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mantidos em meio de cultura com suco de laranja; (B) detalhe

da cobertura do fruto inoculado com gaze na forma de rede

apos a inoculacgéao; (C) fruto inoculado, recoberto com saco de

papel cristal 15x15cm apds a colocagao de gaze formando uma

rede; e, (D) vista geral dos frutos ensacados apds inoculagéo ....

Figura 14. Sintomas do tipo falsa melanose em frutos de laranjas ‘Natal’.
(A) Vista superior e (B) Vista lateral............cccoooiveiiiiiiiiieee.

Figura 15. Vista geral da area experimental com plantas de laranjeiras
‘Natal’ podadas............ceeeiiiiiiiiiieeeeee e

Figura 16. Vista geral de plantas de laranjeira ‘Natal’ apresentando: (A)
galhos secos, ainda nao podados (B); galhos com sintomas de

rubelose, podados e exibindo a presenca de frutos removidos

pela poda e; (C) aspecto da planta apds a poda..........ccccceeeeennnnn..

Figura 17. Escala diagramatica para avaliagdo de severidade (%) de
mancha preta dos citros (Guignardia citricarpa). A parte

superior corresponde ao sintoma tipo mancha preta e a parte

inferior aos sintomas do tipo falsa melanose (Spodsito et al.,

Figura 18. Fruto de laranjeira ‘Folha Murcha’ apresentando sintoma
caracteristico de mancha trincada. A — Vista superior e, B —
detalhe parcial da mancha exibindo trincas e auséncia de
0] o3 0] T [ 3

Figura 19. Escala diagramatica de severidade de mancha preta em citros

(% de area lesionada), utilizada para avaliagdo dos sintomas do
tipo mancha dura, porém com ajustes para avaliagdo dos
sintomas de mancha trincada. Fonte: Fagan & Goes
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Figura 20.

Escala diagramatica para avaliagcdo da severidade do acaro da
falsa ferrugem em frutos citricos, conforme Oliveira et al. (1982)..

Figura 21. Curva de regressao da produgao de pseudotécios de Guignardia

citricarpa em folhas sintomaticas de laranjeira ‘Péra’, mantidas
em caixas Gerbox®, a 20°C e 25°C, sob fotoperiodo alternado de
12 horas luz/12 horas escuro, apés 30, 60, 90 e 120 dias de
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Figura 22. Curva de regresséo da produgao de pseudotécios de Guignardia

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

citricarpa em folhas sintomaticas de laranjeira ‘Péra’, mantidas
em caixas Gerbox®, a 20° e 25°C, sob fotoperiodo de luz
continua, ap6s 30, 60, 90 e 120 dias de incubacéo.......................
Curva de regressao do numero médio de pseudotécios de
Guignardia citricarpa produzidos em folhas sintomaticas de
laranjeira ‘Péra’ mantidas em bandejas plasticas sob condigbes
de temperatura ambiente, fotoperiodo alternado (12h luz/12h
escuro) e alternancia de secamento/molhamento, apos 15, 30,
45 e 60 dias de InCuUbagCa0..........cccvuieiiiiiiiiii e
Curva de regressdo do numero médio de pseudotécios de
Guignardia citricarpa presentes em folhas assintomaticas de
laranjeira ‘Péra’ submetidas a 1 hora de esterilizagdo por
autoclavagem, apés 0, 30, 45 e 60 dias de inoculagao,
mantidos a temperatura de 25°C, alternancia de luz e de
periodos de molhamento/secamento ao ambiente natural por
15 dias (IUZ SOIAC)........uuiiiiiiiiieeeeeeee e
Curva de regressao do numero médio de pseudotécios de
Guignardia citricarpa presentes em folhas assintomaticas de
laranjeira ‘Valéncia’ submetidas a 1 hora de esterilizagdo por
autoclavagem, apos 0, 30, 45 e 60 dias de inoculagdo, mantidos
a temperatura de 25°C, alternancia de luz e de periodos de
molhamento/secamento ao ambiente natural por 15 dias (luz

Curva de regressdo do numero médio de pseudotécios de
Guignardia citricarpa presentes em folhas assintomaticas de
laranjeira ‘Péra’ submetidas a 90 minutos de esterilizagdo por
autoclavagem, ap6s 0, 30, 45 e 60 dias de inoculagdo, mantidos
a temperatura de 25°C, alternancia de luz e de periodos de
molhamento/secamento ao ambiente natural por 15 dias (luz

Curva de regressdo do numero médio de pseudotécios de
Guignardia citricarpa presentes em folhas assintomaticas de
laranjeira ‘Valéncia’ submetidas a 90 minutos de esterilizagcéao
por autoclavagem, apés 0, 30, 45 e 60 dias de inoculagéao,
mantidos a temperatura de 25°C, alternancia de luz e de
periodos de molhamento/secamento ao ambiente natural por 15
AIAS (IUZ SOIAI)....cceeeieeeieee e e e e e e,
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Figura 28.

Curva de regressdao e equagao do numero médio de
pseudotécios de Guignardia citricarpa presentes em discos
foliares de laranjeira ‘Péra’ depositados em placas de Petri
contendo meio de cultura agar-agua (AA) e mantidos em
estufas para B.0O.D. a 25°C + 1°C e fotoperiodo alternado (12h
luz/12h escuro). Dados transformados em log (x+1)..................

Figura 29. Curva de regresséo e equagao do numero médio de ascosporos
de Guignardia citricarpa produzidos em discos foliares de

laranjeira ‘Péra’ depositados em placas de Petri contendo meio

de cultura agar-agua (AA), incubados em estufas para B.O.D. a
25°C + 1°C e sob fotoperiodo alternado (12 horas luz/12 horas

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

escuro). Dados transformados em log (X+1)..........cceeevviiiiiieiiinnnes

Ascosporos de Guignardia citricarpa produzidos em discos
foliares de laranjeira ‘Péra’ mantidos em meio de cultura agar-
agua (AA) e observados em laminas de vidro ao microscépio
fotdnico, aumento de 40x, apds 63 dias de incubacao a 25°C +
1°C, sob fotoperiodo alternado (12 horas luz/12 horas
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Curva de regressdao e equagao do numero médio de
pseudotécios de Guignardia citricarpa produzidos em discos
foliares de laranjeira ‘Péra’ submetidos a diferentes
tratamentos de esterilizacdo (autoclavagem e sem
autoclavagem), depositados em placas de Petri contendo meio
de cultura agar-agua (AA) com discos de colbnia fungica e
incubados em estufas para B.O.D. a 25°C + 1°C, e fotoperiodo
alternado (12h luz/12h escuro) durante diferentes periodos de
g Te]U] oF=To7= o TR PR PPPTRUPNS
Numero meédio de pseudotécios de Guignardia citricarpa em

folhas de laranjeira ‘Péra’ submetidas a diferentes tratamentos
térmicos (temperaturas variadas) por 1 minuto apés 0, 30, 45 e
60 dias de INCUbACAOD............ceeiiviiiiiieeeeeeee e,

Numero meédio de pseudotécios de Guignardia citricarpa em

folhas de laranjeira ‘Péra’ submetidas a diferentes tratamentos
térmicos (temperaturas variadas) por 5 minutos aos 0, 30, 45 e

60 dias de INCUbACAOD............coeiiiiiiiiieee e,

Curva de regressao da germinacao de conidios de Phyllosticta

citricarpa em meio de cultura agar-agua (AA), a 25°C, sob duas
condigbes de fotoperiodo (alternado 12h luz/12h escuro e luz
continua). Dados transformados em log (X+1).........cccoevvirviiinnnnes

Figura 35. Curva de regressao da germinagédo de conidios de Phyllosticta

citricarpa em meio de cultura agar-dextrose (AD) mantidos a
25°C sob duas condigdes de fotoperiodo (alternado 12h luz/12h
escuro e luz continua). Dados  transformados em log
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Figura 36.

Figura 37.

Efeito das diferentes concentragdes da suspensao de conidios
(10°, 10* e 10° conidios/mL) de Phyllosticta citricarpa na sua
germinacao em folhas recém-emitidas de laranjeira ‘Valéncia’,
mantidas a 25°C e sob fotoperiodo alternado (12h luz/12h
escuro), em diferentes tempos de avaliagao................cceeeveveeennnnns
Efeito das diferentes concentracdes da suspensao de conidios

(10%, 10* e 10° conidios/mL) de Phyllosticta citricarpa na sua

germinacdo em folhas jovens de laranjeira ‘Valéncia’, mantidas a
25°C, e sob fotoperiodo alternado (12h luz/12h escuro) em
diferentes tempos de avaliagao0.............eeeeiiiiiiiiiiiiiin

Figura 38.

Figura 39.

Figura 40.

Figura 41.

Figura 42.

Figura 43.

Efeito das diferentes concentracdes da suspensao de conidios
(10°, 10* e 10° conidios/mL) de Phyllosticta citricarpa na sua
germinagao em folhas fisiologicamente maduras de laranjeira
‘Valéncia’, mantidas a 25°C e sob fotoperiodo alternado (12h
luz/12h escuro) em diferentes tempos de avaliagéo......................
A - Conidios correspondentes a suspensao (1x10° conidios/mL)
conidial de Phyllosticta citricarpa observados apés 8 horas da
inoculagdo em folha jovem de laranjeira ‘Valéncia'. B - Conidio
germinado ap6s 72 horas da inoculacdo de folhas jovens,
observado ao microscopio fotbnico, com aumento de

Efeito de diferentes tratamentos na germinagédo de conidios de
Phyllosticta citricarpa, onde: 1) Testemunha; 2) Suspensao de
conidios centrifugada com agua esterilizada; 3) Suspenséo de
conidios lavada com Tween 20, centrifugada com solugao de
sacarose e ao final adicionado acido citrico; 4) Suspensédo de
conidios lavada com Tween 20. A diferenga minima significativa,
calculada pelo teste de Tukey (P=5%), esta representada pelas
barras verticais no Tratamento 3.
A - Conidios de Phyllosticta citricarpa ndo germinados. B —
Conidios de Phyllosticta citricarpa germinado apés 40 horas de
incubacdo, no tratamento T3 (suspensdo de conidios lavada
com Tween 20, centrifugacdo com solugdo de sacarose e
adicdo de acido citrico), observados ao microscopio fotbnico
€M auMENTO d€ 40X.......ciiiiiieeii i
Efeito de diferentes tratamentos na germinagdo de conidios de
Phyllosticta citricarpa, onde: 1)Testemunha; 2) Suspensdo de
conidios centrifugada com agua esterilizada; 3) Suspenséo de
conidios lavada com Tween 20 e com adi¢cao suco de laranja; 4)
adicdo de Tween 20 (0,02%) a suspensao conidial com
= o 1 2= To7= o J PR
Efeito de diferentes tratamentos fisicos na germinagdo de
conidios de Phyllosticta citricarpa em folhas de laranjeira
‘Péra’, onde: 1)Testemunha; 2) Suspensdo de conidios
centrifugada com &gua esterilizada; e 3) Suspensdao de
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conidios lavada com Tween 20 com adigdo suco de laranja,
mantidas em placas de Petri armazenadas em estufas para
B.0.D.s a 25°C e fotoperiodo alternado (12h luz/12 escuro)....... 67
Figura 44. Fruto de laranjeira ‘Péra’ apresentando marca da deposi¢cédo do
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PRODUCAO DE ESTRUTURAS REPRODUTIVAS E EFEITO DO AMBIENTE NOS
TIPOS DE SINTOMAS PRODUZIDOS POR Guignardia citricarpa EM Citrus spp.

RESUMO - A mancha preta dos citros (MPC) doenga causada pelo fungo
Guignardia citricarpa Kiely [anamorfo: Phyllosticta citricarpa (McAlp.)Van der Aa],
deprecia comercialmente os frutos, causando sua queda prematura e elevando o custo
de producédo. Até o presente momento, informagdes acerca da etiologia da doenga séo
escassas. Portanto, o presente trabalho teve como objetivos: (i) criar metodologias
alternativas de obtencao da estrutura reprodutiva do fungo em laboratério; (ii) observar
a taxa de germinacéo in vitro de conidios do fungo; (iii) estudar a influéncia da poda de
plantas citricas no campo sobre a expressédo de sintomas de falsa melanose; (iv) e, a
relacdo entre a presenca de sintomas de acaro da falsa ferrugem e sintomas do tipo
mancha trincada em frutos citricos. De maneira geral, tanto pseudotécios quanto
ascosporos foram obtidos em maior numero quando da utilizagdo da metodologia de
discos foliares autoclavados, bem como a maior expressao dos sintomas mediante
inoculagdes através desta metodologia. Com os resultados obtidos, pode-se afirmar que
através da realizacdo de praticas culturais como a poda dos ramos secos, bem como o

controle do acaro da falsa ferrugem, o progresso da MPC no campo é reduzido.

Palavras-chave: controle, incidéncia, pinta preta, Phyllosticta citricarpa, severidade
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REPRODUCTIVE STRUCTURES PRODUCTION AND ENVIRONMENTAL EFFECT
ON THE PRODUCTION OF SYMPTOMS PRODUCED BY Guignardia citricarpa ON
Citrus spp.

SUMMARY - Citrus black spot (CBS) disease caused by the fungus Guignardia
citricarpa Kiely [anamorph: Phyllosticta citricarpa (McAlp.)Van der Aa], depreciates the
fruit comercially, causing its premature fall and elevating production cost. Until the
present moment, there is a lack of informations about the etiology of the disease.
Therefore, the aim of the present work was: (i) create alternative methodologies to
obtain reproductive structures on laboratory; (ii) observe the in vitro conidia germination
rate; (iii) study the influence of the harvest of citric plants on the expression of false
melanose symptoms; (iv) and the relation between the expression of symptoms of citrus
rust mite on the presence of cracked spot symptoms. Both pseudothecia and
ascospores were obtained in larger rate when using autoclavated leave discs, and also
the larger expression of symptoms on inoculations made by this method. By the results
obtained, it can be afirmed that the harvest of dead twigs, and the control of the citrus

rust mite, the progress of CBS on field is reduced.

keywords: control, incidence, citrus black spot, Phyllosticta citricarpa, severity



| INTRODUCAO

Desde a década de 90, o Brasil € tido como maior produtor mundial e exportador
de suco de laranja, com uma produc¢ado média de 18 milhdes de toneladas, em uma area
colhida de 818 mil hectares, respondendo por um tergco da produgao de laranja e 47% do
suco fabricado mundialmente. Da produgdo brasileira de fruta, 71% destina-se ao
processamento industrial, apenas 0,6% a exportacao in natura e 28,4% para o0 consumo
interno (Spésito & Bassanezi, 2002; FNP Consultoria & Agroinformativos, 2006). Os
Estados Unidos aparecem como segundo maior produtor, seguido do México, China e
Espanha. Os maiores exportadores mundiais de frutas frescas sao os Estados Unidos e
a Espanha, correspondendo ao equivalente de 18 e 38%, respectivamente (Boteon,
2006).

Segundo a FNP Consultoria & Comeércio (2006), o Estado de Sao Paulo é
responsavel por aproximadamente 80% da produgao brasileira de frutas, com produgao
meédia de 314 milhdes de caixas no ano de 2006. Devido a composig¢ao das variedades
de laranja, a colheita se da durante todo o ano. Porém, apenas algumas variedades sao
préprias para a produgao de suco, como por exemplo, a laranjeira ‘Péra’, representando
38% do total de arvores no parque citricola mineiro e paulista (Boteon, 2006).

A tecnificagdo da cultura ao longo do tempo fez com que as plantas fossem
multiplicadas por enxertia, trazendo vantagens como precocidade e uniformidade dos
pomares, diminuindo, porém, a variabilidade entre as plantas, tornando-a alvo de
inumeras pragas e doengas. Com isso, os custos com produtos fitossanitarios e
fertilizantes ultrapassam 60% do custo de producdo. Se medidas de controle ndo forem
adotadas, a qualidade da produgao de frutos cai devido aos danos resultantes de
doenga e pragas, tornando o pomar improdutivo ou levando-o a sua erradicagao
(Boteon, 2006).

A mancha preta dos citros (MPC), doenga causada pelo fungo Guignardia
citricarpa Kiely, cuja forma imperfeita corresponde a Phyllosticta citricarpa (McAlp.) Van
der Aa (Sutton & Waterston, 1966), deprecia os frutos comercialmente e pode provocar

a sua queda precoce (Calavan, 1960; Klotz, 1978). Devido ao longo periodo de



suscetibilidade dos frutos, varias pulverizagdes com fungicidas protetores ou sistémicos,
isolados ou combinados, sdo necessarias, elevando o custo de producado. O controle
realizado no Brasil é baseado em informagbes geradas por outros paises,
principalmente na Africa do Sul, onde a doenca é relevante (Goes, 2002), embora na
ultima década tenham sido realizados inumeros trabalhos experimentais, cujos
resultados tem contribuido sobremaneira ao controle do patégeno.

A MPC é responsavel por elevados prejuizos na cultura, atingindo as variedades
citricas mais importantes em diferentes continentes como Africa, Asia, Oceania e
Ameérica do Sul. Entretanto, o primeiro relato da doenca no mundo ocorreu na Australia
em 1895 (Kiely, 1948; Sutton & Waterston, 1966). Para o mercado de frutas frescas, os
com sintomas tem o seu valor comercial depreciado, porém podem ser utilizados para o
processamento de sucos (Kotzé, 1988; Goes, 2002).

A doencga foi constatada pela primeira vez em pomares paulistas em 1992.
Entretanto em 1937, ja havia relatos de sintomas da doenca, observados em frutos de
uma feira livre na cidade de Piracicaba, no estado de S&o Paulo (Averna-Sacca, 1940).
Nesse Estado, até por volta de 1997, a doenga encontrava-se presente em cerca de 44
municipios (Fundecitrus, 1998). Atualmente, entretanto, estima-se que a doencga esteja
presente em praticamente todos os municipios produtores de citros (Goes et al., 2000).

Nao obstante a importancia da doencga, ressente-se, ainda, de informacdes
basicas, incluindo estudos relacionados aos aspectos etioldgicos, notadamente quanto
a relagcao ambiente versus expressao de sintomas. Certamente o conhecimento de tais
informacdes podera contribuir @ melhoria de controle do patégeno.

Os objetivos do presente trabalho foram: (i) avaliar em condigdes laboratoriais
diferentes metodologias de obtencdo de estruturas reprodutivas de G. citricarpa; (ii)
observar a taxa de germinagao in vitro de conidios do fungo; (iii) estudar a influéncia da
presenca de ramos e galhos secos na expressao dos sintomas e; (iv) avaliar a
influéncia da relagdo entre sintomas resultantes de ataques do acaro da falsa ferrugem,
causados por Phyllocoptruta oleivora, e presenga de sintomas do tipo mancha trincada,

consequentes de infecgdes causadas por G. citricarpa.



Il REVISAO DE LITERATURA

O Brasil € o maior produtor mundial de laranja, com uma area cultivada de 820

mil hectares, 77% dos quais na regido Sudeste. A laranja representa 49% de toda a
producado brasileira de frutas. Cerca de 80% dessa produgcdo € destinada a
industrializagdo, cujo suco produzido é exportado para paises como Russia, Bélgica,
Paises Baixos, Estados Unidos da América e Japao (Abecitrus, 2006).
O maior produtor de citros do Brasil, o Estado de Sao Paulo, possui cerca de 760 mil
hectares (Agrianual, 2000), distribuidos em 330 municipios e em cerca de 29.000
propriedades. Cerca de 80% dessa produgéo € destinada a industrializagdo, cujo suco
produzido € exportado para varios paises. Além disso, o setor citricola é responsavel
por cerca de 400 mil empregos, diretos e indiretos, gerando uma renda e receita
superior a cinco bilhdes de ddélares por ano (Agrianual, 2000; Bespalhok-Filho, 2002).
Na safra de 2005-2006, foram produzidas aproximadamente 352 milhdes de caixas de
laranja no Estado de Sao Paulo (Abecitrus, 2006).

N&o obstante a pujanca da industria citricola no Brasil, particularmente para o
Estado de Sao Paulo, a cultura do citros é afetada por grande numero de patdégenos,
destacando-se o fungo Guignardia citricarpa, responsavel pela mancha preta ou pinta
preta dos frutos citricos. A fase anamdrfica deste patdogeno corresponde a Phyllosticta
citricarpa McAlp. Van Der Aa., embora conste na literatura referéncia quanto a Phoma
citricarpa e Phyllostictina citricarpa (Goes & Kupper, 2002).

A doenca afeta folhas, ramos e, principalmente frutos, os quais, quando
severamente afetados, ficam depreciados ou improprios para o mercado de fruta fresca.
As perdas provocadas podem ser muito severas, principalmente em limdes e laranjas
doces de maturagao tardia. Em ataques severos, os frutos podem cair prematuramente.
A pinta preta ja foi relatada em limdes, laranjas doces, mexericas do ‘Rio’ e tangor
‘Murcott’, nos Estados do Rio de Janeiro. No Rio Grande do Sul, a ocorréncia desta
doencga foi descrita inicialmente na tangerina Montenegrina’, em meados da década de

1980. No estado de Sao Paulo, embora exista relato da sua ocorréncia anteriormente



(Averna-Sacca, 1940), os maiores prejuizos foram constatados a partir do inicio da
década de 1990, notadamente a partir de 1994.

Segundo McOnie (1964), as espécies citricas mais suscetiveis correspondem
aos limoeiros, laranjeiras doces, pomeleiros e tangerineiras. No caso do Brasil, e
também em varios outros paises, os maiores prejuizos tém sido verificados em frutos
de laranjeiras de maturagao tardia, como ‘Valéncia’' e ‘Natal’.

Nos frutos, as lesbes restringem-se a casca, prejudicando, dessa forma, sua
aparéncia, inviabilizando a sua comercializacdo para o mercado de frutas frescas
(Mauch-Mani & Metraux, 1998).

O periodo de suscetibilidade dos frutos corresponde desde a fase de queda das
pétalas, até cerca de 20-24 semanas apos (Klotz, 1978; Baldassari, 2001), sendo que,
apos esta fase, estes tornam-se resistentes (Kellerman, 1977).

Segundo Kotzé (1981), um aspecto importante a ser destacado refere-se ao
longo periodo de incubacgao apresentado pelo fungo. Na presenca de umidade, o fungo
emite um “peg” de infecgdo, o qual penetra na cuticula e se expande para dentro do
tecido, na forma de uma massa de micélio, permanecendo entre a cuticula e a
epiderme. Essa se constitui na chamada infecgao quiescente, que, posteriormente, dara
origem as lesbes tipicas da doenca. Os mecanismos envolvidos no processo de
formacédo destas infeccbes ndo sdo conhecidos. Porém, sabe-se que sintomas em
niveis mais severos normalmente estdo associados a elevacao de temperatura por
ocasiao da maturagao dos frutos, maior incidéncia de raios solares nos frutos mais
expostos, estresse hidrico e debilidade das plantas resultante de varios fatores, como
por exemplo, doengas e desequilibrio nutricional. As plantas mais velhas e estressadas
sdo geralmente as mais afetadas (Feichtenberger et al., 1997).

A mancha preta é considerada uma doenca quarentenaria A1 para os paises da
Unido Européia e Estados Unidos, limitando sobremaneira a possibilidade de
exportagcao para os mesmos.

O atual nivel de incidéncia e severidade, demonstrada pela doenca nos pomares
citricos do Estado de Sao Paulo, demonstra o seu nivel de gravidade e as boas

condicbes de adaptagdo encontradas pelo patdgeno, nas condi¢gbes bio-ecoldgicas



existentes nos pomares citricolas deste Estado. Dessa forma, as medidas de controle

adotadas apenas tém contribuido para minimizar as perdas potenciais.

Sintomas

Feichtenberger et al. (1997) relataram que os sintomas em folhas, ramos e frutos
sao sempre mais frequentes nas faces das plantas mais expostas aos raios solares.

Segundo Herbert (1989), quatro tipos de sintomas podem ocorrer em frutos:
mancha dura: sintoma mais comum e tipico da doenga. Em geral, aparece quando os
frutos iniciam a maturagao. Em frutos verdes, um halo amarelado aparece circundando
as lesdes, enquanto que no caso de frutos maduros ocorre o contrario, sendo produzido
um halo verde ao redor das lesbes, que apresentam o centro deprimido de cor marrom-
claro ou cinza-escuro e os bordas salientes, de coloracdo marrom-escura. No interior
dessas lesbes aparecem pequenas pontuagdes negras, que sao os picnidios do fungo;

manchas sardentas: aparecem depois que os frutos ja atingiram a maturagéo, estando

com a casca apresentando coloragdo bem amarelada ou laranja. As lesdes sao
levemente deprimidas e avermelhadas. Elas podem coalescer, formando uma grande

lesdo, ou permanecerem pequenas e individualizadas; manchas virulentas:

desenvolvem-se normalmente no final da safra, quando os frutos estdo maduros e as
temperaturas mais elevadas, e podem também ocorrer apds a colheita, durante o
transporte e o0 armazenamento dos frutos. As lesdes aparecem como resultado do
desenvolvimento e coalescéncia de lesdes dos dois tipos anteriores, dando origem a
grandes lesbes deprimidas, de centro acinzentado e bordos salientes de coloragao
marrom-escuro ou vermelho-escuro. No centro dessas lesbes aparecem muitas
pontuacdes escuras, que sao os picnidios. A casca do fruto fica necrosada na area da

lesdo, mas a parte interna do fruto ndo é afetada; manchas do tipo falsa melanose:

normalmente aparecem quando o fruto encontra-se com cerca de 4-5 meses apds a
queda das pétalas, caracterizam-se pela presenca de manchas irregulares, com textura
aspera ao tato, de tamanho variado, mas predominantemente pequenas, com cerca de

2mm de didmetro. Nas fases subsequentes, as lesbdes individualizadas sao



normalmente circundadas por numerosos pontos escuros, constituindo as lesdes
satélites. Em tais lesbes, ao contrario das anteriores, ndo sao formados picnidios. Além
dos sintomas anteriores, no Brasil encontra-se descrito o sintoma designado mancha
trincada (Goes et al., 2000), o qual aparece em frutos ainda verdes e caracterizam-se
pela presenga de manchas superficiais, irregulares, lisas, e de tamanho variado,
inicialmente de aspecto oleoso, castanhas, que evoluem para a coloracdo escura. Em
tais manchas nao sao produzidos picnidios e, de forma semelhante aos sintomas do
tipo falsa melanose, normalmente ndao causa a queda dos frutos, mesmo quando esses
encontram-se severamente atingidos. Quando os frutos atingem a maturidade, sua
casca apresenta trincas ou fissuras. De acordo com Goes et al. (2000) ha suspeita de
que a mancha trincada esteja associada a presenga e, consequentes danos causados
pelo acaro da falsa ferrugem (Phyllocoptruta oleivora). E ainda, de acordo com
Fundecitrus (2005), um sexto sintoma também encontra-se associado, denominado
mancha rendilhada, caracterizada pela presenca de lesbes superficiais, sem borda
definida, e textura lisa, que aparecem quando os frutos ainda estado verdes. Entretanto,
tal sintoma, segundo Goes (2001), é caracterizada como uma variante do sintoma tipo
falsa melanose. Todos os sintomas descritos anteriormente encontram-se apresentados

na Figura 1.



Figura 1. Sintomas de mancha preta dos citros em frutos: A — Mancha dura; B —
Mancha sardenta; C — Mancha virulenta; D — Falsa melanose; E — Mancha
trincada (Fundecitrus, 2005).



Etiologia

A pinta preta € causada por Guignardia citricarpa, cuja forma imperfeita
corresponde a Phyllosticta citricarpa. Possui duas fontes de indculo: conidios e
ascosporos (McOnie, 1964; Kotzé, 1981), cuja importancia individual nas epidemias nao
foi completamente esclarecida.

Na fase perfeita, o fungo produz pseudotécios e ascésporos somente em folhas
em decomposi¢gdo no solo (McOnie, 1964; Sutton & Waterston, 1966), ndo sendo
encontrados em lesdes de frutos e em folhas ainda aderidas as plantas. Os
pseudotécios sdo globosos (100-175 um de didmetro), apresentando um ostiolo circular
e nao papilado, podendo encontrar-se isolados ou agregados. Os ascos sao cilindrico-
clavados, bitunicados, apresentando 8 ascdsporos em seu interior. Os ascosporos sao
unicelulares, hialinos, multigutulados, cilindricos com o centro dilatado, apresentando
apéndices hialinos nas duas extremidades obtusas (Sutton & Waterston, 1966).

De acordo com Kotzé (1981), para as condicdes da Africa do Sul, os ascdsporos
constituem-se na principal fonte de indculo, e se desenvolvem em folhas em
decomposicdo, de 40 a 180 dias depois da queda dessas folhas ao solo. A produgao
desses esporos € favorecida pela alternancia entre periodos de molhamento e
secamento das folhas, condi¢ao frequente durante a estagdo chuvosa do ano. Podem
ser disseminados a longas distancias pelo vento, ou a curtas distancias através do
respingo de gotas d agua das folhas caidas ao solo, até a superficie de érgéos da parte
baixa da copa das plantas (Feichtenberger et al., 1997).

Dada a dificuldade de obtencdo dos ascésporos sob condigdes artificiais, os
testes de patogenicidade tém sido realizados através dos ascésporos liberados a partir
de pseudotécios maduros contidos em folhas coletadas do solo, sob as plantas (Kiely,
1948; Mauch-Mani & Metraux, 1998). Entretanto, embora McOnie (1967) mencione que
em folhas velhas, com mais de 50% de pseudotécios maturos, a presenca de conidios
seja rara, nao ha, na literatura, uma metodologia apropriada para a sua obtencao dos

ascosporos de forma seletiva.



Na fase imperfeita, o fungo produz picnidios em lesdes contidas em frutos e em
folhas aderidas e, ocasionalmente, no pedunculo de frutos (Sivanesan, 1984). Sao
também produzidos em grande quantidade em folhas citricas caidas sob a copa das
plantas (McOnie, 1964). Os picnidios sdo de coloragdo marrom-escura ou preta,
solitarios ou agregados, globosos (115-190 um de didmetro), apresentando um ostiolo
levemente papilado, circular, de 12-14,5 um de didmetro. Os conidios apresentam
forma obovdide a eliptica (8-10,5 x 5,5-7 um de diametro), s&o hialinos, unicelulares,
multigutulados, com um apéndice hialino numa das extremidades, que é facilmente
destacado dos conidios (Punithalingam & Woodhams, 1982; Feichtenberger et al.,
1997).

Os conidios sdo produzidos em picnidios formados em lesdes de frutos, em
folhas (McOnie, 1964) e em ramos secos, e sao disseminados mais apropriadamente a
curtas distancias. Esses conidios emergem através do ostiolo e sdo envolvidos por uma
substancia mucilaginosa. Sob condi¢des naturais, essa mucilagem apresenta coloracao
creme claro, de aspecto brilhante. Tal mucilagem serve de protecdo contra o
ressecamento das estruturas do fungo, quando expostas em ambiente adverso
(Punithalingam & Woodhams, 1982). Sdo importantes na epidemiologia da doenca
quando, numa mesma planta, sdo encontrados frutos infectados produzindo esses
esporos, e frutos jovens suscetiveis, ou seja, frutos de até 4-5 meses de idade a contar
da queda das pétalas, ou quando ha grande quantidade de galhos secos. Essa situagéo
pode ocorrer com relativa frequéncia em pomares cujas variedades apresentam varios
surtos de florescimento, ou mesmo em anos cujas condigdes climaticas atipicas
contribuam para a ocorréncia de varios surtos de florescimentos (Feichtenberger et al.,
1997). Ainda ndo foram encontrados relatos quanto a magnitude da importéncia dos
conidios formados nos ramos secos, no incremento da doenca e a sua relacdo quanto
aos tipos de sintomas produzidos.

Os esporos germinam na superficie de o6rgaos suscetiveis, produzindo
apressorios. Uma delgada hifa de infecgdo é entdo formada a partir do apressorio, que
penetra através da cuticula e forma uma pequena massa de hifas entre a cuticula e a

epiderme (Kotzé, 1981). Nessa forma de micélio subcuticular quiescente, o fungo pode
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permanecer dormente por até 12 meses. Esse periodo de dorméncia pode ser
interrompido quando o fruto atinge seu tamanho final e inicia a maturagdo, ou com
condi¢cdes ambientais representadas por exposi¢cao dos frutos a intensa radiagao.

Até o presente momento, ndo foram encontrados relatos relacionados a origem
dos diferentes tipos de sintomas. Admite-se que, alguns deles, devido a individualizagéao
das lesbes, estejam relacionados as infecgdes originarias de ascésporos, ja que esses
podem ser levados pelo vento e dessa forma serem espalhados aleatoriamente. Outros
tipos de sintomas, em razao do baixo nivel de individualizagao das lesdes, pressupdem-
se sejam originarios de conidios, ja que os mesmos embora possam ser espalhados na
superficie dos frutos, na maioria das vezes apresentam-se concentrados dada a sua
remogao através da mucilagem. Dessa forma, pesquisas envolvendo a relagdo
ambiente, fonte de indculo e a influéncia de outras variaveis, fazem-se importantes com
o intuito de se determinar a origem de tais sintomas e, dessa forma, tragar estratégias

que redirecionem em melhorias ao nivel de controle de Guignardia citricarpa.

Controle

De acordo com Feichtenberger et al. (1997), as medidas de controle para pinta
preta incluem: plantio de mudas sadias, produzidas em regides livres da doenga;
remogao de frutos tempordes infectados antes do inicio da florada, visando reduzir a
fonte de in6culo representada pelos picnidios em lesbes de frutos; controle das plantas
daninhas nas linhas de plantio com herbicidas pds-emergentes, antes do inicio da
florada, visando a formagdo de uma cobertura morta sobre as folhas caidas ao solo,
reduzindo a fonte de indculo (ascosporos); eliminagdo de plantas em estado de
depauperamento avangado do pomar; manutencido das plantas em boas condi¢des de
nutricdo e sanidade; pulverizagdes visando a prote¢cao dos frutos durante o principal
periodo de suscetibilidade, de até 4-5 meses apoOs a queda das pétalas, com fungicidas
sistétmicos (benzimidazéis ou estrobilurinas) ou de contato (cupricos ou
ditiocarbamatos), preferencialmente de forma associada, acrescidos de 6leos mineral

ou vegetal.
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Nao obstante a uma série de cuidados adotados visando um controle eficiente do
patégeno, nem sempre os resultados atingem os niveis desejados, especialmente
quando o destino da fruta produzida € o comércio in natura, para as vendas internas no
pais ou as exportagdes. Diferentes tipos de sintomas podem ser verificados nessas
situagoes, entretanto, pouco ou nada se sabe acerca de sua origem, razao pela qual o

presente trabalho mostra-se importante e imprescindivel.
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lIl MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram implantados e conduzidos no Laboratério de
Fitopatologia e casa de vegetagdo do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de

Ciéncias Agrarias e Veterinarias UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

3.1. Obtencédo do in6culo
3.1.1. Obtencéo de conidios
3.1.1.1. Obtencdo de conidios através de culturas-estoque de Phyllosticta

citricarpa

Os conidios foram obtidos a partir de culturas-estoque da micoteca do
Departamento de Fitossanidade da UNESP/FCAV, de isolados de Phyllosticta
citricarpa obtidos a partir de frutos sintomaticos. Os isolados previamente identificados
pelos cédigos 313 e 315, foram obtidos da regido de Conchal/SP, os quais s&o
reconhecidamente patogénicos mediante testes de inoculagdo realizados por
Baldassari (2001) e testes culturais e moleculares, conforme protocolo publicado por
Baayen et al. (2002) e Bonants et al. (2003).

Os isolados cultivados previamente em meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA) e posteriormente transferidos para tubos de ensaio contendo 6leo mineral foram
novamente transferidos para placas contendo meio de cultura BDA, as quais foram
incubadas a temperatura de 25°C e fotoperiodo alternado (12h luz/12h escuro) por 30
dias. A partir dessa cultura, obteve-se uma suspensao conidial calibrada para uma
concentracdo contendo 1x10° conidios/mL (Figura 2), a qual foi posteriormente utilizada

em ensaios realizados no presente trabalho.
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Figura 2. Isolado de Phyllosticta citricarpa em (A) meio de cultura
batata-dextose-agar (BDA), com 30 dias de crescimento
e (B) suspensao de conidios observadas em microscopio
fotdnico com aumento de 40 vezes.

3.1.2. Obtencédo de pseudotécios e ascdésporos
3.1.2.1. Obtencdo de pseudotécios de Guignardia citricarpa em folhas
sintomaticas de laranjeira ‘Péra’ mantidas em caixas Gerbox® e bandejas

plasticas

Caixas Gerbox®

No presente trabalho seguiu-se a metodologia adotada por Trapero-Casa &
Kaiser (1992) para a obtencdo do teleomorfo de Didymella rabies. Para tal, folhas
fisiologicamente maduras de laranjeira ‘Péra’, oriundas de pomar infestado com
Guignardia citricarpa, foram desinfestadas mediante imersdo em solucdo de hipoclorito
de sédio 2% (com cloro ativo 2%):agua (v:v), seguido da sua deposicédo em caixas de
germinagao do tipo Gerbox®, contendo Hidrosolo® para manter a umidade constante.
Sobre o Hidrosolo® foi depositada uma camada de 10 cm de perlita, a qual foi recoberta
por duas folhas de papel de filtro. Sobre as folhas de papel de filtro foi colocada uma
placa de Petri de 9 cm de didmetro contendo duas folhas de plantas citricas (Figura 3).
A seguir, as caixas Gerbox foram incubadas em estufas para B.O.D. as temperaturas
de 20°C e 25°C, sob duas condig¢des de fotoperiodo, sendo: fotoperiodo alternado 12h

luz/12h escuro e luz continua.
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Figura 3. Caixas Gerbox: (A) Vista superior, contendo folhas citricas
sintomaticas, previamente desinfestadas, dispostas
interiormente em placas de Petri, isoladas por camadas de
papel filtro da perlita, e (B) vista lateral, mantidas a 25°C,
sob fotoperiodo alternado de 12h luz/12h escuro.

A cada 15 dias, o papel de filtro foi umedecido, visando manter a umidade do
substrato e favorecer a producao de pseudotécios. As avaliacbes deram-se mediante
inspecao sob estereoscédpio quanto a presenca de pseudotécios, dissecagao das
estruturas e avaliagdes qualitativas quanto a presenca de ascos e ascosporos sob
microscopio fotbnico. Tais avaliacdes foram realizadas aos 21, 50, 80 e 130 dias apds a

incubacao.

Bandejas plasticas

Quanto a avaliagdo em bandejas plasticas adotou-se procedimento semelhante,
sendo empregadas folhas sintomaticas de laranjeira ‘Valéncia’ coletadas de
propriedade comercial localizada em Mococa/SP. Tais folhas foram desinfestadas
conforme procedimentos anteriormente mencionados, mediante imersdao em solugao
hipoclorito de sédio 2% (com cloro ativo 2%) : agua (v:v), durante 5 minutos. A
comprovagao acerca das infeccbes de G. citricarpa nas folhas deu-se mediante
isolamentos prévios e realizagdo de testes para identificagdo, conforme metodologia
empregada por Baayen et al. (2002), Bonants et al. (2003) e Baldassari (2001).
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No caso das bandejas (135x135x45 mm) com tampa, a parte inferior foi
perfurada, sendo obtidas 2 fileiras de furos de 10mm de didmetro. Posteriormente, em
tais bandejas foi depositada uma camada de 2 cm de areia, previamente autoclavada
por uma hora a 120°C, sob 1,0 atm. A areia foi mantida permanentemente Umida
mediante o contato do fundo das bandejas furadas, com uma lamina d’agua de cerca
de 2 cm existente no interior de uma bandeja adicional (Figura 4). Tais bandejas foram
mantidas em locais de temperatura ambiente, de cerca de 25°C * 2°C, sob alternancia
de luz e escuro. Sobre a camada de areia foram colocadas 20 folhas fisiologicamente
maduras de laranjeira ‘Péra’. Para avaliagdo adotou-se procedimento semelhante ao
descrito anteriormente, sendo, porém, as inspegdes realizadas aos 15, 30, 45 e 60 dias
apos a deposicao das folhas sobre a camada de areia.

Para ambos os ensaios, utilizando caixas Gerbox® e bandejas plasticas, a
analise estatistica foi realizada mediante programa ESTAT (v.2.0), o qual gerou curvas

e equacgdes de regressao dos tratamentos avaliados.

Figura 4. A - Vista superior de folhas sintomaticas de laranjeira ‘Valéncia’ mantidas
em bandeja plastica (335x250x63 mm); B- Vista lateral de bandeja
contendo areia esterilizada e sob umidade constante, a 25°C e alternancia

de luz e escuro.
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3.1.2.2. Obtencéo de estruturas reprodutivas de Guignardia citricarpa em folhas

assintomaticas de laranjeiras ‘Péra’ e ‘Valéncia’ inoculadas com discos de coldnia

Folhas maduras e assintomaticas de laranjeiras ‘Péra’ e ‘Valéncia’ foram
coletadas de area experimental do pomar do Departamento de Fitossanidade da
UNESP, em area sem antecedente de G. citricarpa, as quais, apds desinfestacao
superficial em solugcdo de hipoclorito de sodio 2% (com cloro ativo 2%) : agua (v:v)
foram submetidas a 2 tratamentos de esterilizacdo e posterior inoculagdo, sendo: (i)
folhas autoclavadas durante 1 hora a 120°C, 1 atm, seguido da sua exposi¢do a
ambiente de laboratério até o seu resfriamento, e inoculadas com disco de coldnia de P.
citricarpa mantidas a 25°C, sob fotoperiodo alternado de 12h luz/12h escuro; (ii) idem
ao anterior, porém as folhas foram mantidas a 25°C, e sob luz continua; (iii) folhas
autoclavadas durante 90 minutos, inoculadas com disco de coldnia de P. citricarpa e
mantidas a 25°C sob fotoperiodo alternado de 12h luz/12h escuro e; (iv) idem ao (iii),
porém folhas mantidas a 25°C, sob luz continua.

Apos a esterilizagéo, as folhas foram justapostas sobre 2 folhas de papel de filtro
contidas em placas de plastico de 150mm de didmetro. Em cada placa foram
depositadas duas folhas de citros e, sobre as mesmas, na sua regido intermediaria,
foram justapostos dois discos de 5 mm de diametro obtidos da periferia de colonias de
P. citricarpa, cultivadas em BDA a 24°C + 1°C por 30 dias (Figura 5).
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Figura 5. Folhas citricas previamente desinfestadas superficialmente com solugao de
hipoclorito de sodio 2% e agua e, submetidas a autoclavagem por 1 hora,
depositadas no interior de placas de plastico de 150mm, mantidas a 25°C,
sob fotoperiodo alternado de 12h luz/12h escuro, visando a producgao de
pseudotécios.

Aos 30 dias apos a inoculagao, as folhas foram retiradas das placas e colocadas
em bandejas de plastico, mantidas em ambiente natural (a céu aberto, com luz solar ou
exposi¢cao noturna), durante 15 dias. Nesse periodo, as folhas foram submetidas a
periodos de molhamento/secamento em dias alternados.

As avaliagdes quanto a producdo de pseudotécios nas folhas foram realizadas
aos zero (antes de submeter as folhas as condicdes externas de ambiente), 30, 45 e 60
dias apds a instalagdo do ensaio. As avaliagdes quanto a presenca de pseudotécios
deram-se mediante inspe¢ao ao estereoscopio.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa ESTAT (v.2.0).

3.1.2.3. Obtencédo de ascésporos de Guignardia citricarpa em discos de folha de
laranjeira ‘Péra’ e estudo da influéncia de métodos de esterilizacdo de discos

foliares na producao de ascésporos

A partir de folhas de laranjeira ‘Péra’, coletadas no pomar da UNESP/FCAYV,

Campus de Jaboticabal, foram retirados discos de 5mm de diametro, com auxilio de um
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vazador de metal e, em seguida, esses foram autoclavados a 120°C e 1 atm, durante
uma hora. Apés a esterilizagao, quatro discos foliares foram depositados equidistantes
na periferia do interior de placas de Petri contendo meio &gar-agua (AA).
Posteriormente, no centro da placa, foram depositados dois discos de colénias de P.
citricarpa, obtidos da periferia de col6nias de cultura mantida em estufas para B.O.D. a
24°C + 1°C, por 30 dias (Figura 6). As placas contendo os discos foliares e discos de
coldnia foram incubadas em estufas para B.O.D. a 25°C e fotoperiodo alternado de 12h
luz/12h escuro.

As avaliagbes foram realizadas semanalmente, com auxilio de estereoscopio,
iniciando-se apds 7 dias de incubagao. As avaliagbes foram qualitativas e quantitativas,
mediante a contagem de estruturas reprodutivas do fungo formadas no meio e sobre os

discos de folhas.

Figura 6. Discos foliares de laranjeira ‘Péra’ autoclavados. (A) - dispostos no interior
de placas de Petri contendo meio &agar-agua, mantida a 25°C, sob
fotoperiodo alternado de 12h luz/12h escuro, visando a producédo de
pseudotécios, 49 dias apds repicagem. (B) — presencga de frutificagdes do
fungo visualizadas em estereoscopio, com 3x3,3x2 de aumento.
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Em estudo complementar foi também avaliada a influéncia de métodos de
esterilizacdo dos discos foliares na producdo de ascoésporos. Para tal, adotou-se
metodologia semelhante ao do ensaio de produgédo de estruturas reprodutivas de G.
citricarpa em discos de folha. Entretanto, incluiu-se o método de desinfestagcdo. No
presente ensaio foram empregados: (i) discos foliares de laranjeira ‘Péra’ nao
autoclavados, apenas desinfestados superficialmente mediante imersao em solugao de
hipoclorito de sédio 2% : agua (1:1) por 5 minutos e; (ii) discos foliares de laranjeira
‘Péra’ autoclavados a 120 °C e 1 atm por 90 minutos.

Em cada placa de Petri contendo meio agar-agua (AA) foram colocados
equidistantes, na periferia, 2 discos de folhas de 10mm de didmetro. No centro de tais
placas procedeu-se também a deposi¢cdo de um disco de col6nia, de 5 mm de didmetro,
obtido do isolado 315 de cultura-estoque de P. citricarpa.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa ESTAT (v.2.0).

3.1.2.4. Obtencdo de pseudotécios de Guignardia citricarpa em folhas de

laranjeira ‘Péra’ destacadas e submetidas a diferentes tratamentos térmicos

No presente trabalho, folhas fisiologicamente maduras de laranjeira ‘Péra’,
oriundas de um pomar infestado com Guignardia citricarpa foram desinfestadas
mediante imersdo em solu¢do de hipoclorito de sodio 2% : agua (v:v) e, em seguida,
submetidas a tratamentos térmicos diferenciados, objetivando-se promover o
rompimento estrutural das paredes celulares e degradar os componentes quimicos
existentes nas mesmas e, dessa forma, simulando as condi¢cbes que ocorrem em
condicdes naturais, estimular a formacao das estruturas reprodutivas. Foram utilizadas
100 folhas por tratamento.

Os tratamentos térmicos realizados foram: (i) testemunha: agua destilada
esterilizada mantida sob temperatura ambiente; (ii) folhas imersas em banho-maria a
25°C durante 1 minuto; (iii) idem ao (ii), porém as folhas foram imersas por 5 minutos;

(iv) folhas imersas em banho-maria a 30°C por 1 minuto; (v) idem ao (iv), porém as
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folhas foram imersas por 5 minutos; (vi) folhas imersas em banho-maria a 40°C por 1
minuto; (vii) idem ao (vi), porém as folhas imersas por 5 minutos.

Apés a realizagao dos tratamentos térmicos, as folhas foram separadamente
dispostas em bancada sobre folhas de papel toalha, de forma a promover secagem das
mesmas. Uma vez secas, as folhas foram colocadas no interior de redes plasticas (do
tipo as utilizadas para o armazenamento de frutas no comércio varejista), e submetidas
as condi¢cbes de ambiente externo, com exposicdo a ambiente natural e a alternancia
molhamento/secamento (Figura 7).

As avaliagdes visuais foram realizadas aos 30, 45 e 60 dias apds a realizagao
dos tratamentos térmicos. Estas avaliagdes consistiram da coleta das folhas contidas
nas embalagens mantidas no campo, seguido de dissecacdo das estruturas de
morfologia semelhante aos pseudotécios, seguido de visualizagdo ao estereoscoépio

quanto a producgao e quantidade de estruturas reprodutivas do fungo presentes.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa estatistico ESTAT (v.2.0).

[

Figura 7. Vista geral da disposicao das redes contendo folhas de laranjeira ‘Péra’

previamente submetidas a diferentes tratamentos térmicos, seguido da sua
exposicao a ambiente natural.
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3.2. Ensaios de germinacdao in vitro de conidios de Phyllosticta citricarpa
3.2.1. Avaliacdo de germinacédo de conidios de Phyllosticta citricarpa em meio de
cultura e folhas citricas sob diferentes periodos de incubacao

O presente trabalho consistiu na determinagao da porcentagem de germinagao
de conidios de P. citricarpa em laminas de vidro e em folhas de laranjeira ‘Valéncia’'.

Para a producéo dos conidios in vitro foram testados os meios de cultura agar-
agua (AA: 10g de agar, 1000mL de agua) e agar-dextrose (AD: 20g de dextrose, 10g de
agar, 1000mL agua), em laminas de vidro, sob duas condigbes de fotoperiodo: continuo
(24h luz) e alternado de 12 horas luz/12horas escuro, a 25°C. Quatro laminas, duas por
meio de cultura, contendo 2 mL de meio de cultura em cada uma delas foram
previamente montadas e colocadas em placas de Petri de 120mm. Sobre tais laminas
e, em area previamente demarcada, foram depositadas duas gotas de 30uL de
suspensdo contendo 10* conidios/mL, seguido de incubacdo em estufas para B.O.D.,
nas condi¢des de fotoperiodo previamente citadas. As avaliagbes foram realizadas as 4,
8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 48 e 72 horas de incubacao, sendo retirada uma das placas de
cada uma das estufas para B.O.D., correspondentes aos respectivos tratamentos. Nas
laminas, sobre os pontos demarcados, fez-se deposi¢cdo de uma gota de azul lactico
para interromper o processo de germinagao dos conidios, em cada periodo de tempo, ,
a qual foi posteriormente determinada mediante observacéo e contagem ao microscopio
fotbnico, com aumento 20x. Foram avaliados 100 conidios ao acaso, sendo
considerado germinado apenas os de tubo germinativo com comprimento maior ou igual
a largura mediana dos conidios.

Em estudo adicional de avaliagdo de germinagao, foram empregadas folhas de
laranja ‘Valéncia’ nos estadios: (i) recém-emitidas, porém em expansao; (ii) folhas
jovens, de cerca de 20-30 dias e; (iii) folhas fisiologicamente maduras. Em cada folha,
em areas previamente demarcadas, foram aplicadas quatro gotas de 30uL de
suspensao contendo 10* conidios/mL, seguido de incubagdo em estufas para B.O.D.s a
25°C, sob luz constante (Figura 8). As avaliagdes foram realizadas as 4, 8, 12, 16, 20,

24, 30, 36, 42, 48 e 72 horas de incubacgao, aplicando-se quatro gotas de esmalte
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(base) : acetona (1:1) sobre os pontos demarcados na folha, conforme metodologia
adotada por Fitzell et al. (1984). Apés secagem, a pelicula formada foi retirada e
justaposta numa I|édmina com azul latico para visualizagdo ao microscopio e
determinacgao da estimativa da porcentagem de conidios germinados.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa ESTAT (v.2.0).

Figura 8. Caixa Gerbox® contendo em seu interior folhas de laranjeira ‘Valéncia’,
inoculadas com conidios de Phyllosticta citricarpa, os quais, apds 8 horas
de incubacéo foram submetidos a suspenséo da sua germinagao mediante
a deposicado de esmalte e acetona,visando posteriormente a avaliagdo da
germinagao dos conidios. A — Vista superior das folhas contidas nas placas.
B - Detalhe de folha inoculada contendo os pontos demarcados, onde foi
realizada a deposicido de suspensao de conidios.

3.2.2. Efeito de tratamentos com ou sem centrifugacdo, com ou sem substancias

indutoras de germinacado, na porcentagem de conidios de Phyllosticta citricarpa
germinados

Para o ensaio, uma suspensao conidial de 10° conidios/mL foi preparada a partir
de placas de culturas puras do isolado 315 de P. citricarpa, anteriormente descrito, com
28 dias de incubacédo. Para tanto, as col6nias do fungo foram raspadas com auxilio de

alca de Drigalsky e adicdo de agua esterilizada ao meio. Apds esse processo, a
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suspensao obtida foi filtrada em camada dupla de gaze e realizou-se a contagem dos
conidios em cadmara de Neubauer.

Discos de meio de cultura agar-agua (AA) foram obtidos com o auxilio de um
vazador de metal de 10mm de didmetro. Tais discos foram dispostos individualmente
em laminas de vidro, as quais foram dispostas internamente em placas de vidro de
135mm contendo papel de filtro umedecido ao fundo, de forma a se manter a umidade
do ambiente.

Apos a montagem das laminas com os discos de meio AA, 50 L de suspenséo
conidial foi depositada no centro dos discos, com auxilio de micropipeta. As placas
foram mantidas sob condigdes de ambiente natural, com temperatura aproximada de
25°C (Figura 9).

Figura 9. Vista geral de placas de vidro de 135mm com laminas contendo meio agar-
agua inoculadas com suspensdo de Phyllosticta citricarpa na concentragao
de 1x10° conidios/mL, mantidas a 25°C e fotoperiodo alternado de 12h
luz/12h escuro.

Foram realizados quatro tratamentos, sendo: (T1) correspondente a testemunha,
sem agitacdo e sem adicdo de substancias indutoras de germinagdo (apenas a

suspensao conidial); (T2) suspensado de conidios submetida ao processo de
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centrifugacdo a uma velocidade de 5.600g por 5 minutos. Tal pratica foi efetuada trés
vezes consecutivamente, retirando-se o sobrenadante e adicionando agua esterilizada,
na tentativa de remover ou diluir a concentracdo da mucilagem que, segundo a
literatura (Leite & Nicholson, 1992), possui auto-inibidores da germinagao; (T3)
suspensao de conidios lavada inicialmente com solugéo de Tween 20 (0,02%), seguida
de agitacdo manual, uniforme, durante 1 minuto. Neste tratamento, logo apds a primeira
centrifugagéo, adicionou-se a suspensao conidial uma solugcédo de sacarose (30g/L). Ao
final de trés centrifugagdes, adicionou-se acido citrico 0,3% a suspensédo, seguindo a
metodologia proposta por Kiely (1948), visando favorecer o processo de germinagao;
(T4) apenas adicao de Tween 20 (0,02%) a suspensao conidial, promovendo boa
agitacdo, baseado na sua agado dispersante e removedora da mucilagem, ja que essa,
na maior parte das vezes, é constituida por proteinas e glicoproteinas (Leite et al.,
2001).

O processo de germinacdo dos conidios foi paralisado em horarios pré-
determinados, pela adigdo de azul latico sobre os mesmos, nos respectivos tempos. As
avaliagdes foram realizadas apés 4, 8, 12, 16, 20, 24, 32 e 40 horas da deposi¢ao da
suspensdo do indéculo no meio. Para tal, as laminas contendo os conidios foram
observadas ao microscopio fotbnico, para determinacdo da porcentagem de
germinagao. Considerou-se germinado o conidio que, na avaliagao, apresentou tubo
germinativo com tamanho igual ou superior a largura da sua regido mediana.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa ESTAT (v.2.0).

3.2.3. Avaliacdo do efeito da adi¢cdo de suco de laranja a suspensao de conidios

na germinacao de conidios de Phyllosticta citricarpa

Neste ensaio, a metodologia utilizada foi semelhante a descrita no ensaio quanto
a avaliacdo do efeito de diferentes tratamentos fisicos e quimicos na germinagéo,
porém, o tratamento T3 consistiu da adicdo de suco citrico a suspensao, de forma a

verificar um possivel incremento na taxa de germinagéo dos conidios do fungo.
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Em meio de cultura

Empregou-se suspensdo contendo 10° conidios/mL a qual foi preparada a partir
de placas de culturas puras P. citricarpa, isolado 315, anteriormente descrito, de 28 dias
de incubagao. As colbnias do fungo, apds adicdo de agua esterilizada sobre o meio
foram raspadas com auxilio de alga de Drigalsky. Apds esse processo, a suspensao
obtida foi filtrada em camada dupla de gaze e realizou-se a contagem dos conidios em
camara de Neubauer.

Os tratamentos visando a avaliacdo da taxa de germinagcdo de conidios em
discos de meio de cultura agar-agua foram: (i) Testemunha, sem agitacéo e sem adigao
de substancias indutoras de germinacgao (apenas suspensao conidial); (i) suspensao de
conidios submetida a centrifugagdo a 5.600g por 5 minutos (3 vezes), retirada do
sobrenadante e adicdo de agua esterilizada; (iii) suspensdo de conidios lavada
inicialmente com solucdo de Tween 20 (0,02%), agitada manualmente por 1 minuto.
Neste tratamento, logo apds a primeira centrifugagdo, adicionou-se a suspensao
conidial de suco de laranja ‘Péra’ madura a 0,5% (v/v) (acrescido de 20 pg/mL de
sulfato de streptomicina); (iv) apenas adicdo de Tween 20 (0,02%) a suspensao
conidial, seguido de agitagao manual por cerca de um minuto.

Discos de meio de cultura agar-agua (AA) foram obtidos com o auxilio de um
vazador de metal de 10mm de diametro. Tais discos foram depositados individualmente
em laminas de vidro, as quais foram dispostas internamente em placas de Petri de
135mm, contendo papel de filtro umedecido ao fundo, de forma a se manter bom nivel
de umidade ambiente.

Apods a montagem das laminas com os discos de meio AA, 50 pyL de suspensao
conidial foi depositada na parte central dos discos, com auxilio de micropipeta. As
placas foram mantidas sob condigcdes de ambiente natural, em temperatura aproximada
de 25°C £ 2°C.

O processo de germinagdo dos conidios foi paralisado em horarios pre-
determinados, pela adigcdo de azul latico sobre os mesmos apés 4, 8, 12, 16, 20, 24, 32

e 40 horas da deposicao da suspensao conidial sobre os discos.
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ApOs a paralisagao do processo de germinagao, as laminas contendo os conidios
foram observadas ao microscopio 6tico, para determinagdo da porcentagem de
germinagdo. Considerou-se germinado o conidio que, na avaliagdo, apresentava tubo

germinativo com tamanho igual ou superior a sua largura na regido mediana.

Em folhas

A germinagdo de conidios também foi testada em folhas, adotando-se
metodologia semelhante a da germinagdo em discos de meio de cultura, sendo
avaliados os mesmos tratamentos do ensaio com meio de cultura, com excecdo do
ultimo tratamento, o qual nao foi testado.

As avaliagbes foram realizadas as 4, 8, 12, 16, 20, 24, 32 e 40 horas apdés
incubacédo, aplicando-se quatro gotas de esmalte (base) : acetona (1:1) (Fitzell et al.,
1984), sobre os pontos demarcados na folha,. Apés secagem, a pelicula formada foi
retirada e justaposta numa lamina de vidro, sobre a qual foi adicionada uma gota de
azul latico para visualizagdo ao microscopio fotdnico e determinagdo da estimativa da
porcentagem de conidios germinados.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa ESTAT (v.2.0).

3.3. Ensaios de inoculacédo de plantas de laranjeira ‘Péra’ e tangor ‘Murcott’ em

casa de vegetacao e exposicao a condicdes de ambiente controlado e campo

Para determinar a influéncia do ambiente na expressao de sintomas realizou-se
ensaio mediante a inoculagéo de frutos verdes e alguns proximos a maturacgao (fase de
mudancga da cor verde para amarela) de plantas de laranjeira ‘Péra’ e tangor ‘Murcott’,
com aproximadamente dois anos de idade, mantidas em baldes de plastico, com
capacidade para 20L de solo, mantidos em casa de vegetacdo. Para cada método de
inoculagao foram empregadas quatro plantas. Cada planta continha, ao final, no minimo
4 frutos previamente selecionados e inoculados. Os isolados utilizados no ensaio foram
identificados pelos codigos 313 e 315, obtidos da regido de Conchal/SP,

reconhecidamente patogénicos, determinada mediante testes de inoculagéo realizados
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por Baldassari (2001) e testes culturais e moleculares, conforme protocolo publicado
por Baayen et al. (2002) e Bonants et al. (2003).

Os frutos foram inoculados através de diferentes metodologias de inoculagéo e,
15 dias apds a sua realizacao, as plantas foram transferidas para diferentes condi¢des
de ambiente, como casa de vegetagao climatizada e posteriormente para camara de
crescimento a: (i) temperatura de 25°C e 70% de umidade relativa e (ii) temperatura de
25°C e 90% de umidade relativa (Figura 10), até que os frutos atingissem a fase de

maturacdo. Nesta fase, as plantas foram novamente transferidas para o campo e

expostas as condicdes de ambiente natural.

Figura 10. A - Vista geral de plantas de laranjeira ‘Péra-Rio’ contendo frutos verdes
inoculados mantidas no interior da camara de crescimento e; B - aos 15
dias apds a inoculagao dos frutos em fases iniciais de maturacéo.
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As metodologias de inoculagao testadas foram:

(i) discos de papel filtro umedecidos em suspensao conidial de P. citricarpa;

(i) discos foliares autoclavados mantidos em meio de cultura agar-agua por 45
dias, contendo picnidios/conidios de P. citricarpa;

(iii) pulverizacdo da suspensdo conidial de P. citricarpa contendo 1x10°
conidios/mL, agitados em centrifuga com adicdo de &cido citrico a 0,3% (p/v)
previamente a inoculagao;

(iv) e, discos foliares autoclavados mantidos em meio de cultura agar-agua
contendo suco de laranjeira ‘Péra’ madura por 45 dias, apresentando picnidios/conidios
de P. citricarpa;

Com relagdo a inoculagdo mediante o uso de discos de papel de filtro
umedecidos adotou-se técnica semelhante a empregada por Baldassari (2001). Porém,
para tal, discos de papel filtro de 5mm de didmetro feitos com auxilio de furador de
metal, foram imersos em suspensao conidial contendo 1x10° conidios/mL, obtida a
partir de culturas puras de um isolado de P. citricarpa em placas previamente incubadas
a 24°C + 1°C, durante 30 dias. A medida que os discos ficaram embebidos na
suspensao conidial, foram posteriormente depositados sobre o fruto.

No presente ensaio foram utilizados dez discos de papel filtro, os quais foram
depositados de forma aleatéria na superficie do fruto. Posteriormente, tais frutos foram
cobertos com sacos de papel cristal 15x15cm durante 15 dias (Figura 11). Apos tal
periodo, os saquinhos foram retirados e os frutos tornaram-se expostos ao ambiente

natural.
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Figura 11. A - Detalhe da disposicédo aleatéria dos discos de folha de papel filtro,
previamente embebidos em suspensao conidial de Phyllosticta citricarpa,
sobre fruto verde de laranjeira ‘Péra-Rio’ e; B - Detalhe do revestimento
dos frutos inoculados, mediante o uso de saco de papel cristal 15x15cm.

No caso da inoculagdo com discos foliares autoclavados, a metodologia
adotada foi semelhante a descrita por Baldassari (2001), na qual discos foliares foram
obtidos com auxilio de um vazador de metal de 5mm de didmetro, a partir de folhas
citricas assintomaticas coletadas no campo e desinfestadas previamente, e,
posteriormente, submetidas a autoclavagem a 120°C e 1 atm durante 90 minutos. Apds
a esterilizacado, dois discos foliares foram transferidos para placas de Petri contendo
meio de cultura agar-agua (AA), sendo justapostos em pontos opostos na parte interna
e periférica da placa. Em seguida, no centro de tais placas foi depositado um disco de
colonia de P. citricarpa, obtido de cultura pura previamente incubada a 25°C e
fotoperiodo alternado (12 horas luz/12 horas escuro), durante 20 dias. Posteriormente,
as placas foram incubadas em estufas para B.O.D. a 25°C e fotoperiodo alternado (12h
luz/12h escuro) durante 60 dias, quando entdo foram retirados os discos foliares do
interior das placas e depositados sobre o fruto. Para cada fruto foram depositados dois
discos foliares colonizados por P. citricarpa. Posteriormente, os frutos foram recobertos
por um pedaco pequeno de gaze, formando uma rede protetora de forma a permitir o
melhor contato do disco foliar com a superficie do fruto. Apds recobrir o fruto com a

gaze, procedeu-se ao ensacamento deste com saco de papel cristal 15x15cm. Apos 15
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dias, os saquinhos foram retirados e os frutos tornaram-se expostos a condi¢cbes de
ambiente controlado com temperatura de 25°C e umidade relativa de 70 ou 90%,
conforme tratamento realizado.

A suspensdo conidial do fungo contendo conidios para inoculagdo por
pulverizagao foi obtida a partir de culturas puras de um isolado de P. citricarpa em
placas contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), previamente incubado a 24°C + 1°C
durante 30 dias. A partir dessa cultura foi obtida suspensao conidial mediante a
deposicao de 10mL de agua destilada esterilizada acrescida de uma gota de Tween 20
e adicao de acido citrico 3%, seguido de raspagem superficial com pincel de cerdas
macias para abertura dos ostiolos e liberagdo dos conidios. Apds filtragem em camada
dupla de gaze, a suspensao foi submetida a agitagcdo em agua destilada esterilizada em
centrifuga a 5.600g por 3 vezes, durante 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e a
suspens3o teve sua concentragdo calibrada para 1x10° conidios/m, mediante emprego
de hemocitdmetro. A pulverizagao foi realizada através de pulverizador manual comum,
empregando-se volume suficiente para atingir o ponto de escorrimento. Apds a
inoculacéo, cada fruto inoculado foi coberto com um saco de papel cristal de 15x15cm
(Figura 12). Apos 15 dias, os saquinhos foram retirados e os frutos tornaram-se
expostos a condigcbes de ambiente controlado, com temperatura de 25°C e umidade

relativa de 70 ou 90%, conforme o tratamento avaliado.



31

: 1 gk _— bl - = ;
Figura 12. A - inoculagdo dos frutos de laranjeira ‘Péra’ através de pulverizador
manual empregando suspensdo conidial contendo 1x10° conidios/mL de
Phyllosticta citricarpa; B - Vista geral das plantas contendo frutos
inoculados, em casa de vegetacédo, recobertos com sacos de papel cristal
15x15¢cm.

Quanto a inoculagao mediante o uso de discos foliares mantidos em meio de
cultura acrescido de suco de laranja, realizou-se a mesma metodologia descrita para a
avaliagao de discos foliares autoclavados, modificado apenas mediante o acréscimo de
suco de laranja ‘Péra’ madura a 0,5% (v/v) ao meio agar-agua, antes da deposicéo dos
discos foliares e das coldnias do fungo (Figura 13).

Em todas as metodologias testadas, as avaliagdes quanto aos tipos de sintomas
foram realizadas semanalmente até a fase de maturacao dos frutos, determinando-se o
numero de frutos com sintomas tipicos da doenca e os tipos de sintomas produzidos.
No presente ensaio, nao foram realizadas analises estatisticas, sendo realizado apenas

comparacgao das variaveis obtidas entre os tratamentos avaliados.
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Figura 13. Fruto de laranjeira ‘Péra-Rio’ (A) inoculado com discos foliares contendo
estruturas reprodutivas de Phyllosticta citricarpa mantidos em meio de
cultura com suco de laranja; (B) detalhe da cobertura do fruto com gaze na
forma de rede apds inoculagao; (C) fruto inoculado, recoberto com saco de
papel cristal 15x15cm, apds a colocagao de gaze formando uma rede; e,
(D) vista geral dos frutos ensacados ap6s inoculagao.
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3.4. Avaliacado a campo do efeito da presenca de galhos secos na expresséo de

sintomas da falsa melanose em plantas citricas

O presente trabalho teve como objetivo determinar a relagéo entre presenga de
galhos e ramos secos e sintomas de falsa melanose. Para tal, o trabalho foi implantado
e conduzido em propriedade particular localizada em Tambau/SP, em area de elevada
presséo de indculo, em pomar de laranjeira ‘Natal’ com 14 anos de idade. Tais plantas,
assim, exibiam muitos galhos secos e expressivo numero de frutos com sintomas de

falsa melanose (Figura 14).

superior e frontal e (B) Vista lateral.

Previamente, em tais areas foi realizada poda em 28/06/2005, em duas linhas
de 78 e 76 plantas, sendo cortados e removidos os galhos secos e outros que exibiam
sintomas de rubelose causada por Erytricium salmonicolor, uma importante doenca
fungica que leva ao secamento e morte de ramos e galhos (Figuras 15 e 16), assim
como da propria planta. Os frutos removidos, resultantes da poda, foram contados e, a
partir de tais dados estabelecida a porcentagem de frutos com e sem sintomas do tipo
falsa melanose. Nesta primeira avaliagdo foram realizadas observagbes somente
quanto ao numero de frutos sintomaticos nas areas podadas, visto que, o objetivo inicial
foi o de preparar a area para as avaliagdes subsequentes, mediante experimento

implantado e conduzido no ano seguinte, em 2006.
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Figura 15. Vista geral da area xperimehtal comp

Figura 16. Vista geral'd"é plantas_ de laranjeira ‘Natal’ apresentando: (A) galhos secos,

ainda nao podados; (B) galhos com sintomas de rubelose, podados e

exibindo a presencga de frutos removidos pela poda e; (C) aspecto da planta
apo6s a poda.
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No ciclo de cultivo seguinte foram realizadas duas pulverizagbes com
fungicidas cupricos, em intervalos de 4 semanas, sendo a primeira na fase de % de
pétalas caidas. Posteriormente, apds 35 dias da segunda pulverizagdo com fungicida
cuprico, foram realizadas duas pulverizagcbes adicionais de carbendazim (0,25g/L) +
mancozeb (0,80g/L) + éleo mineral a 0,5% (v/v), em intervalos de sete semanas. Neste
ciclo, foram avaliados os seguintes tratamentos: (i) areas podadas anteriormente,
acompanhadas das pulverizagbes de fungicidas cupricos e das combinagdes
envolvendo fungicidas sistémicos + protetores + 6leo mineral; (ii) areas ndo podadas
anteriormente, acompanhadas das pulverizagbes de fungicidas cupricos e das
combinagdes de fungicidas sistémicos + protetores + 6leo mineral.

As avaliagdes realizadas foram incidéncia (numero de frutos com sintomas de
falsa melanose) e severidade (niveis de sintomas) avaliados mediante escala de notas
adotada por Spésito et al. (2004) com modificagdo para sintomas de falsa melanose
(Figura 17), a partir da qual foi determinado o indice de doenga (ID), conforme a

seguinte férmula (Cirulli & Alexander, 1966):

ID = >((fv)/n) onde,

f= numero de frutos com determinado grau de infecg¢ao; v= grau de infec¢gdo, n= nimero

total de frutos analisados.
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Figura 17. Escala diagramatica para avaliagao de severidade (%) de mancha preta dos
citros (Guignardia citricarpa). A parte superior corresponde ao sintoma tipo
mancha preta e a parte inferior aos sintomas do tipo falsa melanose
(Sposito et al., 2004).

As avaliagbes, em numero de 5, foram realizadas durante 5 meses
consecutivos, nos dias 31/08, 13/09, 04/10, 23/10 e 22/11/2006. Para tal, foram
avaliados 50 frutos em cada uma das 50 plantas previamente marcadas ao acaso, ao
longo da linha de plantio, em plantas podadas em 2005, e procedimento semelhante
para plantas que propositadamente nao foram podadas em 2005.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado, com 2 tratamentos e 25
repeticoes. Cada unidade amostral foi representada por uma planta. Para a analise
estatistica foi utilizado o programa ESTAT versado 2.0 e as médias comparadas pelo

teste de Tukey.
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3.5. Avaliagcdo a campo do efeito da presenca do acaro da falsa ferrugem na

expressao de sintomas do tipo mancha trincada em frutos citricos

Dentre os seis tipos de sintomas causados por G. citricarpa, inclui-se o
designado mancha trincada (Figura 18), cujas manchas se mantém restritas a superficie
dos frutos, normalmente em pequeno numero quando comparadas aos demais tipos de
sintomas. Suspeita-se que tal sintoma esteja associado ao ataque e consequente
sintomas resultantes do efeito do acaro da falsa ferrugem (Phyllocoptruta oleivora).
Porém, até o momento, ndo foi realizado nenhum estudo para a comprovagao de tal
hipbtese.

Dessa forma, o presente trabalho foi conduzido com o intuito de se
estabelecer, de forma indireta, a relagdo quanto a presenga do acaro da falsa ferrugem
e consequente produgdo de sintomas tipicos, e presenca de sintomas do do tipo

mancha trincada, consequente de infec¢des de G. citricarpa.

Figura 18. Fruto de laranjeira ‘Folha Murcha’ apresentando sintoma caracteristico de
mancha trincada. A - Vista superior e, B - detalhe parcial da mancha
exibindo trincas e auséncia de picnidios.
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O presente trabalho foi implantado em propriedade localizada em Tambau
(SP), em pomar de laranjeira ‘Valéncia’, com aproximadamente 14 anos de idade, com
historico de forte ocorréncia de frutos com sintomas de mancha trincada e forte
bronzeamento resultante da infestagcado do acaro da falsa ferrugem.

Na area avaliada, foram realizadas pulverizagdes com diferentes fungicidas,
durante os anos de 2005-2006, em intervalos variados de acordo com a categoria dos
fungicidas empregados. Na fase de % de pétalas caidas, todos as plantas dos
diferentes tratamentos receberam pulverizagdes com fungicida cuprico a 0,2% (p/v), a
qual foi repetida 28 dias depois, porém acrescido de 6leo mineral a 0,5% (v/v).

Os tratamentos avaliados foram: (i) T1 - aplicacdo de oxicloreto de cobre
(Recop®) a 0,2% (p/v) nas fases de % de pétalas caidas e 4 semanas posteriores (X), e
enxofre (Kumulus®) a 0,2% (p/v) na fase cujos frutos encontravam-se do tamanho de
uma bola de “ping-pong”; (ii) T2 — X + tiofanato metilico (75mL p.c./100L agua) + éleo
mineral 0,5% (v/v); (iii) T3 — X + pyraclostrobin (15g p.c./100 L agua) + 6leo mineral
0,5% (v/v); (iv) T4 — X + pyraclostrobin (15g p.c./100L agua) + mancozeb (100g
p.c./100L) + 6leo mineral 0,5%; (v) TS - carbendazim (50 mL p.c./100L) + mancozeb
(100g p.c./100L) + 6leo mineral 0,5%; (vi) T6 — X + hidroxido de cobre (75g p.c./100L) +
6leo mineral 0,5%). Enquanto que para o caso dos tratamentos onde foram usados
fungicidas sistémicos foram realizadas duas pulveriza¢des especificas de controle de G.
citricarpa, no tratamento o qual foi constituido de hidroxido de cobre, estas deram-se
em numero de 4, a cada 4 semanas, além das pulverizacdes prévias de florada.

As pulverizagdes foram realizadas através de pulverizador tratorizado dotado
de pistola, empregando-se bicos de numero 6, e vazdo média de 9,8 litros por planta.

Usou-se delineamento de blocos ao acaso com 4 repeticoes, constituido de 3
plantas por parcela. As avaliagdes foram realizadas em 23/10, 22/11 e 15/12/2006,
ocasidao esta em que os frutos mostravam-se maduros, apresentando bom contrastes
em termos de incidéncia e severidade dos sintomas oriundos de infecgdes de G.
citricarpa e ataques do acaro da falsa ferrugem. Para tal foram coletados 100 frutos ao
acaso na planta central de cada parcela que, a partir dos mesmos foi determinada a

incidéncia e severidade mediante escala de notas adaptada de Fagan & Goes (2000),
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variando de 0 (auséncia de sintomas) a 6 (sintomas severos), para os sintomas
causados por G. citricarpa (Figura 19, com as devidas modificacbes por tratar-se de
sintomas do tipo mancha trincada), enquanto que para o acaro da falsa ferrugem usou-
se a escala adotada por Oliveira et al. (1982), conforme ilustragdo apresentada na
Figura 20. A partir de tais dados foi determinado o indice de doencga (ID), para o caso
das infecgdes causadas por G. citricarpa e o indice de danos (IDa), para o caso dos
niveis de severidade oriundos do ataque de P. oleivora. A metodologia para tais
procedimentos encontra-se no item 3.4, sendo empregada a férmula ID (indice de
doenga) = Y((fv)/n), ou IDa (indice de danos) = ¥((fv)/n),com os devidos ajustes para os
casos de infecgbes de G. citricarpa ou danos oriundos de P. oleivora, respectivamente.
Para a analise estatistica foi utilizado o programa ESTAT versao 2.0 e as médias foram
comparadas pelo teste de T.

Na avaliacdo, inicialmente procedeu-se a analise quanto aos sintomas do tipo
mancha trincada. Posteriormente, os frutos enquadrados nas diferentes categorias
foram reclassificados quanto aos niveis de sintomas em relagdo ao acaro da falsa
ferrugem.

Além das anadlises quantitativas, foram realizadas analises para verificar o nivel
de independéncia entre as variaveis dos sintomas causados pelo acaro da falsa
ferrugem e os do tipo mancha trincada. Para tanto, foi utilizado o programa estatistico
SAS, cujo intuito foi estabelecer o indice Qi-Quadrado (x?), bem como suas

probabilidades para verificar a provavel dependéncia entre as variaveis analisadas.
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Figura 19. Escala diagramatica de severidade de mancha preta em citros (% de area
lesionada, utilizada para avaliagcdo dos sintomas do tipo mancha dura,
porém com ajustes para avaliagado dos sintomas de mancha trincada. Fonte:
Fagan & Goes (2000)

Figura 20. Escala diagramatica para avaliagdo da severidade do acaro da falsa
ferrugem em frutos citricos, conforme Oliveira et al. (1982).
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Obtencao do in6culo
4.1.1. Obtencédo de conidios

Como descrito anteriormente, os isolados utilizados nos ensaios de germinagao
e inoculacao foram obtidos a partir de culturas-estoque da micoteca do Departamento
de Fitossanidade da UNESP/FCAV, a partir da transferéncia de culturas puras
mantidas em Oleo mineral para placas contendo meio de cultura BDA, seguido de

incubacgéo a 24°C + 1°C durante 30 dias.

4.1.2. Obtencdo de pseudotécios e ascdésporos
4.1.2.1. Obtencdo de pseudotécios de Guignardia citricarpa em folhas
sintomaticas de laranjeira ‘Péra’ mantidas em caixas Gerbox® e bandejas

plasticas

Caixas Gerbox®

Os dados referentes a obtengcdo de pseudotécios de G. citricarpa a partir de
folhas sintomaticas de laranjeira ‘Péra’ mantidas em caixas Gerbox® encontram-se
apresentados nas Figuras 21 e 22.

De acordo com os dados obtidos, observa-se que apés 60 dias de incubacéo,
houve maior producdo de pseudotécios a 25°C, em relagdo a 20°C, tanto sob luz
continua, quanto em fotoperiodo alternado. Entretanto, de maneira geral, no tratamento
de folhas mantidas sob luz continua, observou-se maior producdo de pseudotécios,
quando comparada a exposicdo em ambiente de fotoperiodo alternado (Quadro 1;
Figura 22).
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Quadro 1. Equagdes de regressao e coeficiente de determinacédo obtidos através do
desdobramento dos graus de liberdade correspondentes ao numero médio
de pseudotécios de Guignardia citricarpa produzidos em folhas de laranjeira
‘Péra’ mantidas em caixas Gerbox® sob diferentes fotoperiodos e

temperatura.
Tratamentos Equacdes de R? P
regressao”
Fotoperiodo Alternado — 20°C y =0,4313x — 0,294 0,91 0,01™
Fotoperiodo Alternado — 25°C y = 0,4551x - 0,235 0,85 0,01™
Fotoperiodo Continuo — 20°C y = 0,4828x — 0,327 0,88 0,05*
Fotoperiodo Continuo — 25°C y =0,6579x — 0,4722 0,94 0,05*

ADados transformados em log (x+1)
Y = producéo média de pseudotécios; x = periodo de incubagéo
*P>0,05 (significativo a 5%); ns=n&o significativo

Caixas Gerbox - Fotoperiodo alternado
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Figura 21. Curva de regressao da producédo de pseudotécios de Guignardia citricarpa
em folhas sintomaticas de laranjeira ‘Péra’, mantidas em caixas Gerbox®, a
20°C e 25°C, sob fotoperiodo alternado de 12 horas luz/12 horas escuro,
apo6s 30, 60, 90 e 120 dias de incubagao.
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Caixas Gerbox - Fotoperiodo continuo
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Figura 22. Curva de regressdo de pseudotécios de Guignardia citricarpa em folhas
sintomaticas de laranjeira ‘Péra’, mantidas em caixas Gerbox®, a 20°C e
25°C, sob fotoperiodo de luz continua, apos 30, 60, 90 e 120 dias de
incubacao.

Do ponto de vista pratico, observou-se que, quanto maior foi o periodo de
incubacdo das folhas em caixas Gerbox®, a temperatura de 25°C, independente da
luminosidade (continua ou alternada), houve maior produgcado de pseudotécios, do que
quando comparado a exposicdo das folhas a temperatura de 20°C. Esses resultados,
ainda que a producdo das estruturas reprodutivas obtidas tenham sido em numero
aquém dos desejaveis, constituem-se em informacgdes relevantes a estudos adicionais
que poderao advir e, que, uma vez os objetivos tenham sido alcangados na sua
plenitude, serdo importantes para os varios estudos que se fazem necessarios,

incluindo-se os relacionados a epidemiologia e estudos genéticos.

Bandejas plasticas

No ensaio com folhas assintomaticas de laranjeira ‘Péra’ mantidas em bandejas

plasticas, observou-se a presenca de pseudotécios nas folhas apdés 30 dias de
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incubacao. Entretanto, o maior niumero de estruturas reprodutivas foi observado aos 60
dias de incubagdo, a 25°C, sob condigbes de luz continua e alternancia de
molhamento/secamento (Quadro 2; Figura 23). Diferentemente do ensaio com folhas
armazenadas em caixas Gerbox®, sob luz alternada, as folhas mantidas em bandejas
apresentaram maior numero de pseudotécios. Assim como no ensaio utilizando caixas

Gerbox®, os ascésporos observados apresentavam-se imaturos.

Quadro 2. Equagdes de regressao e coeficiente de determinacédo obtidos através do
desdobramento dos graus de liberdade correspondentes ao numero médio
de pseudotécios de Guignardia citricarpa produzidos em folhas de laranjeira
‘Péra’ mantidas em bandejas plasticas sob diferentes fotoperiodos.

Tratamentos Equacdes de regressao” R? P
Fotoperiodo continuo Y =0,8319x - 0,752 0,98 0,05*
Fotoperiodo alternado Y =0,602x — 0,515 0,95 0,01

ADados transformados em log (x+1)
y = producdo média de pseudotécios; x = periodo de incubagao
*P>0,05 (significativo a 5%); ns=nao significativo

Bandejas plasticas
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Figura 23. Curva de regressao do numero médio de pseudotécios de Guignardia
citricarpa produzidos em folhas sintomaticas de laranjeira ‘Péra’ mantidas
em bandejas plasticas sob condi¢cbes de temperatura ambiente, fotoperiodo
alternado (12h luz/12h escuro) e alternancia de secamento/molhamento,
apos 15, 30, 45 e 60 dias de incubagao.



45

No que se refere a obtencdo de estruturas reprodutivas de G. citricarpa,
independentemente do método testado, seja de caixas Gerbox® ou bandejas plasticas
utilizadas para o armazenamento de folhas, uma melhor producdo foi atingida nas

condicdes de temperatura a 25°C e fotoperiodo de luz continua.

4.1.2.2. Obtencédo de estruturas reprodutivas de Guignardia citricarpa em folhas

assintomaticas de laranjeiras ‘Péra’ e ‘Valéncia’ inoculadas com discos de colbénia

De acordo com os dados obtidos, observou-se baixa produ¢ao de pseudotécios
em todos os tratamentos cujas folhas foram termicamente esterilizadas por diferentes
periodos, sem diferenciagdo quanto a variedade de laranjeira utilizada. Nao obstante a
baixa produgdo de pseudotécios obtidos, o maior numero foi obtido aos 60 dias de
incubacdo, para laranjeira ‘Valéncia’, no tratamento de esterilizagdo por 90 minutos,
independente do fotoperiodo avaliado. Entretanto, nesta condicao nao foi constatada a
presenca de ascosporos de G. citricarpa (Quadro 3 e Figura 27).

Em termos praticos, ainda que a producdo das estruturas obtidas tenha sido
baixa, ha indicios de que a otimizacao da obtencdo das mesmas podera ser alcancada
mediante a inoculagao de folhas, seguido posteriormente de exposicdo a condigdes de

luz continua.

Quadro 3. Equagdes de regressao e coeficiente de determinacédo obtidos através do
desdobramento dos graus de liberdade correspondentes ao numero de
pseudotécios de Guignardia citricarpa produzidos em folhas de laranjeira
‘Péra’ e ‘Valéncia’ sob diferentes periodos de esterilizagao.

Tratamentos Equacdes de regressao” R? P

Laranjeira ‘Péra’ - Fotoperiodo continuo (1h) y =0,5298x-0,35 0,92 0,01™
Laranjeira ‘Péra’ - Fotoperiodo alternado (1h) y = 0,3766x-0,44 0,98 0,03
Laranjeira ‘Péra’ - Fotoperiodo continuo (90min.) y = 0,5234x-0,46 0,99 0,01™
Laranjeira ‘Péra’ - Fotoperiodo alternado (90min.) y = 0,4564x-0,35 0,96 0,01™
Laranjeira ‘Valéncia’ - Fotoperiodo continuo (1h) y =0,4629x-0,23 0,84 0,01™
Laranjeira ‘Valéncia’ - Fotoperiodo alternado (1h) y = 0,3701x-0,20 0,85 0,03™
Laranjeira ‘Valéncia’ - Fotoperiodo continuo (90min.) y =0,6777x-0,41 0,90 0,05*
Laranjeira ‘Valéncia’- Fotoperiodo alternado (90min.) Y =0,5298x-0,35 0,92 0,01™

ADados transformados em log (x+1)
y = producédo média de pseudotécios; x = periodo de incubagao
*P>0,05 (significativo a 5%); ns=nao significativo
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Laranjeira'Péra’' - 1h de esterilizacao
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Figura 24. Curva de regressao do numero médio de pseudotécios de Guignardia
citricarpa presentes em folhas assintomaticas de laranjeira ‘Péra’
submetidas a 1 hora de esterilizagcdo por autoclavagem, apos 0, 30, 45 e 60
dias de inoculacdo, mantidos a temperatura de 25°C, alternéncia de luz e
de periodos de molhamento/secamento ao ambiente natural por 15 dias

(luz solar).
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Figura 25. Curva de regressao do numero médio de pseudotécios de Guignardia
citricarpa presentes em folhas assintomaticas de laranjeira ‘Valéncia’
submetidas a 1 hora de esterilizagdo por autoclavagem, apos 0, 30, 45 e 60
dias de inoculagdo, mantidos a temperatura de 25°C, alternancia de luz e de
periodos de molhamento/secamento ao ambiente natural por 15 dias (luz
solar).
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Laranjeira'Péra' - 90 minutos de esterilizacdo
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Figura 26. Curva de regressao do numero médio de pseudotécios de Guignardia
citricarpa presentes em folhas assintomaticas de laranjeira ‘Péra’
submetidas a 90 minutos de esterilizagao por autoclavagem, apos 0, 30, 45
e 60 dias de inoculacdo, mantidos a temperatura de 25°C, alternancia de
luz e de periodos de molhamento/secamento ao ambiente natural por 15
dias (luz solar).

Laranjeira 'Valéncia' - 90 minutos de esterilizacdo
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Figura 27. Curva de regressao do numero médio de pseudotécios de Guignardia
citricarpa presentes em folhas assintomaticas de laranjeira ‘Valéncia’
submetidas a 90 minutos de esterilizagao por autoclavagem, apés 0, 30, 45
e 60 dias de inoculagdo, mantidos a temperatura de 25°C, alternancia de luz
e de periodos de molhamento/secamento ao ambiente natural por 15 dias
(luz solar).
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4.1.2.3. Obtencado de ascosporos de Guignardia citricarpa em discos de folha de
laranjeira ‘Péra’ e estudo da influéncia de métodos de esterilizacdo de discos
foliares na producao de ascosporos

Em relacao a producao de pseudotécios em discos foliares mantidos em meio de
cultura agar-agua (AA), observou-se que, aproximadamente 14 dias apds a deposicao
dos discos, a presenga de picnidios e outras estruturas, morfologicamente semelhantes
aos pseudotécios que, ao longo do tempo evoluiram para a sua conformagéao definitiva,
sendo formadas em maior numero aos 63 dias de incubacgdo, cuja diferenga numérica
em relagdo aos 56 dias de incubagao foi muito pequena (Figura 28). A partir de tais
estruturas foi observada a presenca de ascésporos apos 49 dias de incubacido das
placas a 25°C e fotoperiodo alternado de 12h luz/12h escuro (Figura 29).

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que, a partir de 35 dias de
incubacdo, a produgao de pseudotécios apresenta um incremento, aspecto a ser

considerado quando da utilizacdo em ensaios de inoculagao.

61 y = 0,2277x + 0,0249
R?=0,9492
P = 0,05*

Numero médio de pseudotécios/folha
w

7 14 21 28 35 42 49 56 63

Periodo de incubacéo (Dias)

Figura 28. Curva de regressdao e equacdo do numero meédio de pseudotécios de
Guignardia citricarpa presentes em discos foliares de laranjeira ‘Péra’
depositados em placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua (AA) e
mantidos em estufas para B.0O.D. a 25°C + 1°C e fotoperiodo alternado (12h
luz/12h escuro). Dados transformados em log (x+1).
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Ao término das avaliagbes, aos 63 dias de incubacéo, apds o esmagamento dos
pseudotécios foi observada nos discos foliares colonizados, em l|aminas contendo
corante azul latico, a presenca dos ascoésporos produzidos (Figura 30). Ainda que as
diferencas metodoldgicas tenham sido muito expressivas, resultados semelhantes foram
obtidos por Aguilar-Vildoso (1996), o qual induziu a producdo de pseudotécios de G.
citricarpa pela adicao de fragmentos de tecido foliar de plantas como Eucaliptus, milho e

citros em meio agar-agua.
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Figura 29. Curva de regressdo e equagdo do numero médio de ascésporos de
Guignardia citricarpa produzidos em discos foliares de laranjeira ‘Péra’
depositados em placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua (AA),
incubados em estufas para B.O.D. a 25°C + 1°C e sob fotoperiodo
alternado (12 horas luz/12 horas escuro). Dados transformados em log
(x+1).
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Figura 30. Ascosporos de Guignardia citricarpa produzidos em discos foliares de
laranjeira ‘Péra’ mantidos em meio de cultura agar-agua (AA) e observados
em laminas de vidro ao microscépio fotbnico, aumento de 40x, apos 63 dias

de incubagdo a 25°C + 1°C, sob fotoperiodo alternado (12 horas luz/12
horas escuro).

Em relagdo ao ensaio de esterilizagdo dos discos foliares através de
autoclavagem, observou-se que quando essa foi realizada previamente a sua deposicao
no meio de cultura, o fungo apresentou crescimento micelial abundante, em todas as
diregdes sobre o meio de cultura, e producdo de pseudotécios sobre a superficie dos
discos, porém, nao no meio de cultura. O inicio da produgao de pseudotécios nos discos
foliares autoclavados foi observado a partir de 28 dias de incubagéo. No caso de discos
nao autoclavados, o crescimento da colénia do fungo foi inferior ao tratamento de
autoclavagem dos discos foliares, apresentando desenvolvimento lento e menor
producdo de ascoésporos (Figura 31), demonstrando a significancia dos tratamentos

testados.
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Figura 31. Curvas de regressdo e equacgdes do numero médio de pseudotécios de
Guignardia citricarpa produzidos em discos foliares de laranjeira ‘Péra’
submetidos a diferentes tratamentos de esterilizagcdo (autoclavagem e sem
autoclavagem), depositados em placas de Petri contendo meio de cultura
agar-agua (AA), com discos de colbnia fungica e incubados em estufas para
B.0.D. a 25°C + 1°C, e fotoperiodo alternado (12h luz/12h escuro), durante
diferentes periodos de incubacéo.

Trabalhos semelhantes, com o intuito da obtencédo de ascésporos de G. citricarpa
foram exaustivamente realizados por Timossi et al. (2003), os quais, dentre outros
estudos, avaliaram a influéncia da temperatura e luminosidade sobre a producédo de
pseudotécios em discos foliares de limoeiro ‘Cravo’ autoclavados e depositados em meio
agar-agua 2% (AA), acompanhados da deposicao de discos de coldnia de G. citricarpa.
Em tal trabalho, os autores verificaram que a producédo de pseudotécios foi possivel
mediante a deposicdo dos discos foliares e de colénia em meio AA submetidos a
temperatura de 27°C e fotoperiodo de luz continua. Em estudo adicional, os autores
observaram que o percentual de germinagdo de ascoésporos apresentou aumento

gradativo, a medida que o tempo de incubacao foi estendido.
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A obtencao de estruturas reprodutivas de G. citricarpa foi também obtida por
Moran Lemir et al. (2000), os quais, mediante a deposicdo de suspensao de esporos e
micélio em meio de cultura acrescido de extrato de folhas de lim&o e malte obtiveram
grande produgdo de ascosporos, 0s quais mostravam-se viaveis e patogénicos,
comprovado mediante testes de patogenicidade. Entretanto, estudos semelhantes
realizados no Brasil, usando metodologia semelhante e, em repetidas ocasides, os
resultados foram infrutiferos (A. de Goes, Fevereiro de 2006, informagdes pessoais).

Para o caso de alguns fungos da divisdo Ascomycota, Alexopoulos et al. (2004) e
Taylor et al. (2006) explicam a razdo da dificuldade de obtengdo das estruturas
reprodutivas em condi¢cbdes laboratoriais. Segundo esses autores, nestes casos, as
culturas do fungo apresentam talo sexualmente auto-estéril, ndo reproduzindo
sexualmente por si mesmo, sem auxilio de outro talo, caracterizando-se numa situagéo
de heterotalismo. Em razao deste fato, a provavel explicacdo quanto a dificuldade na
obtencdo destas estruturas reprodutivas em condi¢gdes controladas, deve-se a
necessidade da presenga de talos geneticamente competentes para a compatibilizagao
sexual. Entretanto, novas metodologias devem ser testadas, visto que, em trabalhos
realizados por Vailancourt & Hanau (1991), foi observado que um isolado homotalico de
Colletotrichum graminicola, em milho, originou tanto progénies homotalicas quanto
heterotalicas, mostrando seu potencial de variabilidade genética e de compatibilidade
sexual. Portanto, ndo se pode ignorar tal possibilidade em G. citricarpa, ndo obstante as

grandes diferengas existentes entre tais fungos.

4.1.2.4. Obtencao de pseudotécios de Guignardia citricarpa em folhas de laranjeira

‘Péra’ destacadas e submetidas a diferentes tratamentos térmicos

De acordo com os resultados obtidos no ensaio, pode-se observar que a produgao
de pseudotécios de G. citricarpa teve inicio aos 30 dias apds a realizagao dos diferentes
tratamentos térmicos nas folhas, seguido da sua exposigdo as condigbes de ambiente

externo natural (luz solar direta). Independentemente do tempo de imersédo e da
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temperatura da agua no qual foram imersas as folhas, foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas entre os tratamentos (Quadros 4 e 5).

Quadro 4. Equagdes de regressao e coeficiente de determinagcédo obtidos através do
desdobramento dos graus de liberdade correspondentes ao numero medio
de pseudotécios de Guignardia citricarpa produzidos em folhas de laranjeira
‘Péra’ submetidas a diferentes tratamentos térmicos (temperaturas variadas)
por 1 minuto.

Tratamentos Equacbes de regresséao R? P
Testemunha (imersdo em agua a T? ambiente) y =6,0191Ln(x) - 1,7823 0,57 0,01°
Folhas imersas a 25°C y = 3,2901Ln(x) + 0,136 0,92 0,03™
Folhas imersas a 30°C y =17,385Ln(x) - 2,5628 0,88 0,05*
Folhas imersas a 40°C y = 26,149Ln(x) - 4,0254 0,85 0,05*

y = nimero médio de pseudotécios produzidos; x = tempo de incubagio
*P2>0,05 (significativo a 5%); ns=ndo significativo

Quadro 5. Equagdes de regressao e coeficiente de determinacédo obtidos através do
desdobramento dos graus de liberdade correspondentes ao numero médio
de pseudotécios de Guignardia citricarpa produzidos em folhas de laranjeira
‘Péra’ submetidas a diferentes tratamentos térmicos (temperaturas variadas)
por 5 minutos.

Tratamentos Equacbes de regresséao R? P
Testemunha (imersdo em agua a T? ambiente) y =2,7291Ln(x) - 0,9183 0,43 0,03™
Folhas imersas a 25°C y = 10,525Ln(x) - 0,862 0,96 0,01
Folhas imersas a 30°C y = 32,153Ln(x) - 6,0457 0,77  0,05*
Folhas imersas a 40°C y = 51,612Ln(x) - 12,257 0,71 0,05*

Y = produgio média de pseudotécios; x = tempo de incubagdo
*P>0,05 (significativo a 5%); ns=ndo significativo

A maior produgao de pseudotécios de G. citricarpa, deu-se no tratamento de
imersdo das folhas em agua com temperatura de 40°C a 5 minutos (Figuras 32 e 33).
Por outro lado, quando em temperaturas inferiores, a 25°C e 30°C, a formacédo de
pseudotécios deu-se em menor numero.

Considerando-se que, sob condi¢des naturais a formagao/produgdo de
pseudotécios, e consequente liberacdo dos ascosporos se dao a partir de folhas citricas
caidas ao chdo e em fases iniciais de decomposicido, pressupde-se que, no presente

caso, a temperatura de 40°C possivelmente afetou a estrutura fisica das folhas e alterou
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a composicado nutricional das mesmas, tornando o substrato mais pobre, servindo de

estimulo a formagao das estruturas reprodutivas de G. citricarpa.

Tratamento térmico de 1 minuto
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Figura 32. Numero médio de pseudotécios de Guignardia citricarpa produzidos em
folhas de laranjeira ‘Péra’ submetidas a diferentes tratamentos térmicos
(temperaturas variadas) por 1 minuto apés 30, 45 e 60 dias de incubacéo.

Tratamento térmico de 5 minutos
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Figura 33. Numero médio de pseudotécios de Guignardia citricarpa produzidos em
folnas de laranjeira ‘Péra’ submetidas a diferentes tratamentos térmicos
(temperaturas variadas) por 5 minutos aos 0, 30, 45 e 60 dias de incubacgao.
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Considerando-se as metodologias testadas quanto a produgédo de ascosporos in
vitro, os resultados mostraram-se positivos, porém estudos mais detalhados referentes
aos processos e demais metodologias fazem-se necessarios, objetivando a viabilizagéo
da producdo massal destas estruturas, em menor periodo de tempo, com vistas a

realizacao de estudos adicionais cuja a produ¢ao dos mesmos se faga necessario.
4.2. Ensaios de germinagdo in vitro de conidios de Phyllosticta citricarpa

4.2.1. Avaliacdo de germinacao de conidios de Phyllosticta citricarpa em meio de

cultura e folhas citricas sob diferentes periodos de incubacéo

Em meio de cultura

No presente estudo, onde foram avaliados o efeito de dois diferentes meios de
cultura (agar-agua e agar-dextrose) e duas condi¢gdes diferentes de fotoperiodo
(continuo de 24h de luz e alternado de 12h luz/12h escuro) na taxa de germinagao de
conidios de P. citricarpa, constatou-se significancia entre os tratamentos avaliados, cujas
equacdes de regressao obtidas encontram-se apresentadas no Quadro 6.

No periodo de 4 horas de incubacéo, nédo foi observada a presenga de conidios
germinados, fato este observado apenas a partir de 8 horas, com ligeiro aumento por
volta das 20-24 horas, mantendo-se constante até as 48 horas, com valores
aproximados de 2-5% de germinagao. Até este periodo, a porcentagem de germinagao
foi praticamente semelhante para os dois meios de cultura e condigdes de fotoperiodo
avaliados, porém, decorrido 72 horas de incubacdo, em fotoperiodo de luz continua,
verificou-se um aumento significativo na porcentagem de germinagdo dos conidios
contidos no meio de cultura agar-dextrose, quando foi observado 25% de conidios

germinados (Figuras 34 e 395).
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Quadro 6. Equagdes de regressao e coeficiente de determinacédo obtidos através do
desdobramento dos graus de liberdade correspondentes ao numero de
conidios de Phyllosticta citricarpa germinados em laminas contendo
diferentes meios de cultura, sob dois diferentes fotoperiodos.

Tratamentos Equacdes de regressao” R? P
Meio AA — Fotoperiodo alternado y =0,1805x + 0,2199 0,69 0,01™
Meio AA — Fotoperiodo continuo y =0,2185x + 0,2113 0,72 0,02"
Meio AD — Fotoperiodo alternado y =0,1926x + 0,468 0,61 0,05*
Meio AD — Fotoperiodo continuo y = 0,2046x + 0,5605 0,61 0,05*

ADados transformados em log (x+1)
y = producdo média de pseudotécios; x = periodo de incubagao
*P>0,05 (significativo a 5%); ns=nao significativo

Meio AA

% de conidios
germinados/lamina

4 8 12 16 20 24 30 36 48 72

Periodo de incubacao (h)

—e— fotoperiodo alternado —m— fotoperiodo continuo ‘

Figura 34. Curva de regressado da germinacao de conidios de Phyllosticta citricarpa em
meio de cultura agar-agua (AA), a 25°C, sob duas condi¢des de fotoperiodo
(alternado 12h luz/12h escuro e luz continua). Dados transformados em log
(x+1).
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Meio AD

% de conidios
germinados/lamina

4
= \A—A/‘

51 4 8 12 16 20 24 30 36 48 72

Periodo de incubacgéo (h)

—aA— fotoperiodo alternado fotoperiodo continuo

Figura 35. Curva de regressao da germinagao de conidios de Phyllosticta citricarpa em
meio de cultura agar-dextrose (AD) mantidos a 25°C sob duas condi¢des de
fotoperiodo (alternado 12h Iuz/12h escuro e luz continua). Dados
transformados em log (x+1).

Em folhas

Nos diferentes tratamentos avaliados, observou-se nivel de significancia para as
variaveis analisadas (Quadro 7). A germinacao dos conidios ocorreu independentemente
do estadio de desenvolvimento das folhas, sendo o seu inicio verificado a partir de 8
horas de incubacgéo (Figuras 36, 37 e 38), independente da concentracdo avaliada, em
folhas fisiologicamente jovens e maduras, cujo indice situou-se em torno de 2-5%. A
partir de 20h de incubacgéo, em folhas adultas, e empregando uma maior concentragao
de suspensdo (10° conidios/mL), constatou-se pequeno aumento da taxa de
germinagcdo, em relagcdo aos demais tratamentos, porém sem alcangar niveis
estatisticamente significativos. De forma semelhante, foram verificados aumentos da
taxa de germinagao entre 44h e 68h, quando da utilizagdo de suspensao de conidios na

maior concentragdo, em todas as idades de folha testadas. A maior germinacao de
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conidios, independente da concentracdo testada, para todas as idades de folha, foi
observada as 72h de incubacéao (Figura 39).

Os resultados obtidos no presente trabalho quanto a baixa germinagdo de
conidios mostram-se coerentes aos resultados obtidos por Mendes et. al. (2005), os
quais verificaram que essa taxa foi muito baixa. Tais resultados, mostram-se
convergentes aqueles obtidos por Gonzales-Jaime et al. (2005), os quais verificaram que
os maiores indices de germinacdo deram-se em folhas fisiologicamente maturas,
quando comparadas com folhas de idade intermediaria e folhas jovens. A germinagéo
sobre as folhas jovens constitui-se em indicacdo de que tais estruturas podem,
teoricamente, desenvolver-se nas mesmas, penetrar nos tecidos e, formar infecgoes
quiescentes.

Neste ensaio de germinagao em folhas, de maneira geral essa se deu em niveis
muito baixos, principalmente quando comparada a outros fungos fitopatogénicos, os
quais, as vezes, atingem cerca de 90% apo6s 16 horas de incubagdo, como no caso de
Colletotrichum acutatum, agente causal da queda prematura dos frutos citricos
(DeNadai, 2003). Essa baixa germinacdo observada no caso de P. citricarpa,
aparentemente se deve a presenga de substancias mucilaginosas contidas
exogenamente nos conidios, as quais servem como protegao contra a dessecagao das
estruturas do fungo (Nicholson & Moraes, 1980), protegdo contra compostos fendlicos
(Nicholson et al., 1986, 1989), armazenamento de enzimas importantes durante a
penetracdo (Ramados et al., 1985; Snyder et al., 1991) e, principalmente, como auto-
inibidores da germinagao (Leite & Nicholson, 1992). Tais mucilagens, também tém
funcdo na adeséo (Nicholson & Epstein, 1991), favorecendo a penetragdo do fungo nos
tecidos da planta. De acordo com Leite et al. (2001), sabe-se que essas, na maior parte
das vezes, sao constituidas por proteinas e glicoproteinas. O proprio incremento havido
na taxa de germinagdo, apds 40 horas de incubagao, constitui-se em alicerce as
pressuposi¢cdes apresentadas. Também, aspectos intrinsecos do fungo, ou, ainda, a
degradagédo quimica dos inibidores ndo podem ser subestimados. Embora fungos do
género Colletotrichum também apresentem substéncias mucilaginosas, as diferengas

nos niveis de germinagcao certamente se devem as caracteristicas peculiares de cada
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um dos géneros, ndao obstante as implicacbes apontadas anteriormente possam ser
aplicadas aos mesmos, as vezes, de forma semelhante.

Tais resultados apresentam grande significado pratico ja que, sob condigdes
normais, o tempo de exposi¢ao de folhas jovens é menor do que aquele contendo folhas
maduras o que, do ponto de vista epidemiolégico pode beneficiar o patégeno no seu
processo de sobrevivéncia. Além disso, embora os ascosporos possam aleatoriamente
atingir tecidos de diferentes idades, fato este também possivel pelos conidios, na
maioria das vezes, essas estruturas apresentam maiores chances de atingir folhas

maduras, quando da sua dispersao pela agua da chuva, orvalho ou irrigagao.

Quadro 7. Equagbes de regressao e coeficiente de determinagcédo obtidos através do
desdobramento dos graus de liberdade correspondentes a germinacéo de
conidios de Phyllosticta citricarpa, em diferentes concentragdes, em folhas
de laranjeira ‘Valéncia’ em diferentes estadios de desenvolvimento foliar.

Tratamentos Equacdes de regresséo R? P
FN — 10° conidios/mL Y =0,1769x-0,2276 0,69 0,10™
FN — 10* conidios/mL Y = 0,1146x+0,5054 0,34 0,06™
FN — 10° conidios/mL Y = 0,3088x - 0,1762 0,85 0,04*
FJ — 10° conidios/mL y =0,1383x - 0,1044 0,52 0,10™
FJ — 10* conidios/mL y =0,133x + 0,5171 0,42 0,06"™
FJ — 10° conidios/mL y =0,1733x + 0,5305 0,47 0,03*
FM — 10° conidios/mL y =0,1969x - 0,6238 0,70 0,06™
FM — 10* conidios/mL y =0,2913x - 0,2785 0,75 0,01*
FM — 10° conidios/mL y =0,1795x + 0,2939 0,42 0,01*

ADados transformados em log (x+1)

Y = numero de conidios germinados; x = tempo (dias)
*P<0,05 (significativo a 5% pelo teste de Tukey)
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Folhas novas

germinados

% de conidios

51 4 8 12 16 20 24 30 36 42 48 72

Periodos de avaliagéo (h)

—— 103 —8— 10"4 —A—10*5

Figura 36. Efeito das diferentes concentragdes da suspensao de conidios (10°, 10% e 10°
conidios/mL) de Phyllosticta citricarpa na sua germinagao em folhas recém-
emitidas de laranjeira ‘Valéncia’, mantidas a 25°C e sob fotoperiodo alternado
(12h luz/12h escuro), em diferentes tempos de avaliaggo.

Folhas jovens

germinados

% de conidios

4 8 12 16 20 24 30 36 42 48 72

Periodos de avaliagao (h)

—e— 10"3 —8— 10"4 —a— 10*5

Figura 37. Efeito das diferentes concentragdes da suspensao de conidios (10°, 10* e 10°
conidios/mL) de Phyllosticta citricarpa na sua germinacdo em folhas jovens
de laranjeira ‘Valéncia’, mantidas a 25°C, e sob fotoperiodo alternado (12h
luz/12 escuro), em diferentes tempos de avaliagéo.
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Folhas maduras

% de conidios
germinados

4 8 12 16 20 24 30 36 42 48 72

Periodos de avaliacéo (h)

—— 10"3 —=— 10"4 —A— 10*5

Figura 38. Efeito das diferentes concentracdes da suspensao de conidios (10°, 10* e 10°
conidios/mL) de Phyllosticta citricarpa na sua germinacao em folhas
fisiologicamente maduras de laranjeira ‘Valéncia’, mantidas a 25°C e sob
fotoperiodo alternado (12h Iluz/12h escuro), em diferentes tempos de
avaliacao.

Phyllosticta citricarpa observados apdés 8 horas da inoculagdo em folha
jovem de laranjeira ‘Valéncia’. B - Conidio germinado apés 72 horas da
inoculagdo de folhas jovens, observado ao microscopio foténico, com
aumento de 100x.



62

4.2.2. Efeito de tratamentos com ou sem centrifugagcdo, com ou sem emprego de
substancias indutoras de germinacdo, na porcentagem de conidios de Phyllosticta

citricarpa germinados

De acordo com os dados obtidos, verificou-se que as maiores porcentagens de
germinacao foram obtidas no tratamento 3 (T3 - suspensao de conidios lavada com
Tween 20, centrifugada com solugédo de sacarose e adigdo de acido citrico), a partir de
12 horas de incubagao. A partir de tal periodo foram observados incrementos gradativos,
atingindo o auge entre 24 a 40 horas de incubagao (Figura 40), faixa esta que nao foi
verificada diferencga estatisticamente significativa (Quadro 8).

A maior eficiéncia na taxa de germinagao observada, em torno de 40-45%, pode
ser atribuida a influéncia do acido citrico, ja que este composto, segundo Kiely (1948),
contribui para uma melhor germinacao dos conidios. Entretanto, ndo se pode subestimar
a influéncia da sacarose acrescentada a suspensao por ocasiao da centrifugacao, ja que
a mesma representa uma importante fonte de energia para os fungos de um modo geral,
e certamente para P. citricarpa.

No tratamento onde se empregou Tween 20 (Tratamento 4), observou-se a
presengca de conidios germinados em menor tempo de incubacdo, em relagcdo aos
demais tratamentos onde n&o foi empregada tal substancia. Acredita-se que tal fato
deve-se as possiveis propriedades dispersantes contidas no Tween, proporcionando,

dessa forma, melhoria nos niveis de remogao dos auto-inibidores (Figura 41).
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Figura 40. Efeito de diferentes tratamentos na germinacédo de conidios de Phyllosticta
citricarpa, onde: 1) Testemunha; 2) Suspensao de conidios centrifugada com
agua esterilizada; 3) Suspensdo de conidios lavada com Tween 20,
centrifugada com solugcao de sacarose e ao final adicionado acido citrico; 4)
Suspensdo de conidios lavada com Tween 20. A diferenga minima
significativa, calculada pelo teste de Tukey (P=5%), esta representada pelas
barras verticais no Tratamento 3.

Quadro 8. Efeito de tratamentos constituidos com ou sem centrifugacéo, e com ou sem
substancias indutoras de germinagdo, na porcentagem de conidios de
Phyllosticta citricarpa germinados apos 4 a 40 horas de incubagdo em
estufas para B.O.D. a 25°C e fotoperiodo alternado de 12/12 horas.

Trat Tempo (horas)

4 8 12 16 20 24 32 40
Tl 0,0pC 0,0bC 0,0pC 0,7bC 2,0bBC 3,5bc 5,7bA 5,0bA
T2 0,0bB 0,0pB 0,2bB 1,2bB 4,7bA 5,5bA 7,0bA 7,0bA
T3 1,0aC 3,6aC 12,2aCB 19,2aB  20,4aB 37,8aA  40,4aA 42,6aA
T4 0,6aB 0,6bB 0,8bB 1,0bB 3,0bA 3,0bA 4,8bA 5,0bA

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas ou maiuscula nas linhas néo diferem estatisticamente entre si (Tukey,
P=0,05).
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Figura 41. A - Conidios de Phyllosticta citricarpa ndo germinados. B — Conidios de
Phyllosticta citricarpa germinado, apos 40 horas de incubagao, no tratamento
T3 (suspenséao de conidios lavada com Tween 20, centrifugado com solugéo
de sacarose e adigao de acido citrico), observados ao microscoépio foténico
em aumento de 40x.

Os resultados ora obtidos, ainda que nao possibilitem o isolamento dos fatores
que contribuiram mais significativamente a melhoria da germinagcéo dos conidios de P.
citricarpa, por outro lado, oferecem subsidios consistentes quanto a melhor alternativa a
ser adotada com o objetivo da obtengcdo da maior porcentagem de conidios germinados.
Obviamente, estudos complementares visando a melhoria dos niveis de germinagao dos
conidios de P. citricarpa fazem-se necessarios, uma vez que tais niveis mostram-se
ainda muito baixos.

O conhecimento das interacbes entre os diferentes aspectos relacionados a
germinagao de conidios de P. citricarpa pode contribuir de forma relevante para uma
melhor compreensao da dindmica da doenga no campo. Aspectos relacionados as
influéncias ambientais no processo de germinacdo de conidios, demonstradas no
presente trabalho, podem constituir em subsidios para estudos epidemiolégicos da
doenga e, consequentemente, contribuir para um programa racional de manejo do

patdgeno.
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4.2.3. Avaliacdo do efeito da adicdo de suco de laranja a suspenséo conidial e o
seu efeito na germinacédo de conidios de Phyllosticta citricarpa

Em meio de cultura

Os maiores valores de germinagao, de aproximadamente 35-40%, foram
observados no tratamento 3 (suspensao de conidios lavada inicialmente com solugao de
Tween 20 (0,02%), agitada manualmente por 1 minuto, acrescido de suco de laranja
0,5% (v/v). Em tal tratamento n&o foi observada diferenca estatistica significativa quanto
a germinacao conidial no periodo de 24h a 40h de incubagao. Os demais tratamentos
apresentaram menores valores de germinagdo e n&o foram observados diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (Quadro 9; Figura 42).

Os resultados ora obtidos mostraram-se semelhantes aos apresentados no

ensaio anterior, adicionando acido citrico a suspensao de conidios de P. citricarpa.

Quadro 9. Equagdes de regressao do efeito de tratamentos constituidos com ou sem
centrifugacdo e, com ou sem substancias indutoras de germinagédo, na
porcentagem de conidios de Phyllosticta citricarpa germinados apés 4 a 40
horas de incubagdo em estufas para B.O.D. a 25°C e fotoperiodo alternado
de 12h luz/12h escuro.

Tratamentos Equacdes de regressao R? P

T1 = Testemunha (suspensdo sem agitagdo e y=2,8829Ln(x)-1,5715 0,69 0,06
adigao de substancias)
T2 = suspensao centrifugada com agua estéril y =3,8159Ln(x) - 1,4332 0,78 0,07

T3 = suspensédo lavada com Tween 20 e adicdo y=22,086Ln(x)-7,2388 0,84 0,01*
de suco citrico
T4 = suspensdo com adigdo de Tween 20 y = 2,5856Ln(x) - 1,1774 0,78 0,07"

Y = produgdo média de pseudotécios; x = fotoperiodo
*P<0,05 (significativo a 5%)
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Figura 42. Efeito de diferentes tratamentos na germinacéo de conidios de Phyllosticta
citricarpa, onde: 1)Testemunha; 2) Suspenséo de conidios centrifugada com
agua esterilizada; 3) Suspensao de conidios lavada com Tween 20 e com
adicao suco de laranja; 4) adigao de Tween 20 (0,02%) a suspensao conidial
com agitacgao.

Em folhas

No ensaio de inoculacédo de folhas de laranjeira ‘Péra’, a presenga de conidios
germinados, ainda que em pequena quantidade, foi inicialmente observada na primeira
avaliagdo, realizada apdés 4 horas de incubacdo. Entretanto, os maiores niveis de
germinacao foram observados no tratamento 3, em cuja suspensado foi acrescido de
suco de laranja ‘Péra’ madura (Figura 43). Através desse tratamento foi observado que a
taxa de germinagao foi crescente, mantendo, porém, relativamente estavel entre 32h a
40 horas, onde nado foi constatada diferenca estatisticamente significativa entre si
(Quadro 10).
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Figura 43. Efeito de diferentes tratamentos fisicos na germinacdo de conidios de
Phyllosticta citricarpa em folhas de laranjeira ‘Péra’, onde: 1)Testemunha; 2)
Suspensédo de conidios centrifugada com agua esterilizada; e 3) Suspensao
de conidios lavada com Tween 20 com adigao suco de laranja, mantidas em
placas de Petri armazenadas em estufas para B.O.D. a 25°C e fotoperiodo

alternado (12h luz/12h escuro).

Quadro 10. Equacgdes de regressao do efeito de diferentes tratamentos fisicos indutores
de germinagédo na suspensao conidial sobre a germinagao de conidios de
Phyllosticta citricarpa em folhas de laranjeira ‘Péra’ mantidas a 25°C e sob
condigdes de fotoperiodo alternado (12 horas luz/12 horas escuro).

Tratamentos Equacdes de regresséo R? P
T1 = Testemunha (suspensdo conidial sem y=4,8223Ln(x)-2,8923 0,61 0,06"
agitacao e adi¢ao de substancias)
T2 = suspensao conidial centrifugada com adigéo y = 6,44Ln(x) - 3,2867 0,75 0,07
de agua estéril
T3 = suspenséo conidial lavada com Tween 20 e y = 35,346Ln(x) - 9,8538 0,89 0,03*

adicao de suco citrico

Y = produgdo média de pseudotécios; x = fotoperiodo
*P<0,05 (significativo a 5%)
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4.3. Ensaios de inoculacao de plantas de laranjeira ‘Péra’ e tangor ‘Murcott’ em
casa de vegetacao e exposicao a condigcdes de ambiente controlado e campo

Mediante a inoculagdo de frutos de laranjeira ‘Péra’ com discos foliares
colonizados por P. citricarpa, conforme metodologia adotada por Baldassari (2001), 45
dias apds a inoculagcao foram observados os primeiros sintomas tipicos da doenca em
alguns frutos de laranjeira ‘Péra’. Tais sintomas caracterizavam-se pela presenga de
varias lesbes pequenas, restritas as areas onde foi justaposto o disco de folha. Tais
sintomas caracterizaram-se aqueles do tipo falsa melanose (Figura 44).

As plantas com os respectivos frutos inoculados permaneceram expostos até sua
fase de maturagdo em casa de vegetagao refrigerada, com temperatura de 25°C, sendo
posteriormente levadas a ambiente natural, com vistas a anélises de producao de outros
tipos de sintomas. Dada a coalescéncia de lesdes, algumas lesdes evoluiram para
aquelas com semelhancas as do tipo mancha dura, sem, no entanto, caracteriza-las
como tal.

Mediante avaliacbes semelhantes, porém com a exposicdo das plantas em
camara de crescimento calibrada para 25°C e 90% de umidade relativa do ar foi
observada a presenca de sintomas do tipo falsa melanose, em tempo semelhante ao
observado sob condi¢des de camara climatizada e condigbes de campo. Entretanto,
notou-se que algumas lesdes inicialmente superficiais, do tipo falsa melanose, evoluiram
para lesdes do tipo “mancha preta” ou “mancha dura”’, conforme caracterizadas por
Herbert (1989). Percebeu-se que tais sintomas evoluiram quanto ao aspecto e tamanho,
assumindo maiores dimensoes, estando, porém, dentro dos limites citados por varios
pesquisadores (Herbert, 1989; Goes & Kupper, 2002; Fundecitrus, 2005). Os dados

correspondentes ao numero de frutos sintomaticos estao apresentados no Quadro 11.
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Figura 44. Fruto de laranjeira ‘Péra’ apresentando marca da deposicéo do disco foliar,
sem ou previamente colonizado por Phyllosticta citricarpa. (A) Testemunha;
(B) Deposicédo do disco foliar colonizado, com sintoma 45 dias apés
inoculagdo e; (C) Sintoma presente no fruto 75 dias apds a inoculagéo
mediante a deposigao do disco foliar colonizado.

Na inoculagdo dos frutos de laranjeira ‘Péra’ com suspensao contendo acido
citrico, foram observados sintomas de falsa melanose no fruto apés 45 dias da
inoculagdo e conseqliente incubagdo em ambiente controlado de 25°C e 90% de

umidade relativa. Porém, estes sintomas ndo evoluiram quando da maturacdo dos
frutos.
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Em ambos os tratamentos (disco foliar cultivado em meio com suco de laranja e
suspensao contendo acido citrico), tanto os frutos verdes quanto os ja maduros
apresentaram sintomas caracteristicos de falsa melanose e mancha dura, sem, no
entanto, evoluir para lesdes extensivas, ao longo dos periodos de avaliagdes.

Os frutos de laranjeira ‘Péra’ inoculados com discos de papel filtro imersos em
suspensdo fungica e mantidos em camaras climatizadas a 25°C e 90% de umidade
relativa ndo apresentaram quaisquer tipos de sintomas durante todo periodo de
avaliagdes realizadas, as quais se estenderam até a maturagao do fruto.

Independentemente do tratamento de inoculacdo avaliado, a presenca de maior
numero de frutos com sintomas foi verificado em condigcbes de ambiente controlado a
25°C e 90% de umidade relativa (Quadro 11), ndo obstante sintomas da doenga tenham

sido observados mesmos nas plantas mantidas sob ambiente natural.

Quadro 11. Numero de frutos com sintomas de Guignardia citricarpa obtidos mediante
diferentes métodos de inoculacdo, apods incubagcdo em ambiente
controlado com diferentes condi¢cbes de temperatura e umidade relativa.
Média de 16 frutos por tratamento.

Tratamentos* 30 dias apN(’)s 45 dias ap~és 6_0 dias ap~c')s
inoculacdo inoculacéo inoculacéo

25°C e 25°C e 25°C e 25°C e 25°C e 25°C e
70% UR 90% UR 70% UR 90% UR 70% UR 90% UR

T1 = Suspensao conidial 0 0 0 0 0 0

(discos de papel filtro)

T2 = Discos foliares 1 1 2 3 4 6

autoclavados

T3 = Suspensao conidial 0 0 1 1 2 2

com &cido citrico 0,3%

T4 = Discos foliares 1 3 2 7 5 10

autoclavados em meio
contendo suco citrico

* No presente caso, ndo foram realizadas andlises estatisticas dos dados, de tal forma que as interpretagbes restringiram-se
exclusivamente a comparagdes entre os tratamentos avaliados.
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Em tangor ‘Murcott’, ndo obstante tenha sido empregada metodologia semelhante
a adotada para a laranja ‘Péra’, ndo foram observados sintomas da doenca.
Teoricamente, ainda que em pequena quantidade, contava-se com a presenca dos
mesmos. Entretanto, no caso desse hibrido, tem-se verificado que em algumas regides
do estado de Sao Paulo e Rio Grande do Sul, as vezes encontram-se pomares com
expressiva incidéncia da doenga, enquanto em outros, de condi¢cbes bio-ecoldgicas
semelhantes, os niveis da mesma sao comparativamente mais baixos. Admite-se que
tais discrepancias devam-se ao fato de tratar-se de clones, os quais diferem quanto ao
seu comportamento em relagédo a G. citricarpa. Fatos semelhantes tém-se observado na
relacdo tangor ‘Murcott’ x Alternaria alternata (A. de Goes, informagdes pessoais,
Dezembro de 2006). No presente caso, as mudas de tangor ‘Murcott’ foram adquiridas
de viveiro localizado em Rio Claro/SP, cujos antecedentes quanto ao comportamento
das plantas matrizes ao patdégeno ndo sdo conhecidos. Dessa forma, diante das

respostas obtidas, tal possibilidade n&o pode ser subestimada.

4.4. Avaliacdo a campo do efeito da presenca de galhos secos na expressao de

sintomas de falsa melanose em frutos citricos

Na fase inicial do trabalho, em 30/06/2005, foi realizada poda de todos galhos
secos e galhos que apresentavam sintomas aparentes de rubelose (Erytricium
salmonicolor), contidos em duas linhas, de 78 e 76 plantas. Em tais galhos removidos foi
contado o numero total de frutos existentes, o que totalizou 15.477 frutos, de ambas as
linhas de plantas. Posteriormente, foi realizada a contagem de frutos com sintomas do
tipo falsa melanose, cujo objetivo foi estabelecer uma relagcdo entre presenga de galhos
secos e presenca de sintomas do tipo mencionado. Foi observado que, dentre os 15.477
frutos avaliados, 5.821 frutos (equivalente a 37,6%) apresentavam sintomas do tipo falsa
melanose, enquanto os demais, 9.656 frutos (62,4%), n&o o exibiam. Mediante analise
estatistica, aplicando-se o teste t, ndo foi constatado diferenga significativa entre ambas
as areas, com indicacdo, portanto, que o nivel de doenca nas plantas avaliadas

mostrava-se relativamente uniforme.
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Tal avaliagao prévia consistiu do preparo da area para a implantagao de ensaio
mais abrangente, realizado no ano seguinte, no qual, além do numero de frutos com
sintomas do tipo falsa melanose, também foi avaliado numero de frutos caidos,
resultante de infecgbes causadas por G. citricarpa.

Dessa forma, em 2006, foram realizadas 5 avaliagbes nas seguintes datas:
31/08, 13/09, 04/10, 23/10 e 22/11/2006. Conforme dados contidos no Quadro 12,
observou-se que ndo houve diferencga estatisticamente significativa quanto aos niveis de
incidéncia, entre as areas podadas e ndo podadas. Embora ndo tenha sido observada
diferenca estatisticamente significativa quanto a incidéncia, entre areas podadas e néo
podadas, mediante emprego de escala desenvolvida por Spésito et al. (2004) observou-
se que os niveis de severidade dos sintomas do tipo falsa melanose foram muito mais
expressivos nos frutos pertencentes as plantas ndo podadas, demonstrando, assim, a
relacdo entre a presenca de galhos secos e esse tipo de sintoma. A alta incidéncia de
frutos com sintomas nas plantas ndo podadas, ainda que o nivel de severidade tenha
sido baixo, certamente se deve a presenca de ramos finos e secos, uma vez que a sua

eliminacao total na planta mostra-se praticamente impraticavel.

Quadro 12. Numero total de frutos colhidos e numero de frutos apresentando sintomas
de falsa melanose, com suas respectivas porcentagens de incidéncia, em
area podada e nao podada, em pomar de laranjeira ‘Natal’. Tambau/SP,
agosto a dezembro, 2006.

Avaliacbes Total de frutos Area podada Area n&o podada
colhidos por area

12 avaliagao 2500 300 (12%) 1600 (64%)

2% avaliagdo 2500 900 (36%) 2500 (100%)

3% avaliagédo 2500 900 (36%) 2500 (100%)

42 avaliagao 2500 2200 (88%) 2500 (100%)

5% avaliagdo 2500 1100 (44%) 2500 (100%)
MEDIA 2500 1080 (43,2%) b 2320 (92,8%) a

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste T 20,05.
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Em termos absolutos, o numero de frutos sintomaticos em plantas podadas foi
inferior ao observado nas plantas ndo podadas (Quadro 13). Em termos de severidade,
nas plantas ndo podadas houve o predominio das notas 3 a 5, enquanto que nas plantas

podadas houve predominio de frutos assintomaticos (Quadro 14).

Quadro 13. Influéncia da poda nos niveis de severidade de sintomas do tipo falsa
melanose causados por Guignardia citricarpa em frutos de laranjeiras
‘Natal. Numero médio de 50 frutos por planta (50 plantas
avaliadas/tratamento). Tambau/SP, janeiro a dezembro, 2006.

Tratamentos Escala Numero médio de frutos com sintomas do tipo falsa
de melanose/Avaliacéo
notas™ 1° 2° 3 42 52
0 44,0 aA 32,0 aB 32,0 aB 6,0 dD 28,0 aC
1 2,0dB 0,0 eC 0,0 dC 8,0 cdA 2,0 fgB
Plantas 2 0,0 dD 2,0 dfC 2,0dC 20,0 bA 4,0 efB
podadas 3 2,0dD 6,0 cC 8,0 bcB 10,0 cA 6,0 deC
4 0,0 dD 4,0 ceC 6,0 cB 6,0 dB 8,0 dA
5 2,0 dA 0,0 eB 2,0 dA 0,0 eB 2,0 fgA
6 0,0 dB 6,0 cA 0,0 dB 0,0 eB 0,0 gB
0 18,0 cA 0,0 eB 0,0 dB 0,0 ¢B 0,0 gB
1 0,0 dB 0,0 eB 0,0 dB 2,0 eA 0,0 ¢gB
Plantas ndo 2 2,0 dB 0,0 eC 0,0 dC 6,0 dA 0,0 gC
podadas 3 26,0 bB 2,0 dfD 30,0aA  30,0aA  12,0cC
4 2,0dD 6,0 cC 10,0 bB 10,0 cB 20,0 bA
5 2,0dC 16,0 bA 10,0 bB 2,0 eC 12,0 cB
6 0,0 dC 26,0 aA 0,0 dC 0,0 eC 6,0 deB

CV(%) = 20,34

*Notas conforme escala de notas adotada por Sposito et al (2004). *Médias seguidas da mesma maiuscula na linha e mindsculas na
coluna nao diferem significativamente entre si (Tukey, P=0,05).
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Quadro 14. indice de doenca (ID) em frutos de laranjeira ‘Natal’ apresentando sintomas
do tipo falsa melanose, causada por Guignardia citricarpa, em plantas
podadas e em plantas ndo podadas. Tambau/SP, agosto a dezembro, 2006.

Avaliacbes Plantas podadas Plantas ndo podadas
12 avaliacéo 0,36" 2,00
2% avaliacéo 1,48 5,32
3% avaliagao 1,24 3,60
42 avaliacao 2,04 3,08
52 avaliagéo 1,40 4,24
Média 1,30 3,65

*No presente caso, ndo foram realizadas analises estatisticas dos dados, de tal forma que as interpretacdes restringiram-se
exclusivamente a comparagdes entre os tratamentos avaliados. *Dados obtidos a partir de notas estabelecidas conforme escala de
notas desenvolvida por Spdsito et al (2004).

Com relagado ao numero de frutos caidos sob a copa das plantas, foi observado
que sob a copa das plantas ndo podadas havia pelo menos o dobro de frutos caidos, em
relacdo a area podada (Quadro 15), havendo diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos. Assim, considerando-se que a produgdao média dessas plantas foi
de 844 frutos, significa que, no caso das plantas podadas a média de frutos caidos foi de
2,10%, enquanto que nas areas nao podadas, tal média foi de 4,65%.

A queda de frutos observada tanto nas areas podadas, como nas nao podadas,
provavelmente deve-se a presenca de sintomas do tipo mancha preta ou mancha dura,
uma vez que estes sdo um dos grandes responsaveis pela queda de frutos infectados
por G. citricarpa (Herbert, 1989; Kotzé, 1981; Goes & Kupper, 2002; Fundecitrus, 2005).
De acordo com Goes & Kupper (2002), frutos quando exibem exclusivamente sintomas
do tipo falsa melanose somente caem quando as infec¢gdes sdo muito precoces. Tais
sintomas afetam o crescimento dos frutos, aceleram a sua maturagcdo, advindo,
posteriormente a sua queda. Tal fato ndo foi o que se observou no presente caso, ja que
a queda ocorreu na fase de maturagao, ja préxima da colheita dos frutos.

No presente caso, embora ambas as areas tenham sido regularmente
pulverizadas, visando o controle de G. citricarpa, conforme preconizado por diversos
autores (Goes, 2001; Goes & Kupper, 2002; Fundecitrus, 2005; Baldassari & Goes,
2006), os sintomas que ocorreram certamente se originaram de ascdsporos

disseminados pelo vento, atingindo aleatoriamente os frutos em planos variados da
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planta. Outros fatores que contribuiram, certamente foram consequentes dos escapes
naturais, que muitas vezes ocorrem, mesmo com o rigoroso esquema de pulverizagdes.
Além disso, no caso das areas nao podadas, certamente em razdo de um enfolhamento
irregular, os frutos tornam-se mais expostos e sujeitos a uma insolagdo mais intensa e,
que, com a elevacgao superficial da temperatura da casca ha uma maior expressao dos
sintomas, advindo uma maior predisposi¢cao a queda. Também nao se deve descartar a
possibilidade da presencga de flores extemporaneas que, por consequéncia, redundaram
na producdo de frutos os quais, involuntariamente ndo receberam os tratamentos

preventivos e curativos nos momentos mais apropriados.

Quadro 15. Influéncia da remogéo de galhos secos mediante a poda, no numero médio
de frutos caidos sob a copa de plantas de laranjeira ‘Natal’. Tambau/SP,
janeiro a dezembro, 2006.

Avaliacbes Numero de frutos caidos
Plantas podadas Plantas ndo podadas
12 44,0 83,0
28 12,0 24,0
3 10,0 30,0
42 5,0 20,0
Média total 17,75b 39,25a

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Teste t 20,05).

Em termos praticos, os resultados ora obtidos constituem-se em elementos
importantes quanto ao manejo da doengca uma vez que se evidencia a existéncia da
relacdo entre a presenca de galhos secos e sintomas do tipo falsa melanose. Tal fato
constitui-se também em evidéncia de que, para a obtencido de resultados de controle
mais satisfatérios faz-se necessario o uso de podas quando da existéncia de pomares
mais velhos e debilitados, ou que, por razdes varias, hdo apresentem boas condi¢gdes de
enfolhamento. A baixa incidéncia e severidade de sintomas do tipo falsa melanose em
pomares mais novos também se constituem em elementos que alicercam as hipoteses e

historicos apresentados.
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4.5. Avaliacdo a campo do efeito da presenca de &caro da falsa ferrugem na

expressédo de sintomas do tipo mancha trincada em frutos citricos

Nos diferentes tratamentos realizados, com e sem controle quimico com
fungicidas e acaricidas, foi observado maior numero de frutos com sintomas de notas 0 a
1, exceto para a testemunha 1, cujo maior numero de frutos situou-se na nota 2 (Quadro
16).

No reordenamento e consequente analise das notas de severidade nos frutos em
funcdo dos sintomas do tipo mancha trincada e os resultantes do acaro da ferrugem,
observou-se que, no caso do tratamento 1 (area com aplicagao de fungicida cuprico na
florada e acaricida na fase “ping-pong”), o indice de severidade para o caso do acaro da
ferrugem foi de 1,11, enquanto que para o caso dos sintomas do tipo mancha trincada,
essa o foi de 2,45 (Quadro 16).

Quadro 16. Efeito das combinacdes fungicidas e acaricidas, isoladamente ou em
combinacdo, na severidade de sintomas oriundos de ataques de
Phyllocoptruta oleivora (indice de danos) e Guignardia citricarpa (indice de
doenca), em frutos de laranjeira ‘Natal’. Tambau/SP, 2006.

indice de indice de
Tratamentos danos doenca
T1 - X + aplicagdo de enxofre nos frutos na fase “ping-pong” 1,11 2,45
(Testemunha)
T2 - X + 'tiofanato metilico + éleo mineral 1,89 1,54
T3-X+ 1pyraclostrobin + 6leo mineral 1,56 1,43
T4 -X+ 1pyraclostrobin + mancozeb + 6leo mineral 0,36 1,02
T5 - X + 'carbendazim + mancozeb + éleo mineral 0,45 0,38
T6 - X + 'hidroxido de cobre + éleo mineral 1,72 1,13
Média 1,18b 1,32a

X — Corresponde a aplicacdo de oxicloreto de cobre nas fases de % de pétalas caidas e 28 dias apds a primeira. 'Tratamentos
realizados conforme procedimentos usuais visando o controle de Guignardia citricarpa.
*Médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente entre si (Teste t 20,05).
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Conforme dados contidos no Quadro 16, observa-se que o emprego de enxofre,
como no caso do tratamento T1, proporcionou bom controle de P. oleivora, cujo indice
de dano foi de 1,11. Entretanto, pelo fato de n&o ter sido utilizado o uso de fungicidas
visando o controle especifico de G. citricarpa, verificou-se que o nivel de doencga foi
muito elevado, alcancando 2,45. Considerando-se que os reflexos resultantes de G.
citricarpa sao muitos expressivos nas areas nao tratadas, e levando-se em conta os
bons resultados obtidos mediante o emprego de acaricida, observa-se que os dados
apontados mostram-se muito coerentes. Por outro lado, quando se comparam os
resultados obtidos mediante ao emprego com enxofre, um acaricida preconizado para o
controle de P. oleivora, e os advindo do uso de mancozeb, constata-se que este produto,
nao obstante ser essencialmente um fungicida, o mesmo apresenta boa eficiéncia no
controle de P. oleivora, corroborando as suas indicacbes no controle desse acaro,
conforme preconizado por Andrei (1993). Entretanto, as diferengcas observadas quanto
aos niveis de controle obtido mediante ao uso de enxofre e mancozeb, devem-se ao fato
que no primeiro caso foi realizada apenas uma aplicacdo do acaricida, enquanto que no
caso do mancozeb foram realizadas duas aplicacbes. Também ndo se pode subestimar
um possivel efeito do 6leo mineral aplicado juntamente com os fungicidas, embora na
literatura n&o se encontre evidéncia de tal fato.

Quanto a analise em nivel de independéncia de variaveis, os dados
correspondentes aos valores de Qi-Quadrado e probabilidade encontram-se
apresentados no Quadro 17. De acordo com os dados obtidos, comprova-se a
dependéncia de uma variavel em relagao a outra, onde os sintomas do tipo mancha

trincada apresentam forte relagdo com os sintomas de acaro da falsa ferrugem (P<0,05).
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Quadro 17. Efeito das combinacdes fungicidas e acaricidas, isoladamente ou em
combinagdo, na severidade de sintomas oriundos de ataques de
Phyllocoptruta oleivora (indice de danos) e Guignardia citricarpa (indice de
doencga), em frutos de laranjeira "Natal’. Tambau/SP, 2006.

Tratamentos x° Probabilidade de y**

T1 - X + aplicagdo de enxofre nos frutos na fase “ping- 4,27 0,01

pong” (Testemunha)

T2 - X + 'tiofanato metilico + 6leo mineral 4,92 0,02

T3 - X + 'pyraclostrobin + 6leo mineral 4,99 0,01

T4 - X + 'pyraclostrobin + mancozeb + éleo mineral 4,57 0,004

T5 - X + 'carbendazim + mancozeb + 6leo mineral 4,99 0,003

T6 - X + "hidroxido de cobre + éleo mineral 3,48 0,008

*significativo P< 5%, logo variaveis sdo dependentes

Com os resultados ora obtidos, comprova-se, de forma indireta, o envolvimento
do acaro da ferrugem, P. oleivora, e os sintomas do tipo mancha trincada, causada por
G. citricarpa, conforme suposicdo apresentada por Goes et al. (2000). Entretanto,
estudos adicionais envolvendo a interagdo Citrus - G. citricarpa - P. oleivora fazem-se
necessarios, com vistas se aprofundem na busca de informagdes acerca desse citado

patossistema.
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V CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

- a maior producdo de pseudotécios em folhas sintomaticas coletadas do campo,
mantidas em caixas Gerbox® ou bandejas plasticas foi verificada a 25°C, sob
fotoperiodo de luz continua;

- folhas esterilizadas durante 90 minutos e mantidas sob fotoperiodo de luz continua
produzem maior numero de pseudotécios, quando comparado aos demais tratamentos
de esterilizacao;

- ascosporos sido produzidos em maior numero em discos foliares cultivados em meio
de cultura aos 63 dias de incubacgao;

- a imersao de folhas citricas em agua a 40°C durante 5 minutos promove maior
produgao de pseudoteécios;

- ha um comportamento diferencial quanto a taxa de germinagdo de conidios de
Phyllosticta citricarpa quando submetidos a diferentes temperaturas e fotoperiodos nos
ensaios de germinagdao. Uma maior germinacao é verificada em meio de cultura agar-
dextrose, enquanto que, em folhas fisiologicamente maduras, ha uma tendéncia de
maior germinagao dos conidios em relagéo as folhas de outros estadios fisiologicos.

- sintomas de mancha preta sido verificados com maior expressao, quando da
inoculagdo de frutos de laranjeira ‘Péra’ com discos foliares colonizados por P.
citricarpa,;

- sintomas de falsa melanose a campo estdo relacionados a presenca de galhos e
ramos secos em plantas, cuja remog¢ao mediante poda promove um maior controle da
doenca;

- ha relagao entre os sintomas causados pelo acaro da falsa ferrugem e os sintomas de

mancha trincada.
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