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RESUMO

A estimativa do didmetro de lesdes de cancro citrico ¢ uma das principais técnicas usadas na avaliagdo da interagdo entre isolados
x gendtipos, na avaliacdo da resisténcia varietal e no estudo de aspectos epidemiologicos. No entanto, inexistem informagdes a respeito do
tamanho da amostra para uma adequada quantificacdo da doenga, considerando o didmetro de lesdes. Nesse sentido, o presente trabalho
teve como objetivo a determinag¢do do numero de amostras para mensurar o didmetro médio de lesdes de cancro citrico. Foram considerados
como fontes de variagao trés gendtipos do hospedeiro, dois métodos de inoculagdo de Xanthomonas citri subsp. citri e dois avaliadores. As
avaliacdes dos didmetros foram realizadas considerando ou ndo o halo amarelo ao redor do tecido necrosado, quando presente. Estimativas
do didmetro de lesdes com erros na média inferiores a 3% s@o impraticaveis em razao do tamanho excessivo da amostra (mais que quarenta
lesdes/planta). Menores erros na média ocorreram nas estimativas considerando somente o tecido necrosado. Estimativas precisas do
diametro de lesdes, com erros na média inferiores a 10%, podem ser obtidas com tamanhos de amostras entre cinco e quinze lesdes/planta,
independentemente do genotipo e da idade das lesdes.
Palavras-chave: Xanthomonas citri subsp. citri, fitopatometria, citros.

ABSTRACT
Size of sample to determine the diameter of lesions of citrus canker

The estimation of lesion diameter of citrus canker is one of the most common parameters used in the evaluation of the interaction
of strains x genotypes, host resistance, and epidemiology. However, there is no information indicating the sample size for adequate disease
measurement, considering the diameter of lesions. In the present work, our objective was to determine the number of samples needed to
estimate the diameter of citrus canker lesions. The following factors of variation were considered: three host genotypes, two methods of
inoculation, and two evaluators. The diameter evaluations were made considering, or not, the yellow halo, when present. Estimates of lesion
diameter with average errors smaller than 3% are impracticable because of the excessive sample size (at least forty lesions/plant). Smaller
errors occurred when only the necrosis was considered during the evaluations. Precise estimates of lesion diameter, with errors smaller than
10%, are achieved with sample size between five and fifteen lesions/plant, independently of the citrus genotype and age of lesions.
Keywords: Xanthomonas citri subsp. citri, phytopathometry, citrus.

O cancro citrico, causado por Xanthomonas citri
subsp. citri (Schaad et al., 2006), é uma das mais importantes
doengas dos citros (Stall & Seymour, 1983; Gottwald ef al.,
2002). Os sintomas constituem-se em lesdes necroticas, as
vezes circundadas por halos amarelos, presentes em folhas,
ramos ¢ frutos. Infec¢des severas podem induzir desfolha,
queda de frutos ¢ morte de ramos (Stall & Seymour, 1983).
Sob condig¢des naturais de infecgdo, a disseminagdo a curtas
distancias ocorre principalmente pela acdo de respingos de
chuvas e de chuvas associadas com ventos ¢ a disseminagéo
a longas distancias da-se pelo transporte de material vegetal
infectado (Gottwald et al., 1989; Massari & Belasque Jr.,
2006). O comércio mundial impde restrigdes & importagdo
de citricos originarios de paises ou regides com cancro
citrico, sendo esta uma doenga quarentendria nos principais
paises produtores (Gottwald ef al., 2002).

Como descrito por Belasque Jr. & Bergamin
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Filho (2006), o controle do cancro citrico pode ser
generalizadamente dividido: a) na adogdo de medidas de
exclusdo e erradicagdo, principios utilizados em regides que
possuem campanhas oficiais de erradicagdo do patdgeno,
como exemplo o estado de Sdo Paulo (Barbosa ef al., 2001;
Massari & Belasque Jr., 2006); ¢ b) no manejo da doenga
pela combinagdo de genoétipos resistentes ou moderadamente
resistentes, fungicidas cupricos e cortinas quebra-ventos,
estratégias utilizadas em regides nas quais o cancro citrico é
endémico, ou mesmo que recentemente interromperam suas
campanhas de erradicacdo (Leite Jr. ef al., 1987). Ressalta-se
que essa divisdo ¢ bastante generalizada, pois tanto regides
que empregam medidas de exclusdo/erradicagdo podem
fazer uso de cortinas quebra-vento, pulverizag¢des cupricas,
ou gendtipos resistentes, entre outras, quanto o contrario
(Belasque Jr. & Bergamin Filho, 2006). De qualquer
maneira, para ambas as situa¢des, a gera¢do de genotipos
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resistentes, seja por melhoramento genético ou mesmo pela
avaliagdo de bancos de germoplasmas, deve ser considerada
uma das prioridades em programas de pesquisa com cancro
citrico. O advento de técnicas que permitem a manipulagio
e insercdo de DNA em genomas hospedeiros em muito
auxilia a geragdo de genotipos resistentes. Dessa forma, as
pesquisas envolvendo resisténcia varietal ao cancro citrico
foram intensificadas nos ultimos anos (Viloria ef al., 2004;
Azevedo, 2005; Pavan, 2006).

A estimativa do diametro de lesdes de cancro citrico é
uma das principais técnicas usadas na avaliacdo da intera¢do
entre Xanthomonas citri subsp. citri x genotipos (Graham
& Gottwald, 1990; Nociti et al., 2006;), na avaliagdo da
resisténcia varietal (Garran, 1988), e no estudo de aspectos
epidemioldgicos (Gottwald et al., 1997). Graham & Gottwald
(1990) verificaram correlagdo significativa na comparagio
dos didmetros de lesdes de cancro citrico induzidas em plantas
mantidas em campo e casa-de-vegetagdo, assim como entre a
populagdo bacteriana em lesdes e seus respectivos didmetros
médios. O mesmo foi verificado por Egel ef al. (1991) na
comparag¢do de populagdes bacterianas e didmetros de lesdes.
Da mesma forma, a técnica de inoculagdo de Xanthomonas
patogénicas em citros por ferimentos com agulhas é mais
efetiva que a inoculagdo por aspersdo ou infiltragdo na
determinag@o da suscetibilidade de gendtipos e no estudo
da interag@o patdgeno-hospedeiro (Garran, 1988; Graham &
Gottwald, 1990; Egel et al., 1991; Belasque Jr. & Jesus Jr.,
2006; Nociti et al., 20006).

Portanto, em estudos envolvendo resisténcia de
gendtipos de citros e/ou a interagdo patdgeno-hospedeiro
um sistema que pode ser utilizado envolve a inoculag¢do
por ferimentos com agulhas e a avaliacdo dos diametros de
lesdes, dependendo dos objetivos da pesquisa. Isso permite
a realiza¢@o de estudos mais rapidos, de menor custo, e com
maiores numeros de plantas ou repeti¢des, dentre outras
vantagens, aspectos importantes principalmente na selegio
de gendtipos quanto a resisténcia ao cancro citrico (Viloria
et al., 2004). No entanto, inexistem informagdes a respeito
do tamanho da amostra para uma adequada quantificagdo
da doenga. Nesse sentido, o presente trabalho teve como
objetivo a determinagdo do numero de amostras para
mensurar o didmetro médio de lesdes de cancro citrico.
Para isso foram considerados como fontes de variagdo trés
gendtipos do hospedeiro, dois métodos de inoculagdo da
bactéria agente causal do cancro citrico ¢ dois avaliadores.
As avaliagdes foram realizadas em trés datas diferentes e os
diametros mensurados considerando ou ndo o halo amarelo
ao redor do tecido necrosado, quando presente.

Mudas de laranjas doces ‘Péra Rio’ e ‘“Hamlin’ (Citrus
sinesis) e tangerina ‘Ponkan’ (C. reticulata) foram cultivadas
em casa-de-vegetacdo em vasos de seis litros contendo
terra e substrato orgédnico (1:1). As plantas foram podadas
aproximadamente cinqiienta dias antes da inoculagdo, para
obtencdo de folhas homogéneas e imaturas, entre 75 ¢ 100%
da completa expansao foliar (Viloria et al., 2004). O in6culo
foi preparado a partir de cultura pura de Xanthomonas citri
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subsp. citri (Xcc) (isolado IBSBF 1421), semeada em meio
de cultura nutriente agar por 72 horas a 28°C. Dilui¢des
seriadas em tampdo fosfato (0,075M, pH 7,0), a partir de
suspensdo bacteriana ajustada a 10® unidades formadoras
de colonia/mL (UFC/mL) em espectrofotdmetro a 600 nm,
resultaram na concentra¢do de inoculo a 10° UFC/mL. Foram
empregados dois métodos de inoculacdo: a) ferimento do
limbo foliar com agulha de 0,55 x 0,20 mm imediatamente
apos a imersao da mesma na suspensdo bacteriana. Foram
realizadas seis perfura¢des/folha e inoculadas dez folhas/
planta; b) aspersao da suspensao bacteriana com compressor/
aspirador de ar, com uma pressdo de aproximadamente 15
Ibf/pol?, até o ponto de escorrimento, em todas as folhas das
plantas. Para ambos os métodos de inoculagdo as plantas
permaneceram em camara Umida por aproximadamente
vinte horas apos a inoculagdo. Para cada genotipo e tipo de
inoculagdo foram empregadas quatro plantas (repeti¢des).
Durante todo experimento as plantas foram mantidas em
casa-de-vegetagdo, sob temperaturas entre 13 e 35°C.

As avaliagdes dos didmetros das lesdes de cancro
citrico foram realizadas por dois avaliadores aos 56, 70 ¢
83 dias apods a inoculagdo (DAI). Para a mensuragdo dos
diametros os avaliadores utilizaram micrometros, tendo sido
previamente treinados no uso do equipamento. Em cada data
deavaliagdo foram mensurados os didmetros detodas aslesoes
presentes nas quatro plantas de cada gendtipo e para cada
tipo de inoculacdo. Em razdo da presenca de halo amarelo ao
redor do tecido necrosado, na maioria das avaliacdes, cada
les@o foi mensurada duas vezes por cada avaliador, tendo-se
considerado (ou ndo) o halo na determinagdo do tamanho da
lesdo. Para fins de padronizagdo somente foram realizadas
medidas de didmetro na superficie adaxial das folhas.

As fontes de variagdo consideradas foram trés
gendtipos, dois métodos de inoculagdo, dois avaliadores
e presenca ou niao do halo amarelo ao redor do tecido
necrosado. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado. Os diametros médios correspondentes as lesdes
induzidas em plantas relativas a cada um desses fatores, nas
trés datas de avaliagdo, foram comparados entre si, dentro
de cada fonte de variag@o, por analise de variancia (teste F)
e teste de médias (Tukey HSD, 5%). O numero de amostras
foi determinado considerando 1, 2, 3... 20% de erro na
média dos didmetros das lesdes. Nessa determinacdo foram
eliminados os efeitos de gendtipos, métodos de inoculagdo e
avaliadores. O numero de amostras foi calculado para cada
data de avaliagdo, ¢ para as trés datas conjuntamente, para
diametros mensurados com e sem halo amarelo. As analises
foram feitas com auxilio do software SAS - Statistical
Analysis System (SAS Institute, Cary, NC, USA).

Os sintomas foram observados nas plantas inoculadas
por ferimentos entre uma e duas semanas apos a inoculagao,
e entre duas a trés semanas nas plantas inoculadas por
aspersdo. Os métodos de inoculag@o de Xcc diferiram entre
si quanto ao didmetro das lesdes. O método de inoculagdo
por ferimentos sempre resultou em didmetros maiores. Nao
foram observadas lesdes com halo amarelo resultantes da
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inoculagio por aspersdo nas duas primeiras avalia¢des, aos
56 ¢ 70 DAI, mas essas foram visualizadas na avaliagdo aos
83 DAI (Tabela 1). Diferencas entre os gendtipos foram
observadas aos 56 e 83 DAI na mensuragido das lesdes com
halo amarelo, ¢ em todas as avaliagdes para lesdes sem
halo. Menores lesdes foram sempre observadas nas plantas
de tangerina ‘Ponkan’, enquanto ‘Péra Rio’ e ‘Hamlin’
diferiram entre si somente aos 83 DAI. Os avaliadores
diferiram entre si apenas em dois momentos, aos 70 DAI
para lesoes sem halo amarelo e aos 83 DAI para lesdes com
halo, tendo o avaliador 2 determinado maiores didmetros em
ambas as datas.

O numero de lesdes para determinagdo de
didmetros com erros na média entre 1 e 20% variou de
1.229 a 1, respectivamente (Tabela 2). Menores amostras
corresponderam a mensuragdes sem o halo amarelo, para
mesmos valores de erros em comparagdo com didmetros
com halo. De modo geral, pequenas variagdes ocorreram,
quanto ao tamanho da amostra, entre as datas de avaliagdo.
Considerando todas as datas de avaliagdo, para erros
na média de 10%, por exemplo, doze lesdes devem ser

mensuradas, quando com halo amarelo, e seis lesdes para
avaliagdes desconsiderando o halo amarelo. A inoculacdo
por aspersdo resultou em pequeno nimero de lesdes/planta,
em razdo da desfolha ocorrida anteriormente as avalia¢des
de didmetro e ao menor numero de lesdes induzidas/folha
nas plantas inoculadas por esse método (Figuras 1 ¢ 2).

As diferencgas observadas entre os gendtipos, com
menores didmetros de lesdes nas plantas de tangerina
‘Ponkan’ e ‘Péra Rio’ estio de acordo com avalia¢des
realizadas tanto em casa-de-vegetagdo quanto campo, em
estudos de resisténcia varietal ao cancro citrico (Leite Jr.
& Mohan, 1984). Da mesma forma, menores periodos de
incubagdo e maiores didmetros sdo resultantes da inoculagio
com ferimentos, em compara¢do com a aspersao da suspensao
bacteriana (Garran, 1988; Graham & Gottwald, 1990; Egel
et al., 1991). A inoculagdo de Xcc por ferimentos também
resulta na expressdo mais uniforme dos sintomas (Tabela 1;
Figuras 1 e 2), como observado também por outros autores
(Garran, 1988; Belasque Jr. & Jesus Jr., 2006). Apesar
disso, estimativas do didmetro de lesdes com erros na média
inferiores a 3% sdo impraticaveis em razdo do tamanho

TABELA 1 - Diametros médios de lesdes de cancro citrico, com e sem halo amarelo ao redor do tecido necrosado, aos 56, 70 e
83 dias apos a inoculagdo, estimados por dois avaliadores em plantas citricas de laranjas doces ‘Hamlin’ e ‘Péra Rio’ e tangerina

‘Ponkan’ inoculadas por ferimentos ou aspersao

Fontes de variaciao

Com halo amarelo

Sem halo amarelo

Diametro Teste F (p) Diametro Teste F (p)
(mm)’ (mm)
56 dias apds a inoculagao
Inoculagéo ferimentos 4,30+ 0,81 - 2,87+0,38a 2191,40 (<0,01)
Genotipo aspersao - 1,58+£0,43b
‘Hamlin’ 3,96 £0,56 b 2,82+0,62a
‘Péra Rio’ 4,01 £0,85b 255,43 (<0,01) 2,78+ 0,51 a 173,75 (<0,01)
‘Ponkan’ 491+0,66a 2,55+0,48b
Avaliador 1 4,29 +0,82 2,08 (0,15) 2,70 £ 0,56 3,49 (0,006)
2 4,32 +£0,81 2,75+0,56
70 dias apds a inoculag@o
Inoculagao ferimentos 5,62 +0,96 - 335+045a 1569,40 (<0,01)
Genotipo aspersao - 1,95+ 0,68 b
‘Hamlin’ 5,59 + 1,06 331+0,71 a
‘Péra Rio’ 5,70 + 0,96 2,84 (0,00) 3,29+0,56 a 177,28 (<0,01)
‘Ponkan’ 5,56 £ 0,84 2,98+£0,63b
Avaliador 1 5,63 +0,97 0,34 (0,56) 3,13+ 0,61 b 52,33 (<0,01)
2 5,60 + 0,95 3,26+0,69 a
83 dias apos a inoculago
Inoculagéo ferimentos 5,74+ 1,00 a 529,29 (<0,01) 384+0,42a 2259,67 (<0,01)
Gendtipo aspersao 3,85+1,02b 2,25+0,75b
Hamlin 574+ 145a 3,74+0,78 b
Pera 5,48+0,92b 60,05 (<0,01) 3,88+0,55a 309,23 (<0,01)
Ponkan 5,38+0,98 b 3,37+0,58 ¢
Avaliador 1 548+ 1,14b 4,56 (0,03) 3,66 + 0,68 1,24 (0,27)
2 559+1,18a 3,68 +0,68

'Médias seguidas pelas mesmas letras dentro de cada fonte de variagdo (método de inoculagdo, genotipo ou avaliador) e data de avaliagdo

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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TABELA 2 - Tamanho da amostra, em niimero de lesdes, para estimar o didmetro de lesdes de cancro citrico em
diferentes datas apos a inoculagdo de Xanthomonas citri subsp. citri. Dados referentes a quatro repetigdes por

tratamento e dois avaliadores

Com halo amarelo

Sem halo amarelo

Erro na média (%)

Dias apés a inoculacio

Dias apés a inoculacio

LesoOes

1 5 9 1317 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57

'Ponkan'

Lesoes

1 5 9 1317 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57

Diametro (mm)

1

5 9 1317 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57

LesoOes

1

5 9 1317 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57

Lesoes

'Ponkan’

56 70 83 Todas as datas 56 70 83  Todas as datas
1 1012 1047 1147 1229 627 660 442 591
2 253 262 287 307 157 165 110 148
3 112 116 127 137 70 73 49 66
4 63 65 72 77 39 41 28 37
5 40 42 46 49 25 26 18 24
6 28 29 32 34 17 18 12 16
7 21 21 23 25 13 13 9 12
8 16 16 18 19 10 10 7 9
9 12 13 14 15 8 8 5 7
10 10 10 11 12 6 7 4 6
11 8 9 9 10 5 5 4 5
12 7 7 8 9 4 5 3 4
13 6 6 7 7 4 4 3 3
14 5 5 6 6 3 3 2 3
15 4 5 5 5 3 3 2 3
16 4 4 4 5 2 3 2 2
17 4 4 4 4 2 2 2 2
18 3 3 4 4 2 2 1 2
19 3 3 3 3 2 2 1 2
20 3 3 3 3 2 2 1 1
Inoculagao po ferimento Inoculagao por aspersao
9,0
'Hamlin' 8,0 'Hamlin'

€70

£ 60

o 50

@ 4,0

& 3.0

a 20

1 5 9 1317 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 1 5 9 1317 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57
Lesoes Lesoes
9,0
'Péra Rio'

T

E

£

5

=

FIG. 1 - Exemplos de

diametros de todas as
lesdes de cancro citrico
presentes em uma planta
de laranjas doces ‘Hamlin’
e ‘Péra Rio’ e tangerina
‘Ponkan’, para cada método
de inoculagdo. Os valores
de didmetro correspondem
as estimativas do avaliador
1, aos 83 dias apds a
inocula¢do, considerando
os halos amarelos ao
redor do tecido necrosado,
quando presentes.
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FIG. 2 - Exemplos de didmetros de todas as lesdes de cancro citrico presentes em uma planta de laranjas
doces ‘Hamlin’ e ‘Péra Rio’ e tangerina ‘Ponkan’, para cada método de inoculagio. Os valores de diametro
correspondem as estimativas do avaliador 1, aos 83 dias apds a inoculag@o, considerando somente o tecido

necrosado.

excessivo da amostra (Tabela 2). Estimativas mais precisas
ocorreram nas avaliagdes tendo-se considerado somente o
tecido necrosado. Apesar de o halo amarelo apresentar-se
relativamente difuso, tornando assim sua mensuragdo mais
subjetiva, osavaliadores diferiram entre siemigual magnitude
nas avaliacdes com e sem halo amarelo. Estimativas com
menores erros na média ocorreram nas avaliagdes somente
do tecido necrosado em razio dos menores didmetros das
lesdes. A estimativa das lesdes com halo amarelo resultou
em didmetros entre um e dois milimetros maiores (Tabela
1, Figuras 1 e 2). Apesar disso, sempre que possivel as
estimativas devem considerar o halo amarelo, em razio dos
sintomas da doenga compreender tanto o tecido necrosado
quanto o amarelecimento ao redor da necrose.

O estudo da resisténcia de gendtipos ao cancro
citrico em casa-de-vegetagdo ou em laboratorio ndo exclui
a necessidade de estudos em campo. Somente no segundo
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caso podem ser avaliados aspectos relacionados ao
crescimento do hospedeiro, freqiiéncia de emissdo de novos
fluxos vegetativos, influéncia do porta-enxerto e produgéo
da cultura, dentre outros (Leite Jr. & Mohan, 1984; Viloria et
al.,2004). Mas avalia¢des prévias em condi¢des controladas
facilitam em muito o estudo da resisténcia, principalmente
em programas de melhoramento em razdo do excessivo
nimero de gendtipos ou progénies (Viloria et al., 2004).
Os principais métodos de quantificagdo do cancro citrico
envolvem o uso de escalas diagramaticas para avaliacido da
severidade em folhas (Belasque Jr. er al., 2005; Behlau et
al., 2008), quantificagdo do periodo de incubagdo (Nociti
et al., 20006), incidéncia de folhas ou frutos sintomaticos
(Leite Jr. & Mohan, 1984; Behlau et al., 2008), contagem do
numero de lesdes (Gottwald et al., 1997, Viloria et al., 2004),
estimativa da populagio bacteriana nas lesdes (Egel ef al.,
1991; Gottwald et al., 1997; Viloria et al., 2004), desfolha
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(Leite Jr. & Mohan, 1984; Behlau et al., 2008) ¢ o didmetro
de lesdes (Graham & Gottwald, 1990; Egel et al., 1991;
Gottwald ef al., 1997; Nociti et al., 2006). A inoculacdo de
Xcc por ferimentos e a estimativa do didmetro de lesdes de
cancro citrico pode ser considerado um sistema acurado,
preciso, repetivel, rapido, € menos custoso na avaliagdo da
interagdo Xcc-citros e na avaliagdo da resisténcia ao cancro
citrico (Garran, 1988; Viloria et al., 2004; Belasque Jr. &
Jesus Jr., 2006). Nesse sentido, considerando os resultados
obtidos no presente estudo, estimativas precisas do didmetro
de lesdes, com erros na média inferiores a 10%, podem ser
obtidas com tamanhos de amostras entre cinco e quinze
lesdes/planta, independentemente do gendtipo, método de
inoculagdo e idade das lesdes.
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