
Observaram-se 0s sintomas em resposta a area de lesdo nos frutos e folhas inoculados, o
isolado 45/17 foi o que apresentou maior agressividade e que foi utilizado em todos 0s

experimentos.

4.3. ISOLAMENTO DO PATOGENO

Apds a avaliacdo do teste de patogenicidade o 45/17 foi isolado por meio da técnica de
isolamento de microrganismos fitopatogénicos, retirando-se da area lesionada no fruto e na
folha fragmentos contendo a lesdo e colocados em placas de Petri contendo meio de cultura
com &gar simples ( 20 gr de agar/L). Posteriormente, foi realizado a repicagem do isolado
retirando-se um disco da &rea proxima a borda de aproximadamente 3 mm em placas de Petri
contendo meio cenoura-agar ( 200 gr de cenoura e 20gr de agar/L) e, para o desenvolvimento
da cultura, as placas foram submetidas em condicGes de fotoperiodo de 12 horas e
temperatura constante de 25 ° C durante 7 a 10 dias em BOD (AMORIM SALGADO, 1995).

4.4. OBTENCAO DA SUSPENSAO

Para obtencdo da suspenséo as placas de P. citrophthora contidas em meio cenoura-
agar em periodo de 7 a 10 dias foram repicadas para placas de Petri contendo meio de cultura
cenoura-liquido durante periodo de 48 horas. Apds esse periodo o meio liquido foi retirado da
placa e € adicionado 10 ml de agua esterilizada, as placas foram mantidas em BOD com
temperatura constante de 24°C, luz continua fluorescente durante 48 h para a formacéo de

esporangios. Com um auxilio de microscopia 6tica utilizando um hemocitémetro (Camara
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Neubauer), as suspensdes de zoosporos foram ajustadas para a concentracdo de 5x10°
zoosporos/mL.

@e

Figura 2- Obtencdo da Suspensdo: A- Placa de Petri contendo meio cenoura-agar.
B- Representacdo das etapas de obtencdo da suspensdo. C- Suspensdo
Phytophthora citrophthora.

4.5. MATERIAL VEGETAL USADO NO ENSAIO

O material vegetal para o ensaio definitivo foi obtido em campo, coletado nas
primeiras horas da manha, momento em que as plantas se encontram com maior turgescéncia
e vigor. Foram utilizados nos estudos folhas e ramos de limoeiro ‘Siciliano’ (Citrus lemon) e
Poncirus (Poncirus trifoliata ‘Kryder’); as folhas coletadas estavam em estado fisiologico
correspondendo cerca de 50 % de seu desenvolvimento, e os ramos foram obtidos utilizando
uma tesoura de poda deixando-os com aproximadamente 10 cm de comprimento com
desenvolvimento de maturacdo fisioldégica também intermediario. Para a desinfeccdo, as
folhas e ramos foram higienizadas em hipoclorito de sédio durante 2 minutos e lavadas com
agua estéril. Para a montagem do experimento, a camara Umida utilizada foram caixas
plasticas (Gerbox) higienizadas utilizando metodologia padrédo em hipoclorito de sddio a 0,5

%, contendo espumas autoclavadas que foram umidificadas com agua esteril.

4.6. INOCULACOES EM RAMOS DESTACADOS DA PLANTA

Foram testados trés metodos de inoculagdo em ramos: inoculagdo com gotas da
suspensdo de zodsporos, inoculagdo por imersdo em suspensdo de zoGsporos e inoculacdo por
disco de micélio. O experimento foi instalado em condigdes ambientes de laboratodrio,
utilizando limoeiro ‘Siciliano’ e Poncirus trifoliata. Em todos os casos foi adotado

delineamento inteiramente casualizado, utilizando trés caixas plasticas transparentes gerbox,
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com oito ramos em cada. Nos tratamentos de controle, as testemunhas foram inoculadas com
agua estéril nas inoculacéo por suspensdo, e nas inocula¢fes contendo disco de Micélio foram

usados meio de cultura estéril.

4.6.1. Inoculagdo por meio de Disco de Micélio

Foram feitos ferimentos com um furador de 3mm de diametro na parte central dos
ramos, no mesmo local foi depositado um disco de micélio de igual didmetro sobre a area
lesionada, recoberto pela casca que havia sido removida, sendo toda a area coberta por

algodao umedecido e o conjunto envolvido por uma fita plastica.

4.6.2. Inoculacéo de Suspensdo de Zodsporos

Na inocula¢do com gotas da suspensdo em ramos, foi feito um ferimento com auxilio
de um furador medindo 3 mm de didmetro na parte central do ramo da planta, onde a
suspensdo foi colocada utilizando uma pipeta de 10 pL contendo a suspensdo de esporos na
concentracéo de 5x10° zodsporos/mL. Apds a inoculagio o pedaco retirado foi colocado sobre
o ferimento, o tecido foi envolto com algoddo umedecido e coberto por uma fita plastica.

Figura 3- Representagdo esquematica dos passos de inoculagdo em ramos: A-
Ramo com ferimento causado pelo furador, B- Suspensdo de Phytophthora
citrophthora. C- Placa de Petri contendo os discos de micelio para inoculagdo. D-
Ramos ap06s a inoculacdo

4.6.3. Inoculacéo por Imersdo de Suspensdo de ZoGsporos

Os ramos foram imersos em 40 ml de uma suspensdo de zodsporos contidos em um
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Becker na concentragdo de 5x10° zodsporos/mL, em que cada tratamento foi realizado

durante trés periodos de 20 minutos, 40 minutos e 60 minutos.

Figura 4- Imersdo em ramos. A- Ramos de Poncirus Trifoliata B- Ramos imersos
em suspensdo de Phytophthora citrophthora com registro de tempo de imersdo em
minutos.

4.6.4 Avaliacéo

As avaliagdes em ramos foram realizadas ap0s sete dias, retirando a casca exterior do
ramo com um bisturi, e sobre a lesdo, porventura existente, foi colocada uma fita transparente
e decalcada a area lesionada para a obtengdo de um valor bidimensional, foi digitalizada
utilizando uma camera fotogréfica digital, analisadas no software ASSESS 2.0 (LAMARI,
2002) para mensuragdo da area lesionada. O programa, através de analise de cores, calcula a
area lesionada em pixels, a medida foi dada em centimetros, no programa foi calibrado uma
area de 4 cm2? que foram usados para obter a area da lesdo. Os dados obtidos foram
transformados e posteriormente submetidos a anélise de variancia (ANOVA) a fim de
verificar a existéncia de diferencas significativas pelo teste F entre as inoculagdes e ao Teste
de Scott-Knott (SCOTT KNOTT, 1974).

4.7. INOCULACOES NAS FOLHAS
Para cada gendtipo, os métodos testados foram:
» Inoculagdo com suspensdo de zoosporo com ferimento por abrasivo nas faces abaxial e

adaxial.

* Inoculagdo com suspensao de zoosporo sem ferimento nas faces abaxial e adaxial.
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= Inoculagdo com disco de micelio, com ferimento, por abrasivo nas partes abaxial e

adaxial.

* Inoculagdo com disco de micelio, sem ferimento, nas partes abaxial e adaxial

Ap0s a aplicacdo dos métodos de inoculacdo as caixas plasticas transparentes gerbox,
foram acomodadas em BOD com temperatura de 27 °C e fotoperiodo de 12 h. Os tratamentos
com as testemunhas foram inoculados apenas com agua destilada esterilizada no método
utilizando suspensédo, e no método de inoculagdo com disco estes continham apenas meio de
cultura estéril. Foram usados trés caixas plasticas transparentes gerbox, contendo duas folhas

por gerbox, totalizando 6 folhas em cada tratamento.

4.7.1. Inoculacdo com Suspensdo de Zoosporo em Folhas com ferimento causado por
abrasivo nas faces adaxial e abaxial

O experimento constituiu-se em tratamentos de inoculacdo de zodsporos nas faces
adaxial ou abaxial das folhas, com ferimentos causados por abrasivos (Carbeto de Silicio). O
ferimento foi causado nas folhas com abrasivo, esfregando-o levemente nas duas faces das
folhas, depois removendo o abrasivo com agua estéril abundante, e enxugando as folhas com
um papel toalha estéril. As folhas receberam 10pL de suspensdo na concentragdo de 5x10°

zoosporos/ml utilizando uma pipeta.

4.7.2 Inoculacdo com suspensao de zodsporo sem ferimento nas faces abaxial e adaxial

O experimento constituiu-se em tratamentos de inoculacdo de zodsporos nas faces
adaxial ou abaxial das folhas que receberam 10uL de suspensdo na concentragdo de 5x10°

zoosporos/mL.

4.7.3. Inoculagdo de Disco de Micélio em Folhas com Ferimento Causado por Abrasivo.

O ferimento foi causado nas folhas com abrasivo como descrito em 4.7.1 e, em
seguida, foi colocado um disco de micélio de 3mm sobre a area lesionada. Este procedimento
foi realizado nos tratamento em folhas nas faces abaxial ou adaxial.
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4.7.4 Inoculacdo com disco de micélio, sem ferimento, nas partes abaxial e adaxial

Foi adicionado um disco de micélio de 3mm sobre a area da folha e, este procedimento
foi realizado nos tratamentos em folhas nas faces abaxial ou adaxial em ambos os gendtipos

descritos.

4.7.5 Avaliacéo

Figura 5- Inoculagdo em folhas utilizando abrasivo: A- Abrasivo sendo friccionado
sobre a folha. B- Abrasivo sendo removido em um Becker com agua. C- Suspenséo
sendo inoculada na folha. D- Disco de micélio sendo inoculado sobre a folha.

4.7.5. Avaliacdo em Folhas

As folhas foram avaliadas apds cinco dias. As folhas foram digitalizadas utilizando
uma camera fotografica digital com obtencéo de imagens em escala real. Estas imagens foram
analisadas no software ASSESS 2.0 (LAMARI, 2002) para mensuracéo da area lesionada. O
programa, por meio de andlise de cores, calcula a area lesionada em pixels, apresentando a
relacdo entre o nimero de pixels desta area pela area total da folha, obtendo-se assim a
percentagem de area lesionada.

Na avaliacdo em folhas foi feita uma analise multivariada, um esquema de composicao
dos tratamentos. Os experimentos fatoriais nos permitem tirar conclusdes mais amplas. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis repeti¢des, quatro fatores em
estudo e dois niveis cada, perfazendo um fatorial 2*=2x2x2x2, totalizando 16 tratamentos. Os
dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia e testes de médias com auxilio
do programa estatistico R.
Os dados obtidos foram transformados em [(arcsen x).100] e posteriormente
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e ao Teste de Scott-Knott (SCOTT KNOTT,
1974)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliacbes mostraram que em todos os métodos testados, seja em folhas ou em
ramos, as lesbes foram sempre menores em Poncirus trifoliata ‘Kryder’(Tabela 2 e 4). No
limoeiro “Siciliano” observou-se uma tendéncia para desenvolvimento de lesbes maiores.
Estes resultados s&o semelhantes aos de Medina Filho ( 2003) que também encontrou em P.
trifoliata ‘Kryder’ sempre uma reduzida area lesionada e uma reduzida amplitude de variacéo,
justificando porque os trifoliatas sdo conhecidos como porta-enxertos resistentes/tolerantes a

Gomose dos Citros.

Tabela 2 - Médias das lesdes nos diferentes métodos de inoculacdo de P. citrophthora em
limoeiro ‘Siciliano’ e P. trifoliata em ramos

Métodos de inoculagéo Siciliano Poncirus trifoliata
‘Kryder’
Imersédo em ramos 14.09 cm? 5.80 cm?
Suspensdo em Ramos 7.99 cm? 6.52 cm?
Disco de Micélio em Ramos 13.71cm? 8.03cm?

A andlise estatistica realizada nos tratamentos com imersdo dos ramos, mostrou
diferenca significativa entre os gendétipos testados nos tempos de 40 e 60 minutos. O limoeiro
Siciliano se comportou como altamente suscetivel com a média de lesdo de 14.09 cm?, j& o
Poncirus trifoliata ‘Kryder’ apresentou uma média de lesdo de 5.80 cm2. Nos tratamentos
realizados com a inoculacdo por imersdo, o tempo de 40 minutos foi considerado o mais
eficiente, provocando as maiores lesdes em ambos 0s gen6tipos, com média de 11.95 cm2. Na
imersdo de 60 minutos a média de lesdo entre dos genoétipos foi de 9.16 cm2. Nos tratamentos
onde a imersdo dos ramos foi durante 20 minutos, os resultados registraram lesées menores,
sem diferenca significativa entre os gendtipos, o que impossibilita a selecdo de resisténcia/
suscetibilidade podendo proporcionar interpretaces ndo verdadeiras em relagdo as respostas
dos gendtipos e a suscetibilidade ou resisténcia a doenca.

O método de insercdo de disco sob a casca foi considerado o melhor, sendo mais
eficiente até mesmo quando comparado com a inoculacdo por suspensdo de zoGsporos.
Ambas apresentaram diferencas significativas entre os dois genotipos em estudo, confirmando
que o Poncirus trifoliata ‘Kryder’ apresenta lesdes menores. O método de insercdo de disco
apresentou maiores amplitudes de médias de lesdes entre 0s genotipos que o método de
suspensdo de zooGsporo 0 que esta de acordo com resultados de Siviero (2001) que o
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considera o melhor método. As maiores areas lesionadas verificadas neste método pode ser
em virtude da abertura feita na casca para a inser¢do do disco de micélio, forgando uma maior
area de contato exposta pelo ferimento. O autor também destaca a importancia da
homogeneidade do ferimento causado na casca, e recomenda a ado¢ao de uma padronizacao

de ferimento.

Tabela 3- Médias das lesbes dos métodos de inoculacdo de disco de micélio e Suspensédo de
zoGsporo em ramos

Tratamento Disco Suspenséo
Siciliano 13.71 cm? 7.99 cm?
Poncirus trifoliata 8.03 cm2 6.52 cm 2

As Folhas sem ferimento, inoculadas com P. Citrophthora, ndo apresentaram lesdes
nas avaliagdes que foram realizadas até 72 horas em ambos os gendtipos. Nas folhas de lim&o
‘Siciliano’, ap0s este periodo apareceram sintomas em folhas com ou sem ferimentos. No P.
trifoliata os sintomas s6 apareceram nas folhas com ferimento. Este resultado é importante
para precisar o periodo destinado as avaliacdes. Sivieiro (2001) afirma que que quando houve
a ocorréncia do ferimento aconteceu uma maior suceptibilidade do genoétipo a infeccdo do
patdgeno. O autor percebeu essa tendéncia em seu estudo quando avaliou genétipos
anteriormente descritos na literatura como resistentes a Phytophthora spp, como: laranja
‘Azeda’, citrumelo ‘Swingle’ e o limoeiro ‘Cravo’, respectivamente, resistentes e
moderadamente resistentes ao patdégeno que se comportaram como suscetiveis em dois
experimentos realizados. O autor constatou que o ferimento ajuda a penetracdo do patdgeno
na planta e causa a doenga.

No experimento realizado em folhas, a analise fatorial multivariada e a aplicagdo do
teste de Tukey permitiram médias superiores e a formagdo de quatro grupos onde as maiores
lesBes correspondem ao gendtipo Limoeiro ‘Siciliano’ (Tabela 4).

As inoculagdes utilizando suspenséo obtiveram os maiores resultados em folhas de
limoreiro ‘Siciliano’ mesmo quando ndo houve a ocorréncia do ferimento, sendo obtido as
maiores areas de lesdes do ensaio. J& o Poncirus trifoliata ‘Kryder’ quando nao houve
ferimento ndo aconteceu o aparecimento de lesdes mesmo ap0s os cinco dias de avaliagéo, e

naquelas com ferimento a maior média obtida foi na inoculagdo com disco 12.79 % (tabela 4).
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Tabela 4 - Médias das lesGes obtidas do resultado da interacdo de quatro fatores: Porta
Enxerto (Siciliano e Poncirus); Lado da folha (Abaxial e Adaxial); Método de inoculacdo

(Com ferimento e sem ferimento) e Tl (Disco e Suspensao).

Tratamentos (Interacgdes)

Siciliano/Abaxial/Com ferimento/ Suspensao
Siciliano/Adaxial/Com ferimento/ Suspensao
Siciliano/Abaxial/Sem ferimento/ Suspenséao
Siciliano/Abaxial/Com ferimento/ Disco
Siciliano/Adaxial/Sem ferimento/ Suspenséao
Poncirus/Abaxial/Com ferimento/ Disco
Siciliano/Adaxial/Com ferimento/ Disco
Siciliano/Adaxial/Sem ferimento/ Disco
Poncirus/Adaxial/Com ferimento/ Suspensao
Poncirus/Adaxial/Com ferimento/ Disco
Poncirus/Abaxial/Com ferimento/ Suspensao
Poncirus/Abaxial/Sem ferimento/ Disco
Poncirus/Abaxial/Sem ferimento/ Suspensao
Poncirus/Adaxial/sem ferimento/ Disco
Poncirus/Adaxial/sem ferimento/ Suspenséo
Siciliano/Abaxial/Sem ferimento/ Disco

Medias
90.86 % a
89.09% a
84.38% a
40.06% b
13.41% bc
12.79 % bc
10.65% bc
9.04% bc
8.02% bc
6.30% c
3.22% c
0,00 c
0,00 c
0,00 c
0,00 c
0,00c

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Quando analisadas as médias das inocula¢Bes realizadas em relacéo a face da folha,

aquelas inoculadas na face abaxial obtiveram areas de lesdo maiores que as inoculadas nas

faces adaxial em ambos os genétipos.

O método de inoculagdo utilizando suspensdo de zodsporo a 5x10°, inoculada em

folhas com ferimento e na face abaxial foi 0 método que ocasionou maior lesdo (90,86%), no

Siciliano, confirmando a sua suscetibilidade e causando a menor lesdo no P. Trifoliata

(3,22%), confirmando a sua resisténcia.
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6. CONCLUSAO

Para as condicdes de realizacdo do estudo, os resultados obtidos sdo boas alternativas
para testes iniciais, de resposta rapida, a fim de testar a resisténcia/suscetibilidade de
genotipos, com énfase para os métodos de disco de micélio em ramos destacados com
ferimento e o método de inoculagéo utilizando suspenséo de zodsporo a 5x10°, inoculada em

folha com ferimento e na face abaxial.
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