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Resumo: O cancro citrico, causado pela Xanthomonas citri subsp. citri, € uma
das doencas mais severas que ameacam a citricultura em todo o mundo. Seus
sintomas estdo em toda a parte aérea da planta atingindo folhas, ramos e
frutos, sua disseminagdo aumenta significativamente com o clima tropical do
Brasil, o qual favorece sua entrada nos pomares de citros. O processo de
infeccdo estd relacionado com o desenvolvimento e crescimento do
hospedeiro, ja que a forma mais importante de sobrevivéncia da bactéria é em
lesbes da doenca que permanecem nas plantas citricas. Um dos fatores mais
importantes nessa doenca € o tipo de inoculacdo da Xanthomonas citri subsp.
citri no seu processo infeccioso, assim este trabalho tem como objetivo
analisar trés métodos distintos de inoculagéo: perfuracdo do limbo foliar com
agulha emergida na bactéria, sendo oito perfuracdes em cada folha, friccdo de
algodao na superficie foliar e em seguida aspersdo de suspensao bacteriana
com borrifador, e o uso de abrasivo (carborundum), seguido da friccdo com
gaze embebido na bactéria sobre o limbo foliar. Utilizou-se 120 folhas
destacadas de laranja doce (Citrus sinensis), dividida em duas variedades,
Pera IAC e Valencia Frost, inoculadas com a estirpe Xcc 306 e mantidas em
condi¢gbes parcialmente controladas. As avaliacbes foram feitas durantes 03,
07, 14 e 21 dias apoés a inoculacao, e analisadas pelo programa Sisvar 5.6.
Com os resultados obtidos, 0 método agulha e o0 método abrasivo se tornaram
significativos no desenvolvimento da bactéria em condi¢cdes parcialmente
controladas.

Introducao

Os citros sdo um grupo de espécies vegetais que possuem alto potencial de
producdo, mas séo suscetiveis a varias doengas, como 0 cancro citrico que €
uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri. Da mesma
maneira que outras bactérias, a do cancro citrico penetra no hospedeiro por
aberturas naturais, principalmente estomatos, e por ferimentos causados por
espinhos, gréos de areia, pelo homem ou por insetos. Sua temperatura otima
de crescimento € de 25°C a 30°C e, apresentam colbnias lisas, viscosas e,
geralmente, amarelas. O tipo de inoculacdo € um dos fatores mais relevantes,
além da presenca de ferimentos no hospedeiro e do contato com o patégeno.
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Sendo assim, o0 objetivo desse trabalho € avaliar a eficacia do desenvolvimento
da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri em trés métodos distintos de
inoculagcdo, como a perfuracdo do limbo foliar com agulha emergida na
bactéria, a friccdo de algoddo na superficie foliar e em seguida aspersao de
suspensao bacteriana com borrifador e o uso de abrasivo (carborundum),
seguido da friccdo de gaze embebido na bactéria sobre o limbo foliar.

Materiais e métodos

O experimento foi conduzido em laboratério no Nulcleo de Pesquisa em
Biotecnologia Aplicada (NBA), pertencente a Universidade Estadual de Maringa
(UEM). Utilizou-se 120 folhas destacadas de 6 mudas de laranja doce
provenientes do Viveiro de Mudas Pratinha, do municipio de Paranavai,
Parana. O método folha destaca foi empregado a fim de facilitar a analise dos
diametros, sendo 60 folhas de laranja doce (Citrus sinensis) da variedade Péra
IAC e 60 folhas da variedade Valencia Frost, utilizou-se folhas com o mesmo
estadio de maturacdo e com boa sanidade (sem sintomas ou sinais de
patdgenos). A estirpe Xcc 306, foi preparada em tampao fosfato (0,075M, pH
7,0), ajustado a 10° unidades formadoras de colénia/mL com o auxilio de um
espectrofotdmetro ajustado para leitura a 630 nm (BELASQUE JR.; JESUS JR.
et al. 2006). As folhas destacadas foram lavadas e desinfetadas com
hipoclorito 1% e logo apoés realizou-se o corte proximo ao local de insercéo do
peciolo no ramo, com o auxilio de uma tesoura. Imediatamente apds o corte, as
folhas foram inoculadas com 3 métodos diferentes: o primeiro foi por
perfuracdo com agulha (0,55 x 0,20 mm), com seis perfuracdes por folha, o
segundo método foi a aspersdo de suspensédo bacteriana com borrifador, ap6s
a friccdo de algodao na superficie foliar e o terceiro método inoculado; uso de
abrasivo (carborundum), o qual foi polvilhado sobre a superficie foliar, e
posteriormente, de forma suave, friccionado um chumaco de gaze previamente
imerso em suspenséao bacteriana sobre a superficie da folha.

As folhas inoculadas foram mantidas em tubo Falcon de 50 mL, contendo 1,5
mL de 4gua destilada. As avaliag6es ocorreram aos 03, 07, 14 e 21 dias ap0s a
inoculacao (DAI), através da afericdo do tamanho das lesbes com auxilio de
um paguimetro. As mensuracdes foram feitas apenas das lesdes presentes na
epiderme abaxial das folhas a fim de padronizar o experimento e o
delineamento experimental foi inteiramente casual. A mensuracdo dos
diametros das lesdes em cada método foi comparada por analise de variancia
(teste F) e teste de médias Scott-Knott a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Observaram-se 0s primeiros sintomas de cancro citrico entre o terceiro e
sétimo dia apoOs a inoculacdo no método agulha, diferencialmente dos outros
dois métodos, que apenas manifestaram sinais com 14 DAI. No vigésimo
primeiro dia apds a inoculacdo, as quantidades de lesdes que aparecem nas
folhas no método algoddo foram poucas, porém com um diametro
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relativamente maior. J& no método carvao as lesdes foram distribuidas em
grandes quantidades, mas com diametros menores. Todos 0s sintomas
iniciaram na parte abaxial da folha como pustulas brancas, salientes e
esponjosas (Figura 1).

Método Método Método
Agulha Algodao Carvao

Figura 1: Expressao dos sintomas da doenca nos diferentes métodos aos 21DAIl.

As lesdes provocadas pelo método agulha possuem maior severidade sob os
outros tratamentos, j& que alcangaram médias maiores no teste. Outro fator
significativo é que a area lesionada fica restrita a area perfurada, dando certeza
ao pesquisador a efetividade sobre a insercédo do patégeno (tabela 1). Lesbes
gque sao feitas por ferimentos, como a agulha, os sintomas obtidos sdo mais
uniformes, rapidos, precisos, comprovando o que Belasque Jr., et al. afirmaram
em 2008 em seu experimento.

Tabela 1: Eficiéncia dos métodos analisadas através do teste de Scott-Knott.

TRATAMENTOS MEDIAS RESULTADOS DO TESTE
Algodéao 0.846000 al
Carvéo 0.864438 al
Agulha 1417312 a2

*médias seguidas pelo mesmo nimero néo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Para dados qualitativos onde permite compreender a complexidade e os
detalhes das informagfes obtidas, 0 método carvdo € o mais sugerido, porque
gera altos indices de lesdes na folha, possibiltando a determinacdo de
didmetros médios do cancro citrico em casas de vegetacdo semelhantes aos
processos naturais de infec¢cdo, como pode ser visto na Figura 1.
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AGULHA ALGODAO CARVAD

VARIEDADE E TRATAMENTO
Figura 1. Média das lesBes por tratamento e variedade.

Conclusodes

O estudo conclui que a avaliacdo pelo método agulha € indicado para
avaliacdes de patogenicidade da Xanthomonas citri subsp. citri, procedimentos
gue tenham como objetivo a rapida e uniforme obtencdo de sintomas de cancro
citrico. J& o método com a pulverizacdo do carvao ativado, sugere-se para
estudos que tenham o objetivo de avaliar fatores quantitativos, o qual obtém
sintomas mais préximos da realidade a campo.
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