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RESUMO: Por sofrer severos prejuizos quando atacado por doencas e pragas, o setor citricola brasileiro é
responsavel por grandes pesquisas que visam a busca de melhoramento de sua resisténcia e produtividade. Uma
das doencas mais severas é o Cancro Citrico Asiatico, transmitida pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri,
causando danos irreversiveis a planta, estes podem ser visualizados em toda sua parte aérea, tendo como porta
de entrada estématos, hidatodios, lenticelas ou ferimentos trazendo lesdes salientes circundadas por um halo
amarelo. Em contato com os frutos apresenta lesdes semelhantes e os sintomas se agravam com a queda antes
da maturacdo. N&o ha um controle eficaz para o seu fim, o que se aconselha é o uso de variedades resistentes
tornando-se uma opgdo viavel ao produtor e sustentavel ao ambiente. Neste trabalho buscou-se avaliar a
severidade de cancrose em folhas destacadas de duas variedades com diferentes niveis de resisténcia,
inoculadas a partir de perfuracdes com agulha em folhas coletadas e desinfetadas, as avaliagdes foram medidas a
partir de um micrémetro e os resultados submetidos ao Teste de Scott-Knott onde observou-se que a severidade
da doenca foi maior na variedade menos resistente. Para a melhor avaliacdo do desenvolvimento da doenca e da
anatomia dos estdmatos as amostras foram encaminhadas a Microscopia Eletrénica de Varredura.
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1 INTRODUCAO

Por mais produtiva que venha a ser, a citricultura assim como outras culturas sofre constantemente o
ataque de alguns patdgenos. Nesta categoria destacamos o0 cancro citrico, que tem como agente etiol6gico a
bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et. al.,2006) que acarreta danos e perdas a citricultura,
diminuindo o potencial produtivo e a qualidade dos frutos (DOCENA, 2006).

Testes diagnosticos sdo usados para medir a resisténcia da patogenicidade, o mais importante deles é a
inoculacdo do hospedeiro por ferimentos com agulha imersa em solucdo com inoculo (106 a 108 UFC/ml)
(BELASQUE JR. e JESUS JR., 2006), juntamente com a técnica de estimativa do didmetro das les6es de cancro
citrico (NOCITI et. al., 2006). Uma técnica eficaz, de baixo custo econémico e de rapida obtencéo de resultados é
a inoculacdo em folhas destacadas, método usado durante este trabalho que teve por objetivo avaliar dois
gendtipos citricos com diferentes niveis de resisténcia a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri e estudar sua
morfologia através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

2 MATERIAL E METODOS

Avaliou-se duas variedades de laranja doce (Citrus sinensis) sem sintomas ou sinais de patégeno, uma
mais resistente (PERA IAC) e uma menos resistente (VALENCIA FROST), a coleta foi realizada na casa de
vegetacéo do Centro Tecnoldgico de Irrigagdo da Universidade Estadual de Maringa (CTI-UEM) e encaminhadas
ao laboratério do Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada da Universidade Estadual de Maringa (NBA-
UEM).

Os ramos coletados foram lavados e desinfetados com hipoclorito 1%, e realizado o corte das folhas
permitindo que parte do ramo permanecesse junto a folha com o peciolo. A inoculagdo da bactéria X. citri foi
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através da estirpe Xcc 306 com auxilio de uma agulha esterilizada, perfurando oito vezes cada folha com o inoculo
ajustado a uma concentragdo de 108 UFC/ml (BELASQUE JR. e JESUS JR., 2006) em espectrofotbmetro a 600
nm. Ao fim da inoculacéo as folhas foram mantidas em Tubo Falcon com cerca de 1,5 ml de 4gua da torneira ou o
suficiente para cobrir parte do ramo e metade do peciolo sem atingir o limbo foliar, o tubo nado foi fechado
completamente para que a folha continuasse normalmente sua transpiracdo, seu armazenamento foi mantido a
temperatura ambiente.

Cada tratamento foi composto de oito repeticdes, consideradas uma unidade experimental. As avaliagBes
foram realizadas através da medida do diametro de lesdes com o auxilio de um micrémetro externo (Disma 0-25
mm) nos periodos de 7, 10 e 13 dias apos a inoculagdo. Com os resultados dessas avaliagBes e utilizando o
software SISVAR, versédo 5.1 foi feito o teste de Scott Knott, ao nivel de 5% de significancia, que visa comparar as
médias dos parametros avaliados.

As folhas inoculadas que apresentaram 0s sintomas de cancro citrico foram observadas por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e analisadas através do aparelho SHIMADZU SS-550. Realizaram-se cortes de
5x5 mm antes da inoculagé@o e ao 3°, 7° e 10° ap0s a inoculagdo (DAI) sendo armazenados em solucéo fixadora
de Cacodilato 0,1 M com Glutaraldeido 2,5%, armazenados em geladeira.

Posteriormente as amostras foram lavadas trés vezes com Cacodilato 0,1M e desidratadas em gradiente
crescente de etanol. Para chegar ao ponto critico,substituiu-se o etanol por CO2 em aparelho BALZERS CPD 030,
depois foram metalizadas em ouro e levadas ao MEV a fim de observar a morfologia dos estdmatos e colonizagéo
bacteriana.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Observou-se que o desenvolvimento da bactéria comecou no 3° dia apds a inoculagdo se estendendo até
0 10° dia (Figura 1), estando de acordo com Deng et. al., (2010) onde na variedade moderadamente resistente, a
bactéria se desenvolveu de maneira mais lenta e menos severa quando comparada a outra variedade menos
resistente, que teve o desenvolvimento da bactéria muito visivel.

Em relacdo a medida dos diametros (Figura 1), em teste estatistico de Scott-Knot ao nivel de 5% de
significancia as médias comprovaram a ideia de resisténcia de cada variedade, a Pera IAC (0,24 mm) sendo mais
resistente e a Valéncia Frost (1,07 mm) com o titulo de menos resistente. Informacdes que sdo comprovadas a
partir de avaliagOes ja feitas por Amaral et. al., (2010) e por Gongalves-Zuliani et. al., (2011b) em seu trabalho de
campo.

Com os resultados gerados pelo MEV, observou-se que ha diferenca estomatica entre as variedades, na
Pera IAC a abertura estomatica é vista de forma pequena e estreita, além de terem menos estdmatos distribuidos
pela superficie foliar, j& na Valencia Frost a abertura estomatica € bem mais larga e a quantidade de estdmatos
também € maior, essa informacao obtida faz relagdo com os resultados de Wang et. al. (2011). Com isso, a
presenca de mais estbmatos e a diferenga de aberturas podem favorecer a entrada bacteriana e explicar o grau
de resisténcia de cada variedade.

Referente aos dias avaliados apos a inoculagdo de X. citri, vimos que as variedades sdo extremamente
diferentes em relagédo ao ataque da doenca.

Figura 1: Resultado da inoculagao da bactéria (esquerda) e medida do diametro das les6es (direita).
Fonte: Registro do experimento.
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Figura 2: Observacao do desenvolvimento de X.citri subsp. citri e anatomia dos estdmatos nas variedades em
aumento de 3500x. A1-A3: Valéncia Frost; B1-B3- Pera IAC.
Fonte: Microscopia Eletrénica de Varredura; COMCAP-UEM.

4 CONCLUSAO

Aliando o método de folhas destacadas e inoculadas, onde a variedade menos resistente Valencia Frost
teve um ataque mais severo da doencga e ao observar na Microscopia Eletrdnica de Varredura que a variedade
Pera IAC dita como mais resistente teve didmetro de lesGes menores sendo relacionados a menor abertura
estomética formando uma barreira fisica que defende a planta do atagque da doenca. Conclui-se que combinar
estudos de resisténcia genética com a visualizagdo destes em MEV é importante na obtengcdo de informacgbes
para a compreensdo das formas de defesa das plantas atacadas por X. citri.
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