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RESUMO: Procederam-se estudos visando o desenvolvimento de metodologia para avaliagio de resisténcia da
seringueira a Phytophthora capsici. O uso de foliolos jovens e maduros destacados, estes ultimos previamente
feridos, foi adequado ao propdsito previsto, pois os sintomas desenvolveram-se semelhantemente aos nos foliolos
presos as plantas. Os foliolos ndo inoculados mantiveram-se vidveis durante o periodo de execucdo dos ensaios.
Independentemente da idade dos foliolos € do clone, o periodo de incubagio, periodo latente e o tamanho das lesdes
em foliolos destacados foram similares aos observados nos foliolos presos as plantas. No entanto, a produgdo de
esporangios foi maior nos foliolos destacados.

ABSTRACT: A methodology to evaluate resistence of rubber plants to Phytophthora capsici was developed.
Young, as well, as wounded mature leaflets, inoculated with the pathogen developed disease symptoms to those in
undetached leaflets. Uninoculated leaflets stayed viable during the experiments and were considered suitable for
screening for resistant clones. Incubation period, latent period, and size of lesions on detached leaflets were similar
to those on undetached leaflets, independent of leaf age. Sporangia production was, however, higher on detached
leaflets.
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INTRODUCAO

Phytophthora spp. ocorre na maioria das regides heveicolas, como India, Sri Lanka,
Malésia, China, Tailindia e Indonésia (Wastie, 1975). No Brasil, além dos seringais da Bahia
(Santos, et ali., 1989), ocorre na Amazdnia (Stein et al., 1985), em Sdo Paulo (Cardoso et al,,

1983), no Espirito Santo (Ventura, 1991, Comunicagio Pessoal) e em Pernambuco (Melo &
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Fonseca, 1984). Entretanto, danos relevantes acontecem apenas nos polos baianos (Pereira et al.,
1989; Chee & Kai-Ming, 1985).

Dentre as trés espécies patogénicas & seringueira no Brasil, P. capsici (Leonian), P.
palmivora (Butler) e P. citrophthora (Sm. & Sm.) Leonian, apenas as duas primeiras ocorrem na

Bahia, e P. capsici parece ser a mais comum e a mais virulenta (Santos, 1991).

As doengas causadas por Phytophthora spp. manifestam-se em toda a parte aérea das
plantas e em diferentes épocas de ano (Santos ez al., 1989). Em seringais adultos, os ataques do
patogeno causam queda prematura de folhas maduras e podriddo de frutos e do caule (Chee &
Kai-Ming, 1985; Santos ef al., 1989). Na Bahia, predomina a queima de brotagdes novas, sendo

que este tipo de sintoma ocorre apenas no Brasil (Chee & Wastie, 1980).

O controle da queima de brotagdes novas - requeima - na Bahia, tem sido feito,
satisfatoriamente, com o uso de fungicidas (Santos ez al., 1989). Atualmente esta pratica tem sido
limitada em razdo de seu custo elevado. Dentre as outras alternativas procuradas, o uso de clones
resistentes seria a mais viivel. Assim, procederam-se estudos visando ao desenvolvimento de

metodologia para avaliagdo de resisténcia de seringueira a P. capsici.

MATERIAL E METODOS

Hospedeiro - As mudas de seringueira dos clones Fx 516 (F 4542 (clone primario de
Hevea benthamiana)) x AV 363 (clone primario oriental de H. brasiliensis) ¢ PB 86 (clone
primario de . brasiliensis) foram cultivadas em sacos de plasticos de 20 kg de mistura solo e
areia lavada (4:1). A este substrato incorporaram-se por metro cibico, 3,5 kg de superfosfato

simples, 0,5kg de cloreto de potéssio e 1,0 kg de calcario dolomitico (Pereira & Pereira, 1986).

Efetuaram-se duas adubages nitrogenadas em cobertura, com sulfato de amonio,
lg/planta/aplicagdo, uma apoés a formagdo do primeiro langamento foliar (conjunto de folhas

emitidas por ramo, numa mesma época) e outra apés o segundo (Pereira & Pereira, 1986).
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Durante a execugdo dos ensaios, procedeu-se a decapitagdo abaixo do penultimo
langamento, para se obter maior nimero de plantas com foliolos jovens. Nessa época, adubava-se
com macronutrientes (Almeida, 1980) e micronutrientes (Epstein, 1972). As regas € o controle de

acaros foram feitos quando necessarios.

Preparo de Inéculos e Inoculacdo - Utilizou-se o isolado H2, virulento e esporulante,
de P. capsici. Antes do ensaio, obtiveram-se culturas em crescimento ativo, repicando-se o

isolado dos tubos para placas de Petri com BDA e incubando-o a 25°C, no escuro, por 4-5 dias.

Disco de BDA com micélio de P. capsici foram transferidos para o centro de placas de
Petri contendo meio de cenoura - agar (CA). As placas foram distribuidas em prateleiras
submetidas a iluminag@o constante, fornecida por quatro ldmpadas flourescentes, 40 Watts luz do
dia, colocadas a cerca de 25cm de altura (aproximadamente 2.000 lux) (Urben, 1980). Apos 9
dias, adicionaram-se 15ml de dgua destilada esterilizada em cada placa, que foram mantidas por
20 minutos a 5-8°C e a 25 minutos na temperatura ambiente, para a liberagdo dos zodsporos
(Lawrence & Luz, 1982). A suspensio foi, entdo, vertida em um béquer. Uma aliquota da
suspensdo de zodsporos foi submetida a agitagio por 60 segundos para encistamento dos
zobsporos, em com auxilio de hemacitdmetro, ajustou-se a concentragio de indculo para 2 x 10°

zoosporos/ml (Santos, 1991).

Inocularam-se tanto foliolos destacados como os aderidos as plantas dos clones Fx 516 e
PB 86, em trés fases: a) jovens - os foliolos aos 7-8 dias ap6s a emergéncia foliar,
acentuadamente avermelhados; b) intermediarios - os foliolos aos 13-15 dias ap6s a emergéncia
foliar, de coloragdo verde-clara, textura macia e flexiveis; e ¢) maduros - foliolos aos 55-60 dias

apos a emergéncia foliar.

Os foliolos destacados foram colocados em bandejas de vidro (45 x 25 x 4cm), cujo
fundo havia sido forrado com papel Germitest umedecido em 4agua destilada. Na inoculagio,
depositavam-se, sobre a superficie do foliolo, disco de papel de filtro com Smm de didmetro,
embebidos em suspensio de zodsporos. Nos foliolos usados como testemunhas, depositavam-se
disco de papel de filtro embebidos em 4gua destilada. A seguir, aspergia-se agua destilada sobre
os foliolos inoculados e as bandejas eram fechadas para garantir alta umidade. As bandejas foram

deixadas no ambiente de laboratdrio pelo tempo necessério para a coleta das amostras.
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Quando se inoculavam os foliolos presos as plantas, os discos de papel de filtro, com
Smm de didmetro, embebidos em suspensdio de zodsporos, foram depositados na superficie dos
foliolos. Ap6s a inoculagdo, aspergiu-se 4gua sobre os foliolos inoculados, e as folhas inoculadas
foram envolvidas em sacos de plastico contendo uma mecha de algodio embebida em agua, para

manter a umidade até a avaliagfo.

Para a inoculag@o, os foliolos maduros foram inicialmente feridos com um conjunto de

agulhas, resultando a regido em uma area circular com Smm de didmetro.

Os discos de papel de filtro utilizados foram retirados 24 horas apos a inoculagdo.

Inocularam-se 20 foliolos por tratamento.
Avaliagiio - Avaliaram-se os seguintes componentes:

e Periodo de Inoculagiio (PI) - tempo, em horas, desde a inoculaggo até o aparecimento
dos sintomas em area pelo menos igual 4 inoculada, com disco de papel embebido na

suspensdo de zodsporos.

o Periodo Latente (PL) - tempo, em horas, desde a inoculagio até o aparecimento de
50% das lesBes com esporéngios. Considerou-se que cada ponto de inoculagio com

disco de papel com zodsporos resultou em apenas uma les3o.

o Producio de Esporingios (PE) - quantificada 72 horas apds a inolucagdo. Os
esporangios produzidos foram retirados, lavando-se os foliolos em 10ml de uma
solugdo de alcool a 10%, com auxilio de um pincel. A suspensdo obtida foi vertida em
um béquer. Foram retiradas, com pipetador automético, 20 amostras de 0,01ml para
quantifica¢do dos esporandios em microscépio. Na impossibilidade de serem avaliadas
imediatamente, as amostras foram mantidas em geladeira a 5-8°C até a contagem
(Umaerus & Lihnell, 1976).

e Tamanho da Lesdo (TL) - quantificado 72 horas apés a inoculagdo. Para auxiliar a
avaliagdo, preparou-se uma escala diagramatica (Figura 1), confeccionada a partir de
levantamento preliminar do formato e do tamanho dos foliolos, assim como do

k formato e do tamanho da lesdo, em foliolos inoculados com P. capsici. As areas foliar

e lesionada foram inicialmente calculadas com o auxilio de transparéncia milimetrada
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e, depois, aferidas pelo digitador eletronico Summa Sketch II, acoplado a um
microcomputador IBM PS/2, modelo 502.

RESULTADOS

Nao houve variagdo dos componentes estudados entre os clones (Quadros 1 e 2). Nos
foliolos jovens, intermediarios e maduros destacados, observaram-se reacOes semelhantes as
verificadas nos foliolos aderidos as plantas (Quadros 1 e 2), sem diferenga no PI, no PL e no TL.
O PI foi de 30 horas nos foliolos jovens, 40 horas nos foliolos intermediarios e 30 a 40 horas nos
foliolos maduros, enquanto, independentemente da idade e do clone, o PL foi de 48 a 50 horas
(Quadro 1).

Em geral, verificou-se maior produgdo de espordngios nos foliolos destacados,

independentemente da idade do foliolo e do clone estudados (Quadro 2).

Os foliolos de quaisquer idade destacados e os ndo inoculados mantiveram-se viaveis
durante toda a execugdo dos ensaios, enquanto os foliolos jovens inoculados encontravam-se, em

geral, com sintomas em toda a 4rea foliar.

DISCUSSAO

O uso de partes excisadas de plantas em estudos de resisténcia tem sido relatado por
varios autores (Lonsdale ef al., 1988; Zilbersteins & Pinkas, 1987; Utkhede & Quamme, 1988;
Utkhede, 1986; Phillips-Mora & Galindo, 1989; Tedford et al., 1990; Umaerus & Lihnell, 1976;
Tu, 1986). De acordo com Tedford ef al. (1990) e Tu (1986), este método & rapido, repetitivel,
ndo destrutivo e pode ser usado em etapas iniciais de selegdo, para verificagdo de resisténcia a
varios patogenos. Neste trabalho, foliolos jovens ou maduros destacados de seringueira foram

adequados ao que se propds, pois os sintomas desenvolveram-se semelhantemente aos nos
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foliolos aderidos as plantas. Além disso, durante o periodo de execugdo dos ensaios, os foliolos

ndo inoculados mantiveram-se viaveis.

" No sistema P. capsici - seringueira, independentemente do clone e da idade do foliolo,
foi satisfatoria a metodologia empregada para quantificar PI, PL e TL em foliolos destacados; no
entanto, ocorreram variagdes na esporulagio. Em geral, nos foliolos destacados houve maior
produgdo de espordngios que nos foliolos presos a plantas, provavelmente devido & maior

uniformizagio das condi¢des de incubagio.

Diferentes métodos para a inoculagdo de folhas e de frutos destacados tém sido
relatados: pincelamento (Tu, 1986), disco de meio com micélio (Tedford ef al., 1990) e
atomizacio de inéculo em érea limitada (Umaerus & Lihnell, 1976) ou em toda a folha
(Figueiredo, 1990). Neste trabalho, o método de inoculagio com discos de papel de filtro foi
eficiente, podendo ser util em futuros ensaios sobre resisténcia. Nesse método, a retengdo de agua
pelo disco de papel garante a umidade necessaria nas fases de pré-penetraciio e penetragdo de

Phytophthora.

CONCLUSOES

— O uso de foliolos jovens e maduros destacados foi adequado para avaliagio de resisténcia da
seringueira a Phytophthora, pois os sintomas desenvolveram-se semelhantemente aos foliolos

presos as plantas.

—OPL oPL e o TL em foliolos destacados foram similares aos observados nos foliolos presos as

plantas.
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FIGURA 1. Escala diagramatica utilizada na avaliagio da 4rea foliar lesionada por Phytophthora

sp. em seringueira (Hevea spp.).
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QUADRO 1 - Periodo de incubaggo (PI) e periodo Latente (PL), em horas, em foliolos jovens,
intermediarios e maduros; dos clones Fx 516 ¢ PB 86 de seringueira, inoculados

com P. capsici.

Situagdo ' Clone Fx 516~ Clone PB 86
do Componentes Foliolos Foliolos
Foliolo Jovem Interm. Maduro Jovem Maduro
Aderido PI 30 40 40 30 44
a
Planta PL 50 50 48-50 50 50
PI 30 40 30-40 30 30
Destacado
PL 50 48 48-50 40 50

(*) Dados de dois ensaios.

QUADRO 2 - Tamanho da Lesdo em cm’ (TL) e Esporulagio em no. de Esporangio (PE) em
Foliolos Jovens, Intermediarios e Maduros, Destacados ou ndo, dos Clones Fx 516 ¢

PB 86 de Seringueira, Inoculados com Phytophthora capsici.

Clones Fx 516 Clone PB 86
Situagdo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
do Intermedidrio Maduro Jovem Maduro Jovem Maduro
Foliolo TL PE TL PE EL EE 1L, PE TL PE TL PE
Aderido a Planta 5,5a*%* 10,3a 3,52 32,52 43a 253a 32a 8,la 4,72 14,2a 3,72 173a
Destacado 55a 356a 39a 410a 48a 2160b 39a 286b 5,1a 146,50 4,1b 45,5b

(**) Médias seguidas de mesma letra em cada coluna néo diferem a 1% de probabilidade, pelo teste t.
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