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ANEXO I

INSTRUÇÕES PARA EXECUÇÃO DOS ENSAIOS DE DISTINGUIBILIDADE, HOMOGENEIDADE E ESTABILIDADE DE CULTIVARES DE PORTA-ENXERTO DE GOIABA (Psidium L.)
PROTOCOLO PARA AVALIAÇÃO DE REÇÃO À DOENÇA

NEMATOIDE-DAS-GALHAS (Meloidogyne enterolobii)
José Mauro da Cunha e Castro

Embrapa Semiárido, Petrolina, PE

1. Natureza do controle genético da resistência à doença 
Os resultados de pesquisa indicam interação epistática de dois genes, sendo que para o fator de reprodução (FR) < 1 apenas um alelo condiciona para a resistência ao patógeno. A herdabilidade no sentido amplo para o FR foi de 0,97, indicando também herança simples para a resistência a M. enterolobii.
2. Informação sobre os patótipos da doença
A literatura não cita a existência de raças do patógeno.
3. Fonte(s) de inóculo do patógeno
Embrapa Semiárido/Casa de vegetação do Laboratório de Fitopatologia/Nematologia, BR 428, Km 152, Caixa Postal 23, CEP 56.302-970, Petrolina, PE.

4. Conjunto de hospedeiras diferenciais
Não existe citação de hospedeiras para diferenciação da espécie. As populações brasileiras do patógeno, quando submetidas à gama de hospedeiras diferenciadoras proposta por Hartman e Sasser (1985), comportam-se, equivocadamente, como Meloidogyne incognita raça 2.
5. Método para manutenção do inóculo do patógeno
O inóculo de M. enterolobii deve ser mantido em casa de vegetação, preferencialmente, em goiabeira 'Paluma', podendo ser multiplicado em tomateiro por ocasião de aumento do inóculo para condução de experimentos.

6. Metodologia para execução do teste de resistência/suscetibilidade
6.1. Preparo do inóculo
A partir de raízes de goiabeira ou de tomateiro, é feita a extração de ovos por meio da técnica da trituração, em liquidificador, das raízes em solução de hipoclorito de sódio a 0,5%. Em seguida, por meio da centrifugação em solução de sacarose, os ovos e os juvenis são obtidos em água, livres de fragmentos de raízes e de outras impurezas (Boneti e Ferraz, 1981). Esta técnica é utilizada com a modificação de não se acrescentar caulim ao processo de extração de ovos e juvenis das raízes.  
6.2. Teste em casa de vegetação
6.2.1. Inoculação
As avaliações conduzidas nas plantas, além do padrão de suscetibilidade (goiabeira ‘Paluma’), são feitas após a obtenção de mudas provenientes de sementes ou mudas de estacas, considerando 10 plantas de cada. 
A avaliação da resistência/suscetibilidade é feita em casa de vegetação por meio da inoculação das mudas com 10.000 ovos + J2 de M. enterolobii, quando estas apresentam altura de 15 a 20 cm. A suspensão de inóculo é depositada em dois orifícios no solo ao redor da muda com uma pipeta, sendo que cada muda recebe 2 ml por orifício, a uma distância de 1,5 cm do caule e 2,5 cm de profundidade.
6.2.2. Avaliação

Aos 120 dias após a inoculação as plantas são coletadas e as raízes são cuidadosamente lavadas em água contida em balde para não remover as massas de ovos do nematoide. A primeira análise é realizada visualmente para presença ou ausência de galhas. Em seguida são pesados 5 g de raízes, colocados em sacos plásticos identificados e levados para análise em laboratório. As raízes são trituradas em liquidificador em solução de hipoclorito de sódio a 0,5% por 20 a 30 s e a suspensão de ovos é obtida por centrifugação em solução de sacarose, conforme o procedimento recomendado por Boneti e Ferraz (1981). Com a contagem dos ovos, determina-se o fator de reprodução (FR) definido por: FR=população final de ovos e juvenis/população inicial de ovos e juvenis. São considerados resistentes os genótipos com FR < 0,85 (nota=0). Aqueles com FR entre 0,86 e 0,99 são considerados moderadamente resistentes (nota=1) e os que apresentam FR > 1,00 (nota=2) são classificados como suscetíveis (Oostenbrink, 1966). 
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