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RESUMO

Este trabaho teve como objetivo avaliar métodos de inocu-
lagdo de Phytophthora parasitica em plantulas e plantas jovens de
citros (Citrus spp.) visando sua utilizagdo em estudos de resisténcia
de porta-enxertos a gomose de Phytophthora. Os métodos de
inoculagdo testados foram: contato planta sem ferimento-patégeno,
casca destacada, inser¢do de disco de meio de cultura contendo
micélio sob a casca, método do disco e insergdo de agulha e palito
infestados em plantulas e plantas jovens de citros. A resisténcia de

gendtipos a gomose pode ser avaliada em plantulas in vitro, aravés
de insercéo de agulha infestada. O método do disco e o da insercéo
sob casca foram os melhores quando utilizados em plantas jovens.
A medida da é&rea total da lesfo é a variavel ideal para avaliagdo da
doenca. No entanto, 0 comprimento da lesdo pode ser utilizado na
avaliagdo da doenca em pléantulas, plantas jovens e no campo.

Palavras-chave adicionais: gomose, metodologia,
resisténcia, citros.

ABSTRACT
Evaluation of inoculation methods for Phytophthora parasitica on citrus seedlings and young plants

The present work was aimed at evaluating inoculation
methods of Phytophthora parasitica on citrus (Citrus spp.) seedlings
and young plants to determine the resistance of citrus rootstocks to
Phytophthora gummosis. The following inoculation methods were
tested: non-wounded host-pathogen contact, bark removal, insertion
of culture disc under bark, insertion of inoculated needle or toothpick
in the collar region and, the culture disc method. The assessment of

resistance to gummosis in citrus seedlings produced in vitro was
achieved by inserting an inoculatum in collar region. The disc method
and insertion of disc under the bark were the best inoculation
methods for young plants under both orchard and greenhouse
conditions. The best variable for disease assessment had been the
measurement of the total lesion area. Lesion length can also be
used when carried out in nurseries and in the field.

INTRODUCAO

A gomose de Phytophthora, causada principal mente
por Phytophthora parasitica Dastur, sinonimiaPhytophthora
nicotianae (Breda de Hann) (Tucker) var. parasitica (Dastur)
Watherh., € umadas principaisdoencas doscitros ( Citrus spp.)
e ocorre em todas as regides citricolas do mundo (Graham &
Timmer, 1992). No Brasil, P. citrophthora (Sm. & Sm.)
Leonian e P. parasitica s8o os principais causadores dadoenca,
sendo que P. parasitica predomina na grande maioria de
Viveiros e pomares comerciais, embora outras espécies de
Phytophthora ja tenham sido descritas como causadoras de
gomose no Brasil. As condigdes favoraveis a infeccdo e ao
desenvolvimento da doenca sdo, principalmente, altas
temperaturas, elevada umidade relativa do ar e umidade do

*Parte da tese de doutorado do primeiro autor. Faculdade de Ciéncias
Agrérias. Universidade Estadual Paulista.
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solo (Fawcett & Bitancourt, 1940; Feichtenberger, 2001).

A avaliacdo de grande nimero de materiaispararesis-
téncia de porta-enxertos de citros a gomose deve ser precoce
e envolver métodos deinoculagdo artificial. As metodologias
utilizadas para avaliagdo da doenca podriddo de radicelas,
outra importante doenca do complexo citros-Phytophthora,
envolvem adocdo de métodos de infestacdo do substrato e
nao inocul agdo da parte aéreacom os métodos propostos neste
trabalho.

Diversas metodologias para avaliagdo de gomose em
porta-enxertos de citros vém sendo utilizadas, como: insercdo
de pedacos e discos de micélio do patdgeno em frutos, ramos
etronco de plantas no campo (Fawcett, 1923; Klotz & Fawcett,
1930; Rossetti, 1947); insercdo de disco de micélio do
patégeno sob a casca de plantas, semelhante ao processo de
borbulhia de gemas (Grimm & Hutchison, 1973; Afek &
Sztejnberg, 1990); injecdo de suspensdo de zodsporos em
incisdes realizadas na base das plantas (Whiteside, 1974;
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Smith et al., 1991); insercéo de palito de dente infestado com
patogeno (Aguilar-Vildoso & Pompeu Junior, 1997) einsercéo
de agulha infestada com o patogeno in vitro e em plantulas
(Siviero, 2001). O método do disco, descrito por Fawcett
(1923) e empregado por Rossetti (1947), € o mais
tradicionalmente utilizado em inoculagdes de Phytophthora
spp. em plantas citricas no campo.

A avaliagdo das lesdes resultantes de inoculagbes de
Phytophthora spp. pode ser feitamedindo-se aareadas|esdes
com o auxilio de planimetro (Klotz & Fawcett, 1930); pela
estimativa da porcentagem de anelamento do tronco (Smith
et al., 1987); ou pela medicdo do comprimento e da largura
das lesbes e quantificagdo da goma (Fawcett, 1923).

Klotz & Fawcett (1930) ressaltam que a simples
multiplicagéo damedidado comprimento pelalarguradalesdo
visando estimar a area de lesdo provocada por Phytophthora
spp. gera erros superestimando a drea real entre 25 e 50%.
Siviero (2001), estudando métodos de avaliacdo de lesbesem
inoculagGes de P. parasitica, detectou que a area obtida
relacionou-se positivamente com a medida do comprimento
edalargurada lesdo no lenho, apresentando coeficientes de
correlacdo de 0,90 € 0,91 para os dois métodos de mensuracao
de lesdo, planimetro e mesa digitalizadora.

Grimm & Hutchison (1973) adotaram uma escala de
notas de 1 a5 para avaliacdo da doenca em hastes de plantas
jovens considerando-se a area de anelamento. Smith et al.
(1987) propuseram uma escala diagramética, modificada de
Grimm & Hutchison (1973), com indices de doenca que
variam de 0 a 5, considerando-se a porcentagem de anela-
mento, a formag&o de calos e a extensdo da lesdo.

Smith et al. (1987) avaliaram aresisténciade cultivares
delaranjadoce (CitrussinensisL..) e porta-enxertos adoenca
e concluiram que o método do disco de meio de cultura +
micélio foi o mais eficiente quando comparado com os
métodos que usaram zodsporos ou clamiddsporos resultando
em lesdes de tamanho maior.

Smith et al. (1991) estudaram métodos de inocul agéo
de Phytophthora spp. em porta-enxertos de citrosinoculando
plantas jovens em casa de vegetacéo e concluiram que o uso
de clamiddsporos como indculo é eficiente e pratico quando
comparado ao uso do método do disco de meio + micélio ou
suspensao de zo6sporos; que 0 método do disco € severo devido
a0 ato potencial de in6culo e, que a densidade de inéculo
pode afetar a suscetibilidade da planta ao patégeno.

O desenvolvimento de metodol ogias deinoculacdo que
visam uma precoce avaliagdo da resisténcia de materiais
vegetai s a patdégenos consiste numaimportante etapana sele-
¢do de gendtipos superiores em programas de melhoramento.
O presente estudo tem como objetivo selecionar métodos de
inoculacdo que possibilitem avaliacdo dares sténciade porta
enxertos de citros a P. parasitica.

MATERIAL E METODOS

O trabalho consistiu de quatro experimentos distintos,
visando testar os diferentes métodos de inoculacéo de P.
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parasitica em pléantulas e plantas jovens de citros. Em todos
osexperimentosfoi utilizado o mesmoisolado deP. parasitica,
LRS 23/97, procedente de Casa Branca, sendo obtido junto
a0 Laboratorio de Sanidade Animal e Vegetal de Sorocaba,
do Ingtituto Bioldgico.

Inoculacdo in vitro de P. parasitica em porta-enxertos de
citros

Este experimento, cujo objetivo foi avaliar in vitro a
reacéo de porta-enxertos de citros a P. parasitica, foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos constituidos dos genétipos Poncirus
trifoliata (L.) Raf. ‘Davis A’ citrange ‘ Carrizo’ (C. sinensis
x P. trifoliata), limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) e
laranja‘ Caipira [C. sinensis(L.) Osbeck]. Asplantulasforam
inoculadas pelo método da agulha infestada com o micélio
do patégeno, retirado de colbnias de P. parasitica com sete
dias de idade em meio cenoura-agar.

As sementes dos gendtipos foram lavadas em agua
corrente e desinfestadas superficialmente em acool 70% e
depois em solucdo a 25% de hipoclorito de sodio. Apos
secagem, foram col ocadas assepti camente em meio de cultura
especifico parageminacdo e crescimento em meio de cultura.
As plantulas foram cultivadas em tubos de vidro com
capacidade de 20,0 ml contendo 3,0 ml de meio de cultura
MT (Murashigue & Tucker, 1969), suplementado com 0,1
mg/l de Benzilamilopurina (BAP) e 1 mg/l de &cido indol
butirico para induzir o enraizamento. As pléantulas foram
mantidas dez dias na auséncia de luz, para estimular o
estiolamento e, logo apds foram submetidas afotoperiodo de
18 h e atemperatura de 27 °C, por 30 dias.

Foram realizados pequenos ferimentos na regido do
colo das plantulas permitindo-se o contato planta-patdgeno.
A avaliacdo do experimento foi realizada aos dez dias apds a
inoculacdo do patdgeno. Os dados da incidéncia da doenca
(% de plantas doentes) foram transformados em Ox + 0,5
paraefeito de andlise estatistica e os tratamentos foram com-
parados pelo teste de Tukey a0 nivel p = 0,05 de probabilidade.
Os dados da severidade da doenca (comprimento dalesdo em
mm) foram comparados pelo teste de Tukey ao nivel p= 0,05
de probabilidade (Figura 1).

Inoculacédo de P. parasitica usando casca destacada em
diferentes gendtipos

Para o teste de método de inoculagdo de P. parasitica
em porta-enxertos de citros, usando-se a casca destacada, foi
montado um segundo experimento, que foi repetido duas
vezes, conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro tratamentos formados dos gendtipos avaliados
laranja‘Azeda (CitrusaurantiumL.), tangerina‘ Sunki’ (C.
sunki Hort. ex Tan.), P. trifoliata ‘Rubidoux’, laranja
‘Caipira, limoeiro‘Cravo’ e citrumelo‘ Swingle' (P. trifoliata
vs. C. paradisi Macf.) com 12 repeticdes, constituidas de 12
seces de casca. Cada experimento (2) foi realizado separa
damente em delineamento inteiramente casualizado. Os
gendtipos P. trifoliata ‘Rubidoux’ e laranja ‘Caipira’, ndo
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foram testados no primeiro e segundo experimento,
respectivamente, devido a falta de material vegetal para
inoculacdo (Tabela 1).

A inoculagdo de P. parasitica foi realizada usando-se
secOes de casca destacada de plantas de citros com quatro
anos de idade. A inoculagcdo foi realizada usando a parte
internadas se¢Bes de casca, medindo 9,0 x 3,0 cm, removidas
de plantas no campo. As cascas foram primeiramente
desinfestadas com alcool 70%, flambadas e em seguida
inoculadas com um disco de micélio medindo 3,0 mm de
diametro, retirado de col6nias do patégeno com idade de sete
dias, cultivado em meio de cenoura-agar. A face do disco
correspondente acol6niado patdgeno foi colocadaem contato
com a parte central interna da casca, por 4 h, e em seguida
retirado com pinca asséptica.

Apos a inoculagdo, as cascas foram acondicionadas
em sacos plasticos contendo algoddo Umido e mantidas em
bandegjas plésticas em estufas B.O.D., a27°C, sob luz fluores-
cente, por 24 h. A avaliagdo dos experimentos foi realizada
aos seis dias apds ainocul acdo através da medida da &reada
lesdo provocada pelo patégeno, em cm?, feita com auxilio da
mesa digitalizadora com uso de programa especifico.

Inoculacdo de P. parasitica pelos métodos do disco, da
insercdo sob casca e do contato planta sem ferimento-
patdgeno

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacéo,
acondicionadas em sacos de polietileno contendo substrato
comercial utilizado para formagdo de mudas citricas
(‘Rendimax’ + adubo peletizado de liberagcdo lenta  Osmo-
cote’, naformulacdo 18-05-09) erecebendo irrigacesdiarias
e adubacdo foliar de reposicdo com fosfato monoamoénico
(MAP) enitrocalcio nadosagem de 500 e 300 g para cada 20
| de &gua, respectivamente. A inoculagéo foi realizada em
hastes de plantas que apresentavam dois anos de idade e 5,0
a 7,0 mm de didmetro e altura média de 0,50 m. As hastes
das plantas antes da inoculacdo foram superficialmente
desinfestadas com algodao umedecido em acool 70%.

O terceiro experimento visou comparar trés métodos
de inoculacéo de P. parasitica em plantas jovens de citros.
Os métodos testados foram da insercdo sob casca, disco de
meio de cultura infestado com o patégeno e contato — disco
aderido na parte externa da casca da planta. Os genétipos
(tratamentos): tangerinas‘ Sunki’ e* Cledpatra’ (Citrusreshni
Hort. ex Tan), limoeiro ‘Cravo’, P. trifoliata ‘Davis A" e
‘Flying Dragon’, citrumelos* Sacaton’ e‘ Swingle' ecitranges
‘Carrizo’ e ‘Troyer’ foram os mesmos para oS trés
experimentos. Foram utilizadas 12 plantas (repeti¢ces) de cada
gendtipo em cada experimento, separadamente. Cada
experimento foi montado em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Cadaplantafoi inoculadae avaliada
uma Unica vez, para apenas um dos métodos em estudo, ou
sgja, uma mesma planta nunca foi usada para se testar mais
de um método. As plantas foram inoculadas e avaliadas no
mesmo local e data.

O método do disco consistiu na deposicao do disco
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(micdlio + patdgeno) em hastes de plantas numaéreadacasca
anteriormente demarcada com auxilio de um furador de
rolhas. Primeiramente, removeu-se o disco de cascadaplanta
e depositando-se em seguida o disco de meio de cultura
infestado com P. parasitica sobre o cambio exposto.
Posteriormente, recolocou-se o disco de casca destacada
pressionando-se o indculo contra o lenho, protegendo-se em
seguida o ponto de inoculagdo, com esparadrapo.

O método de insercéo de inéculo sob casca descrito
por Grimm & Hutchison (1973) e usada com sucesso em
Israel, por Afek & Sztejnberg (1990), consiste em introduzir
um disco de micélio infestado com o patégeno foi inserido
sob a casca da planta, semelhante ao processo de borbulhia
degemas. Cortesem T invertido foram realizados com bisturi
estéril e apos ainsercao do disco contendo meio de cultura +
micélio, a casca foi pressionada sobre o indculo e a regido
protegida com esparadrapo e envolta com fita adesiva.

A metodologia definida como contato planta sem
ferimentos-patdgeno consistiu em depositar discos contendo
meio + inéculo em contato externo com as plantas sem
qualquer ferimento. O disco de meio de cultura contendo o
patégeno foi pressionado junto aplantaelevemente esmagado
na regido de inoculagdo, com auxilio de esparadrapo,
promovendo o contato planta-patégeno. A areadeinoculacéo
foi ento protegidacom gaze e algoddo umedecido recobrindo-
se com fitaadesiva.

Nos trés experimentos avaliados utilizou-se disco de
meio de cultura infestado com micélio de P. parasitica
medindo 3,0 mm de didmetro. Os discos foram retirados de
colbnias com sete dias e cultivado em meio de cenoura-agar
mantidas em estufa B.O.D. a 25 °C e 24 h de luz. Todas as
plantas ap6s inoculadas foram mantidas em temperatura de
22 + 2 °C e umidade relativado ar em torno de 80 + 10%. A
avaliacdo foi realizada aos 14 dias apés ainoculagéo através
da medida do comprimento das lesBes (mm).

I noculacéo deP. parasitica usando palito-de-denteeagulha
infestados

O quarto experimento, que visou avaliar dois métodos
de inoculagdo de P. parasitica em citros, especificos para
avaliacéo da doenca na fase de plantulas, consistiu da
inoculagdo de palitos-de-dente e agulhas infestados com o
patégeno. Foram avaliados 29 gendtipos de citros e géneros
correlatos (tratamentos) (Tabela 2) para cada método testado
(palito e agulha) e dez plantas avaliadas de cada genc6tipo
(repeticbes). Cada planta, constituida de uma parcela
experimental, foi inoculada e avaliada apenas umadnicavez,
para cada método em estudo. Os experimentos foram
conduzidos no mesmo local, mas montados separadamente,
seguindo o esquemade delineamento inteiramente casualizado
paraambos. Asinoculactes e avaliacbes foram realizadas na
mesma data. Os gendtipos P. trifoliata ‘Rubidoux’ e ‘Davis
A'; limoeiro ‘Cravo’; limédo ‘ Siciliano’ e atangerina‘ Sunki’
atuaram respectivamente, como padrdes de resisténcia,
moderada resisténcia e suscetibilidade a P. parasitica
(Feichtenberger, 2001).
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Asplantasforam obtidas através de sementes extraidas
de frutos da safra 1998/99. As sementes, apds extracdo e
beneficiamento, foram tratadas com o fungicida Quintozene-
Pentacloronitrobenzeno (PCNB), em pé molhavel, na dose
de 400 g/100 kg semente. Uma parte das sementesfoi plantada
e outra armazenada em cAmarafriaa5 °C. A semeadurafoi
realizada em tubetes contendo substrato comercia ‘ Plantimax’,
usado na formagdo de porta-enxerto de citros, com adicéo de
adubo pel etizado naformulacdo 18-05-09 e nadose de 40 g de
adubo paracada 101 de substrato. Asbandeas contendo tubetes
foram mantidas em casa de vegetacdo, recebendo irrigacéo
diaria com &guaisenta de indculo do patégeno.

Ospalitos-de-denteforam cortados a¥do seu tamanho
normal, afilados em umadas pontas, esterilizados com &l cool
70%, fervidos em &gua por trés vezes, com sucessivas trocas
de 4gua, visando extrair possiveis substancias toxicas e,
finalmente, autoclavados. A seguir, os palitosforam mantidos
por sete dias em placas de Petri contendo meio de cultura
(CA) inoculado com discos de micélio de P. parasitica. No
momento em gque o micélio de P. parasitica recobriu todos os
palitos considerou-se que estavam prontos paraainocul ag&o.
A inoculagdo consistiu nainsercdo do palito infestado pelo
patdgeno nas hastes de plantas auma alturade 2,0 a3,0 cm
do colo. No ponto deinoculagéo, ostecidosforam previamente
perfurados com agulhaestéril parafacilitar aentradado palito
infestado, que permaneceu na planta até a avaliacdo final.

Para o outro método utilizou-se uma agulha de metal
desinfestada com & cool 70%. A agulhafoi infestada com P.
parasitica cultivado em meio CA, com idade de sete dias. A
haste da plantafoi perfuradacom a agulha até a extremidade
oposta, em seguida, a agulha infestada foi novamente
introduzidano ponto deinoculacdo eretirada, posteriormente.
O ponto deinoculacdo foi protegido com algoddo umedecido
e vedado com auxilio de fita adesiva.

Ap6s a inoculagdo as plantas foram mantidas em
camara Umida com 90 + 5% de umidade relativa do ar e
temperaturade 24 £ 2 °C. A avaliag8o foi realizada 32 dias
apos a inoculagdo medindo-se 0 comprimento das lesdes em
cm. Os dados brutos, obtidos do experimento que testou o
método de inoculagdo usando a agulha infestada, foram
transformados em Ox + 0,5 para efeito de andlise estatistica,
devido ao grande niimero de medidas obtidas dasinocul agdes
em plantas resi stentes ser zero comparando-se ostratamentos
pelo teste de Tukey ao nivel p = 0,05 de probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Avaliacdo in vitro de porta-enxertos a gomose

As médias da porcentagem de plantas doentes para os
gendtiposP. trifoliata ‘ Davis A’ citrange‘ Carrizo’, limoeiro
‘Crav0’ e laranja ‘Caipira foram: 6,0; 7,0; 38,0 e 73,0%,
respectivamente. O comprimento médio daslesbes das plantas
doentes para os genétipos testados foi de 2,00; 3,00; 31,15 e
46,83 mm para os gendtipos P. trifoliata ‘ Davis A', citrange
‘Carrizo’, limoeiro ‘Cravo’ e laranja ‘Caipira’, respecti-
vamente (Figura 1).
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FIG. 1 - Porcentagem de plantas doentes e comprimento
médio (mm) de lesBes causadas Phytophthora
parasitica em quatro gendétipos de citros (Citrus
spp.) dez dias ap6s inoculacdo. M édias seguidas
pela mesmalletra paraa porcentagem de plantas
doentes (incidéncia) e o comprimento de lesdo
(severidade) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de5% deprobabilidade. [CV (%):
Incidéncia = 22,87 e Severidade = 8,98].

O método de inoculagdo in vitro distinguiu gendtipos
de porta-enxerto paracitros quanto aresisténciaaP. parasitica
e pode ser utilizado na selecdo precoce na fase de plantulas.
Os resultados da reacdo de resisténcia dos genétipos em
campo, citados naliteratura (Feichtenberger, 2001), estdo em
concordancia com as reacfes encontradas in vitro. O método
permite avaliar um grande nUmero de genéti pos em pegqueno
espaco fisico e de tempo. Entre as desvantagens do seu uso
estéo a exigénciade laboratdrio de cultivo in vitro e méo-de-
obra especializados podendo apenas ser Util para avaliar
gendtipo em producao, o que levaaselecdo tardiade material,
nem sempre desgjavel em programas de melhoramento de
citros.

Utilizando-se 0 método de inoculagdo em condicoes

TABELA 1 - Areas médias de lesbes, em cm?, provocadas
pela inoculacdo de Phytophthora parasitica
inoculado em casca de destacada em porta-
enxertos de citros (Citrus spp.)

Genotipo Experimentol Experimento 2
Tangerina‘ Sunki’ (S) 9,662 a 8,554 a
Laranja‘Azeda’ (R) 9,506 a 9,817 a
Laranja‘Caipira (S) 7,991 ab -
Citrumelo ‘Swingle' (R) 5,773 bc 8,016 a
Limeiro ‘Cravo’ (MS) 5,148 ¢ 8,733 a

P trifoliata ‘Rubidoux’ (R) - 8,176 a
D.M.S. 2,284 1,952
Coeficiente de variagéo (%) 23,61 19,58

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem entre si pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. (S = suscetivel, MS =
moderadamente suscetivel e R = resistente, segundo Pompeu Junior, 1991).
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TABELA 2 - Tamanho médio de lesBes em cm, provocadas por Phytophthora parasitica em

plantulasem gendtiposdecitros(Ci
infestada

trus spp.) inoculados pelo método daagulha

Gendtipo

Tamanho da lesdo em cm

Citrange ‘Troyer’ (Citrus sinensis x Poncinustrifoliata)

Citrange ‘ Carrizo' (C. sinensis x P. trifoliata)
Citrange ‘Morton’ (C. sinensis x P. trifoliata)
Citrange ‘ Troyer tetraploide’

Citrange * Carrizo tetraploide’

Tangerina‘Sunki’ vs.P. trifoliata ‘English’
Tangerina‘Cledpatra vs.P. trifoliata ‘ Swingl€
Lim&o ‘Cravo’ vs. citrange ‘ Carrizo’
Tangerina‘ Cledpatra vs.P. trifoliata
Tangerina‘ Cledpatra vs.P. trifoliata
Tangerina‘ Cledpatra vs.P. trifoliata ‘ Swingl€
Tangerina‘ Cledpatra vs.P. trifoliata ‘ Swingl€
Tangerna‘ Clementina (C. reticulata) vs. P. trifoliata
Tangerina‘ Cledpatravs. P. trifoliata ‘ Christhian’
Tangerina ‘ Cledpatra vs.P. trifoliata * Rubidoux’
Tangerina‘ Changsha’ vs.P. trifoliata ‘ English large’
Torange Samese vs. P. trifoliata ‘ Gotha-road’
Tangerina‘Changsha vs.P. trifoliata ‘English small’
Limé&o ‘Cravo’ vs.P. trifoliata ‘Swingle'
Tangerina‘Sunki’ vs.P. trifoliata ‘Benecke'

‘English’

(Lar. *Shamouti’ vs. lar. ‘Medterranean’) x P. trifoliata ‘ Christiansen’

Tangerina‘Miaray’ (C. reticulata)
Lim&o ‘Cravo’ vsP trifoliata ‘Swingle
Limé&o ‘ Siciliano’'— suscetivel

Tangerina ‘ Sunki’ — suscetivel

Liméo ‘ Cravo- médiaresisténcia

P. trifoliata ‘Rubidoux’ —resistente

P trifoliata ‘DavisA' —resistente

0,858 e
1,015 dce
0,984 dce
1,141 dce
1,018 dce
0,982 dce
0,959 dce

0,875¢e
1,112 dce
0,999 dce

0,957 e

0,939e
1,190 dce

1,227 dc
0,982 dce
1,154 dce

1,282 c
1,181 dce
1,198 dce
0,968 dce
0,866 dce
0,962 dce

1,595 b

2,139a

3,303 a
1,187 dce

0,861e
0,996 dce

M édias seguidas pelamesma letrando diferem entre s pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

axénicas, apartir das sementes das plantas, num prazo de 40
dias conseguiu-se obter resposta de reacéo dos gendtipos ao
patégeno. A técnicapode ser de grande utilidade em trabal hos
envolvendo selecdo de resisténciavarietal de plantas citricas
ao patégeno.

Avaliacdo de gomose dos citros em inoculacéo de P.
parasitica em casca destacada

Na Tabela 1 s8o mostrados os dados do tamanho das
lesBes em cm?, provocadas pelainoculagéo de P. parasitica
em seccoes de cascas de destacadas de diferentes gen6tipos
usados como porta-enxerto para citros.

Analisando-se os dados do primeiro experimento
observa-se que as menores areas de | esdo foram apresentadas
pelo limoeiro ‘Cravo’ e citrumelo ‘Swingle’ que n&o
coincidem com aquel asrelatadas naliteratura (Rossetti, 1947;
Pompeu Junior, 1991; Feichtenberger, 2001). Os gendtipos,
laranja ‘ Azeda , citrumelo ‘Swingle’ e o limoeiro ‘Cravo’,
respectivamente, resistentes e moderadamente resistentes ao
patdgeno, se comportaram como suscetiveis nos dois
experimentos. No segundo experimento, todos os genétipos
se comportaram igualmente as inoculagdes com a relacdo a
reacdo ao patdgeno, ndo havendo diferencas significativas
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nas éreasdel apresentadas por eles. Osresultados destas
inoculagbes mostram que esta metodol ogia ndo foi adequada
para discriminar genétipos de citros quanto a doenca.

Avaliacdo das inoculacGes de P. parasitica pelos métodos
do disco, da insercéo sob casca e do contato planta sem
ferimento-patogeno

As plantas inoculadas pelo método de contato entre
plantas sem ferimento e patdgeno néo apresentaram lesGes
de P. parasitica. Através das médias do comprimento das
lesbes em mm, considerando os dois métodos (disco e
insercdo), que foram comparadas com as médias das plantas
avaliadas dos nove gendtipos de citros testados, para cada
um dos dois métodos de inoculacdo de P. parasitica (Tabela
3) pode-se verificar que 0 patdgeno necessita de ferimento
parapenetrar naplantae causar doenca. O método dainsercéo
sob casca foi 0 que proporcionou lesGes maiores em
comprimento quando comparado com o método do disco, no
entanto, os dois métodos conseguiram discriminar porta-
enxertos de citros quanto aresisténcia a gomose (Tabela 3).

O método do disco usado desde o inicio do século
passado em inoculacdes de Phytophthora spp. por Klotz &
Fawcett, (1930) e Rossetti (1947), em plantas adultas no
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Avaliagdo de métodos de inoculagdo de Phytophthora parasitica em plantulas...

TABELA 3 - Comprimento médio de lesdes (mm), provo-
cadas por Phytophtora parasitica em porta-
enxertos de citros (Citrus spp.) usando os
métodos do disco e de inser ¢do sob casca

Gendtipo Disco I nser ¢do sob casca
Tangerina ‘Sunki’ (S) 14,75 15,88
Limoeiro ‘Cravo’ (MS) 9,91 12,58
P. trifoliata ‘DavisA’ (R) 8,33 12,50
Citrange ‘Troyer’ (R) 6,75 12,06
Tangerina‘ Cledpatra (MS) 6,25 11,50
Citrumelo ‘Sacaton’ (R 7,25 9,91
Citrumelo' Swingle' (R) 6,33 10,17
Citrange ‘' Carrizo’ (R) 5,16 8,25
P. trifoliata ‘F. Dragon’ (R) 591 7,41
Média para método 7,06 a 10,02 b
Método x gendtipo 1277 "

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre s pelo teste Tukey, a0
nivel de 5% de probabilidade. (S= suscetivel, MS = moderadamente suscetivel;
R = resistente, segundo Fawcett, 1936). [CV (%) = 36,31].

campo, se mostrou eficiente para avaliar a resisténcia ao
patégeno em plantas jovens em casa de vegetacao.

O método dainserg&o sob casca, descrito por Grimm
& Hutchison (1973) e usado em Israel por Afek & Stezjnberg
(1990), gerou lesdes de comprimento significativamente
maiores em comprimento em comparagdo com o método do
disco (Tabela 3). O maior comprimento das |esbes observado
pelo método da insercdo sob casca pode ser atribuido ao fato
de que no momento da incisdo e abertura da casca para
insercéo do disco de micélio aérea do descolamento da casca
para exposicdo do lenho é maior de que agquela provocada
pelo disco (@7,05 mm?). O controle da homogeneidade da
area da casca da planta exposta/descolada para inoculagéo,
viainsercao sob casca, depende de fatores como gendtipo e,
estado fisiol6gico da planta. Algumas plantas, mesmo sendo
submetidas aos mesmos tratos culturais, sdo0 mais sensiveis
a0 descolamento da casca do lenho do que outras. Conside-
rando estes fatos recomenda-se a adocéo do método do disco
nas inoculactes de plantas em casa de vegetacdo e campo
para avaliac8o da resisténcia a gomose.

I noculacéo deP. parasitica em plantasjovensusando palito-
de-dente e agulha infestados

Os dados das inoculacdes com o palito-de-dente
infestado com P. parasitica ndo foram analisados devido ao
ndmero excessivo de plantul as que ndo apresentaram lesdes.
Observou-se que em parte das plantas, nho momento da
inser¢do do palito, ocorreu um fendilhamento da haste da
pléntula, contribuindo para ndo ocorréncia das lesfes.
Analisando-se os dados (Tabela 3), observa-se que os cinco
gendtipos usados como padroes: P. trifoliata ‘Rubidoux’ e
‘DavisA’ (altamenteresistentes); limoeiro ‘ Cravo’ (modera-
damente resistente) e o limoeiro ‘Siciliano’ e tangerina
‘Sunki’ (altamente suscetiveis aP. parasitica), apresentaram
meédias de 0,86; 0,99; 1,19; 1,59 e 3,30 cm de comprimento,
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respectivamente. O método se mostrou seguro e eficiente na
discriminacéo da resisténcia de genétipos patégeno com
resultados concordantes com as reacdes de campo (Fawcett,
1923; Rossetti, 1947). Os demais genotipos testados
(citrandarins) apresentaram reacdes intermediéarias de
resisténcia a P. parasitica. O método da agulha mostrou-se,
prético, rapido e eficiente nadiscriminacdo de plantasjovens
para resisténcia ao patégeno.

Entre os métodos de avaliacdo testados na fase de
plantulas e in vitro conclui-se que 0 método da agulha é o
mais indicado. Em plantas jovens, o método do disco e o da
inser¢éo sob cascaforam os melhores. Paraa metodol ogiade
avaliagdo da lesdo, no caso de plantulas, a quantificacdo da
doenca pode ser feita pela percentagem de plantas doentes e/
ou pelamedidado comprimento dalesdo. No caso das plantas
jovens a avaliacdo da doenca, se possivel, deve ser feita
medindo-se a &rea total da lesdo ou ainda utilizando-se o
comprimento da lesdo.
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