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Resumo

Aramulose é uma importante doenca do algodoeiro que causa danos na parte aérea e compromete a formacao de capulhos.
Os sintomas podem ser observados desde manchas necréticas nas folhas e peciolo, morte da gema apical, nanismo e su-
perbrotamento. Nesse trabalho, comparou-se alguns métodos de inoculacdo de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
considerando a aplicacao do inéculo em diferentes locais e estadios fenolégicos da planta. O objetivo foi estabelecer um mé-
todo de inoculagdo que reproduzisse, com seguranca, os sintomas tipicos da ramulose. A inoculacdo foi realizada em plantas
da linhagem NU 15 nos estadios VO, V2 e B1. Aplicou-se a suspensdo de conidios na concentracdo 10° conidios mL"' em trés
locais na planta: toda a parte aérea; toda a parte aérea, exceto a gema apical, e somente a gema apical. Verificou-se que
0 método mais adequado para reproduzir os sintomas da ramulose foi a aplicagdo de inéculo em toda a planta no estadio
fenoldgico V2. A inoculacdo somente na gema apical ndo foi suficiente para reproduzir os sintomas da doenca.

Palavras-chave: Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, Gossypium hirsutum L, superbrotamento.

Selection of the application site and phenological stage of cotton plants to ramulosis
inoculation agent

Abstract

Ramulosis, caused by Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, is one of the most devastating diseases for cotton crops
causing severe losses in Brazil. In addition to damping off and necrotic leaf spots, the disease also causes dwarfism, inter-
nodes shortening, apical blight and multiple sprouting of branches. In this study, the objective was to compare several meth-
ods of inoculating C. gossypii var. cephalosporioides in cotton, considering different growth stages and locations of inoculum
deposition, aiming to reproduce the typical symptoms of the disease under controlled conditions. Inoculation was performed
by applying an inoculum suspension of 10°conidia mL™" on plants at phenological growth stages of VO, V2, and B1, placing
the inoculum to the whole plant, to apical shoot, and to the whole plant except for the apical shoot. We verified that the most
appropriate method for inoculation was in plants at the V2 growth stage with the application of inoculum to the whole plant.
Inoculation of only the apical shoot was insufficient to reproduce the symptoms of ramulosis.
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Inoculacdo do agente da ramulose em algodoeiro

A ramulose, causada pelo fungo Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides A. S. Costa, ¢ uma importante do-
enca do algodoeiro que pode ser transmitida por semen-
tes. Segundo ARrAUJO et al. (2009), campos de produgio
com incidéncia de ramulose acima de 5% podem induzir
niveis elevados de infec¢ao nas sementes. Pode também
causar manchas e perfuragoes nas folhas, enrugamento da
superficie do limbo, nanismo de plantas, encurtamento
de entrends e superbrotamento, os quais comprometem
o crescimento da planta e a formacio de capulhos (P1zz1-
NATO € TaNAKA, 1996; Pizzinaro e Cia, 1994; ZANDONA
et al., 2000).

Alguns autores sugerem que a morte da gema apical
induz ao superbrotamento e encurtamento de entrends
(Costa e FraGA JUNIOR, 1937; Tanaka, 1995; Cia e SaL-
GADO, 1997), mas as causas desses sintomas ainda nio
sao bem esclarecidas (METHA et al., 2005). Sabe-se que
a doenca se desenvolve melhor em condigées de umidade
elevada e temperatura de 25 a 30 °C (Gourart, 2005).

O desenvolvimento de métodos de inoculagio é de
grande importincia para a confirmagio da etiologia de
uma doenca e na avaliacio do nivel de resisténcia das cul-
tivares em programas de melhoramento genético.

Para o caso da ramulose, a inoculagio artificial cons-
titui-se em um instrumento primordial para distinguir
os sintomas da ramulose, causada por Colletotrichum gos-
sypii var. cephalosporioides e da antracnose, causada por
Colletotrichum gossypii, os quais sio, morfologicamente,
semelhantes.

A metodologia de inoculagio atual para a ramulose
em algodoeiro inclui a aplica¢do de suspensio de conidios,
em toda a parte aérea das plantas com idade de 25 dias
(SanTOs et al., 1993). A aplicacio localizada de inéculo
em diferentes locais das plantas ainda nao foi estudada.

Objetivou-se avaliar os efeitos da aplicacio de indculo
de C. gossypii var. cephalosporioides em diferentes locais e
estddios fenoldgicos de plantas de algodao, buscando esta-
belecer um método seguro para reproducio dos sintomas
tipicos da ramulose.

Plantas da linhagem NU 15, suscetivel & ramulose,
foram crescidas em vasos de 8 dm?® contendo mistura de
areia, terra e esterco, na propor¢ao 1,5:3:1,5 ¢ adubadas
a cada 20 dias com a mistura de um grama de sulfato de
amoénio, um grama de KCl e trés gramas de superfostato
simples por vaso. O inéculo do patégeno, na concentra-
¢io de 10° conidios mL", foi aplicado em plantas nos es-
tddios fenoldgicos: VO (emergéncia até a 1.2 folha alcangar
2,5 cm), V2 (V1 até a terceira folha alcangar 2,5 cm) e B1
(primeiro botao floral visivel) (RosoLEm, 2006). Os estd-
dios V1, V2 e B1 ocorreram aos 15, 28 e 41 dias apds a
emergéncia respectivamente. A inoculagio foi direcionada
a trés locais distintos das plantas: 1 - parte aérea integral;
2 - parte aérea integral, exceto a gema apical e 3 - gema
apical. A inocula¢io foi realizada pincelando a suspensio
de conidios, preparada com 5% de 4gar, nos trés locais de

aplicacio do indculo nas plantas. Cada parte previamen-
te estabelecida foi protegida com sacos de papel celofane
durante todo o periodo de manejo do trabalho. As plantas
foram mantidas em casa de vegetagio com temperatura
variando de 20 a 30 °C.

As avaliagoes da severidade da doenga nas folhas e nos
caules e a queima da gema apical foram realizadas 10 dias
ap6s a inoculagdo. A severidade da reducio de entrends
e o superbrotamento foram avaliados aos 35 dias apds
a inoculagdo. A escala de notas adotada foi descrita por
METHA et al. (2005), considerando os seguintes graus:
0: auséncia de sintomas, 1: lesdes necréticas nas folhas,
peciolo e nervuras, 2: morte do 4pice, hiperplasia, mor-
te dos meristemas laterais, 3: redugio no porte da planta
(encurtamento dos entrends) e 4: superbrotamento. Apés
a atribui¢io das notas, utilizou-se o indice de McKinNEY
(1923) para o cdlculo do indice da doenga.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso
em esquema fatorial 3 x 3 com trés repetigoes e as parcelas
foram constituidas por trés vasos com uma planta cada um.
Os fatores estudados foram os trés estddios fenoldgicos e
trés locais de inoculagio. Plantas que receberam a pulveri-
zacdo de 4gua destilada em todos os estddios fenoldgicos e
locais avaliados serviram como testemunha e foram tratadas
da mesma forma que as plantas submetidas 4 inoculagao.

A queima do 4pice e as lesoes nas folhas foram avalia-
das por meio de escala de severidade com notas entre 0 e
3 em que: 0 = sem sintomas; 1 = 4rea foliar necrosada <
10 % da drea foliar total; 2 = drea foliar necrosada entre
11% e 25% da drea foliar total e 3 = 4rea foliar necrosada
> 25% da drea foliar total. A severidade da reducio do
porte da planta (encurtamento de entrends) foi avaliada
pela escala de 0 a 3, em que: 0 = nenhuma redugio das
plantas em relagio 2 média do tamanho das plantas nao
inoculadas; 1 = reducio < 10%; 2 = reducio entre 11 %-
25% e 3 = redugio > 26%. Os dados foram ponderados
aplicando-se a férmula descrita por McKinNEey (1923).

Os dados obtidos foram submetidos 4 andlise de va-
ridncia. Quando significativos os efeitos dos tratamentos,
as médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Pelo teste de F (p < 0,01), houve efeito da interagio
entre posicoes de inoculagio e estddios fenoldgicos do al-
godoeiro sobre o indice da ramulose (Tabela 1). A maior
severidade da ramulose, representada pelo indice de do-
enca, ocorreu em plantas no estddio V2, seguida de plan-
tas no estddio B1 e V0. Os sintomas tipicos da ramulose
somente foram observados em plantas cuja inoculagio foi
feita em toda a parte aérea nos estddios fenoldgicos V2 e
B1. Nas plantas submetidas 4 inoculagio no estddio feno-
légico VO, o desenvolvimento posterior foi comprometi-
do em razio da inoculagio. SaNTOS et al. (1993) atribuem
também 2 idade das plantas entre 25 ¢ 35 dias como a
mais favordvel para inoculacio com C. gossypii var. cepha-
losporoides.
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Tabela 1. Indices de doenga em fungio dos estadios fenolégicos e dos locais de inoculagio nas plantas de algodoeiro da linhagem NU-15

Locais de inoculacdo nas plantas

Vo
Testemunha 0dA
Toda a planta, exceto a gema apical 6 cB
Gema apical 40 bA
Toda a planta 59 aC
Média 0,26 C

Estadios fenolégicos

V2 B1 Média
0dA 0dA od
19 cA 17 cA 14 c
30 bB 30 bB 33b
90 aA 80 aB 76 a
0,34 A 031B

Meédias seguidns pela mesma letra, mintscula nas colunas e maitscula nas linhas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probnbilidade.

A maior severidade da ramulose do algodociro no esté-
dio VO pode ser atribuida ao método de inoculagio usado,
que difere das aplicagoes tradicionais, nas quais se utiliza a
suspensio de conidios preparadas somente com dgua. Nes-
te trabalho, a adi¢ao de 5% de agar 4 suspensao de conidios
e a aplicagdo do indculo por meio de pincelamento podem
ter favorecido a maior adesio dos conidios aos tecidos e ao
maior indice de germinacio desses. Esse processo se deve a
manutencdo mais prolongada da umidade nestas circuns-
tAncias. Constata-se na prética que os trabalhos realizados
com inoculagoes para se obter sintomas tipicos da ramu-
lose ndo tém levado em consideragio o estddio fenoldgico
da planta e a concentragio de conidios. NASCIMENTO et
al. (2006) e Sizva-ManN et al. (2002) quando avaliaram a
patogenicidade de isolados de C. gossypii var. cephalosporio-
ides em diferentes gendtipos, fizeram uso de pulverizacoes
de plantas no estddio VO com suspensio na concentragio
de 10° conidios mL"! e conseguiram reproduzir os sintomas
da ramulose. Por sua vez, Lima et al. (1984) observaram
os mesmos sintomas da ramulose em plantas submetidas &
inoculagdo no estddio V2. BUrkeLe et al. (1999) consegui-
ram os mesmos resultados com a inoculagio das plantas de
algoddo no estidio V1 com suspensdo na concentragdo de
10° conidios mL™.

Em relagio ao local na planta mais apropriado para
efetuar a inoculagio do agente da ramulose, a maior seve-
ridade ocorreu quando toda a parte aérea das plantas foi
inoculada (Tabela 1). Embora as plantas inoculadas so-
mente na gema apical tiveram maior severidade, os sinto-
mas tipicos da ramulose, na forma de superbrotamento ou
encurtamento dos internédios, nio foram predominan-
tes (Tabela 1). Ainda que tenha havido morte das gemas
apicais das plantas, esse fato nio ocasionou a formacgio
dos sintomas de superbrotamento ou encurtamento dos
entrends. Essas plantas continuaram seu desenvolvimen-
to normal com modificacio da arquitetura e produziram
flores e capulhos. De modo geral, postula-se que a inocu-
lacio deva ser direcionada para atingir o dpice da planta
(NasciMENTO et al., 2006; SaNTOS et al., 1994; TANAKA
e MENTEN, 1992). No entanto, neste trabalho ficou evi-
denciado que a morte da gema apical pode ser apenas um
componente para o desenvolvimento da doenga e nio o
principal responsdvel pelo desenvolvimento dela.

Segundo METHA et al. (2005), os sintomas da ra-
mulose em algodoeiro ¢ um cardter governado por di-
ferentes genes. H4 especificidade destes de acordo com
os sintomas, seja nas folhas seja em relagao ao superbro-
tamento. Da mesma forma, é possivel postular que os
sintomas de morte apical possam ser governados tam-
bém por genes especificos, distintos dos demais referen-
ciados. Ainda segundo METHA et al (2005), o sintoma
de superbrotamento pode ser provocado por metabdlitos
secunddrios produzidos pelo patégeno. Ressalta-se que
sintomas como hipertrofia, hiperplasia, formacio de
galhas, nanismo, crescimento excessivo de raizes, entre
outros, geralmente, sao atribuidos a varia¢oes nos niveis
hormonais das plantas (AGrios, 2005). Doengas como
a vassoura de bruxa em cacaueiro, causada por Monilio-
phtora perniciosa e a malformacio da mangueira, causada
por espécies de Fusarium, apresentam sintomas de en-
vassouramento semelhantes & ramulose. Para estes casos,
o nivel de entendimento ¢ ainda incipiente (STADEN e
NicHOLSON, 1989).

A inoculacio das plantas com a protegio da gema
apical também nao promoveu os sintomas tipicos da ra-
mulose em nenhum dos trés estddios fenoldgicos avalia-
dos. Destaca-se que a inocula¢do de plantas no estddio VO
atingiu somente o peciolo das folhas jd que as plantas com
essa idade tinham somente folhas cotiledonares. Nesse
caso, a manifestaciao da doenca ocorreu somente nos pe-
ciolos na forma de lesdes necréticas. Plantas nos estddios
V2 e Bl submetidas a inoculagio protegendo a gema api-
cal tiveram morte das gemas laterais ¢ manchas necréticas
sem, no entanto, ocorrer sintomas tipicos da ramulose.
Assim, para que o desenvolvimento da ramulose ocorra, ¢
necessério avaliar um conjunto de fatores que predispoem
a planta a doenga. A avaliagio dos sintomas isolados nio é
conclusiva para uma diagnose segura.

A inoculacio com C. gossypii var. cephalosporioides em
plantas no estddio fenoldgico V2 em toda a sua superfi-
cie foi o procedimento mais adequado para a producio
dos sintomas tipicos da ramulose. A inocula¢do com C.
gossypii var. cephalosporioides direcionada somente A gema
apical das plantas de algoddo nio é capaz de induzir a
formacio dos sintomas de superbrotamento ou encurta-
mento de internddios tipicos da ramulose.
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