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RESUMO

A Fusariose é uma doenca de plantas que tem como agente causal o fungo do género Fusarium, no
algodoeiro a principal caracteristica dessa doenca é a murcha das folhas e o enegrecimento dos
vasos xilematicos, o que provoca obstrucdo das raizes e um desequilibrio osmético da planta, o que
resulta em murcha e amarelecimento das folhas visivelmente na parte aérea da planta. A espécie
Fusarium, oxysporum f.sp vasinfectum é o agente etiolégico da Fusariose do algodoeiro. Nesse
sentido, o presente artigo teve como objetivos descrever técnicas de inocular os esporos de Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum em algodoeiros sob condigBes controladas, a fim de se obter o
desenvolvimento da Fusariose. No primeiro experimento foram seis tratamentos utilizados: (i)
mergulho da raiz em béquer contendo a suspenséo de esporos, (ii) perfuracdes na regido do colo das
plantas com alfinetes, (iii) fixacdo de palitos na regido do colo de cada planta, (iv) perfuracdo do solo
com uma faca para assim danificar as raizes das plantas, (v) adicdo da suspensao de esporos no colo
das plantas sem realizar ferimentos, usando um pipetador automatico e (vi) a planta-testemunha.
Nesse primeiro experimento foram utilizados 36 vasos, sendo uma planta por vaso (6 tratamentos por
6 repeticdes). No segundo experimento, foram realizados quatro tratamentos consistindo em: (i)
ferimentos nas raizes secundérias, (ii) deposicdo da suspensédo de esporos no colo da planta sem
provocar ferimentos, (i) mergulho da raiz na suspensdo sem a ocorréncia de ferimentos nas mesmas
e (iv) a planta-testemunha. Sendo 4 tratamentos com 4 repeticées cada. Os resultados do primeiro
experimento demonstraram que o0s tratamentos que consistiam de ferimentos no colo e nas raizes
permitiram a entrada do patdégeno no sistema vascular das plantas, provocando os sintomas
caracteristicos de murcha das folhas e enegrecimento interno das raizes. No segundo experimento, 0s
tratamentos que consistiram em mergulho da raiz na suspensao sem fazer ferimentos e aquelas com
ferimentos nas raizes secundarias, resultaram no surgimento dos principais sintomas da doenca.
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ABSTRACT

The Fusariose is a plant disease that has a causal agent the fungus of the type Fusarium, in cotton

the main characteristic of this disease in the wilt of the leaves and the blackening of the xylem vessels,
which causes root obstruction and osmotic imbalance of the plant. These are results in wilt and
yellowing of the leaf visibly on the aerial region of the plant. The species Fusarium oxysporum f.sp
vasinfectum is the etiologic agent of cotton Fusarium. In this sense, the present article has as
objectives to describe techniques to inoculate the spores of Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum in
cotton plants under controlled conditions, in order to obtain the development of Fusarium. In the first
experiment were used six treatments: (i) immersion of the root in beaker containing the suspension of
spores, (ii) perforations in the area of the neck of the plant with pins, (iii) set of toothpicks in the area
of neck of each plant, (iv) perforation of the soil with a knife to injure the roots of the plants, (v)
addition of the suspension of spores in the neck of the plants without causing wounds, just using an
automatic pipette and the (vi) plants-witness. In the first experiment 36 vases were used, being a
plant by vase (6 treatment x 6 repetitions). In the second experiment four treatments were performed
consisting of: (i) wounds in the secondary roots, (ii) deposition of the suspension of spores in neck of
the plant without to injure, (iii) immersion of the root in a suspension of spores without wounds and
the (iv) plants-witness. In the total of 4 treatments x 4 repetitions were used. The results of first
experiment demonstrated that the treatments that cause wounds in neck and roots of the plants
provide the entrance of the pathogen in the vascular system of the plants, provoking the
characteristics symptoms of wilt of the leaves and dark coloration inside of roots. In the second
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experiment the treatments that consisted in immersion of the root in the suspension with and without
wounds in the secondary roots, resulted in the appearance of the main symptoms of this disease.
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INTRODUGAO

O primeiro relato da murcha de Fusarium em algodoeiro no Brasil foi em 1935, na regido
Nordeste no municipio de Alagoinha-PB (GRILLO, 1936) e foi, posteriormente, propagada para
as demais regides produtoras, sendo responsavel por uma fase de decadéncia da cultura
algodoeira paulista, sobretudo na segunda metade da década de 50. Este fato, determinou a
necessidade de obtencdo de cultivares melhoradas com resisténcia a doenca, visando
substituir aquelas suscetiveis até entdo plantadas (CAVALERI, 1964) uma vez que este é 0
Gnico método viavel de controle da patologia.

A doenca é causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp vasinfectum, habitante do solo,
que sobrevive por varios anos depois de introduzido, devido a sua capacidade saprofitica em
matéria orgéanica, estruturas de sobrevivéncias denominadas de clamidésporos e
patogenicidade em outras plantas hospedeiras (ARAUJO & SUASSUNA, 2003). O crescimento
deste micro-organismo é favorecido em solos com umidade acima de 40% e pH entre 5,6 e 7,2,
a temperatura 6tima para a germinacdo dos esporos no solo € 25°C, enquanto a esporulagéo
maxima é aos 30°C (EL ABYAD & SALEH,1971). Segundo HILLOCKS (1992), o patdgeno
cresce melhor em meio de cultura constituido por Batata, Déxtrose e Agar (BDA) a 2%, em pH
6,5.

O processo de infeccioso pelo género Fusarium tem sido muito estudado, conforme
KHADR (1992), a penetracdo dos esporos deste fungo pelas raizes ocorre na regido da Zona
de Crescimento, uma vez que nessa fase sdo liberados exsudatos que estimulam os
patégenos naturalmente habitantes do solo a migrarem até alcancar as raizes (KERR, 1980).
As murchas foliares sdo causadas pela obstrucdo que o micélio do fungo provoca no xilema
resultando assim na producdo de metabdlitos no tecido vascular. Em decorréncia desse
acumulo de metabdlitos, ocorre o escurecimento vascular, principal indicio da infeccdo por
fusarium. O processo bioguimico envolvido durante a infeccdo € a oxidagdo de fendis e
possivelmente sua desidrogenacéo por peroxidases que sdo responsaveis pela descoloracdo
interna nas raizes (PEGG, 1981). A producao de toxinas como &cido fusarico pode interferir no
balango hidrico da planta (LAKSMINARAYAN e SUBRAMANIAN, 1995). A murcha foliar da
parte aérea é o resultado de uma combinacéo do efeito dos metabdlitos produzidos pelo fungo
e metabdlitos produzidos pela planta em resposta a infec¢do (DIMOND, 1970).

Os clamidosporos sédo formas de estruturas de sobrevivéncia , caracterizando a fase de
dorméncia nessa espécie. Os clamiddsporos é constituida por uma massa compacta do micélio
a forma de dorméncia favorecendo a permanéncia desses organismos por longos periodos no
ambiente. Estas estruturas podem ser disseminadas na area através do movimento do solo
provocado pelo vento, 4gua ou implementos agricolas (BEDENDO, 1995). O estado de
dorméncia é quebrado quando ocorre a germinacdo sobre as raizes do algodoeiro e o tubo
germinativo penetra diretamente ou através de ferimentos, alcancando o interior da planta
(BEDENDO, 1995). Enquanto a disseminacao do patégeno a longas distancias se da por meio

de sementes contaminadas, o0 movimento de particulas de solo contribui para sua propagacao



no campo em curtas distancias, aumentando de maneira gradual as “reboleiras” caracteristicas
com plantas doentes (ARAUJO e SUASSUNA, 2003).

O manejo da doenca é realizado principalmente pelo principio da exclusdo, evitando-se sua
introducéo em areas isentas do patégeno. Para isso, o tratamento de sementes é fundamental.
E recomendado também a rotagdo de culturas e o plantio de cultivares mais resistentes
(ARAUJO e SUASSUNA, 2003). Assim, este trabalho teve como objetivos descrever técnicas
de inoculacdo para testar a patogenicidade de Fusarium oxysporum f.sp vasinfectum em

algodoeiros.

MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos em casa de Vegetacdo e no Laboratério de

Fitopatologia da EMBRAPA Algodao, localizada na cidade e Campina Grande, Paraiba, Brasil.
Primeiro Experimento
Obtencéo de indculo

Colbdnias de esporos de F. oxysporum f.sp. vasinfectum foram cultivadas em meio de
cultura Batata (Figura 1), Dextrose e Agar (BDA) . Foram semeados discos de micélio de
colénias de trés isolados do patégeno (oriundos da Paraiba, Bahia e S&o Paulo), as placas
foram mantidas em BOD com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas de luz.
Aproximadamente dez dias apds a multiplicacdo das hifas do fungo, foi efetuada a lavagem do
micélio com agua destilada esterilizada e a suspenséo obtida foi filtrada e ajustada para a

concentracdo de 5 x 10° conidios por mL com o auxilio do hemacitdmetro.

Cultivo dos algodoeiros

Esta parte do experimento foi realizada em casa de vegetagdo pertencente ao setor de
fitopatologia da Embrapa algoddo. Foram preparados vasos com capacidade para trés litros,
contendo solo esterilizado (areia, argila e silte, nas seguintes concentracdes, 380 mL, 410 mL e
30 mL, respectivamente), onde foram cultivados os algodoeiros. Esse experimento foi realizado
em seis tratamentos com seis repeticdes, totalizando 36 plantas. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado. O genétipo testado foi a CNPA ITA 90 Il, em testes preliminares

esta variedade apresentou-se suscetivel a Fusariose.

Métodos de inoculagao

Aos 37 dias de germinacdo, procederam-se as inoculacfes. No primeiro tratamento, o
método consistiu em mergulhar a raiz em um becker contendo a suspensdo de esporos
(ajustada para 5 x 10° esporos /mL, solucdo com 5 mL), a raiz permaneceu submersa por
aproximadamente trés minutos, em seguida foi replantada no vaso. A segunda técnica

(Tratamento 2) foi perfurar o colo das plantas com alfinetes, logo em seguida os depdsitos de



esporos foram colocados nas perfuracées deixadas por esses instrumentos. No terceiro
método (Tratamento 3) foram utilizados palitos, cada palito foi colocado na regido do colo de
cada planta ndo sendo retirado, sobre o local onde o palito foi fixado foi depositada a
concentracdo de esporos. No quarto tratamento foram realizados ferimentos nas raizes, com
auxilio de uma faca; este instrumento perfurou o solo com o propésito de danificar a raiz,
posteriormente foi colocado o indculo nas perfuracdes deixadas no solo. O quinto método
(Tratamento 5) e ultimo método foi a adicdo da suspensédo no colo das plantas sem realizar
ferimentos. O sexto Tratamento foi a planta testemunha (controle). As concentracfes de
esporos para todos os tratamentos foram de 5 x 10° esporos /mL.

Segundo experimento
Obtencéo do in6culo

Os mesmos procedimentos do primeiro experimento, com a obtencdo das mesmas

concentracfes de esporos.

Cultivo do algodoeiro

Primeiramente, foram semeadas as sementes de algoddo em sacos de polietileno de baixa
densidade, com dimensdes de 50 mm X 150 mm. Aos 16 dias apds a germinacgédo, as plantas
foram transferidas para vasos maiores, com capacidade para 10 litros. O solo foi esterilizado,
as composicdes foram de areia, argila e silte, nas concentra¢des de 460 mL, 480 mL e 15 mL,
respectivamente. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 4
tratamentos e 4 repetices, totalizando 16 vasos, uma planta por vaso, incluindo a planta
testemunha (controle).

Métodos de inoculacao

Aos 37 dias de germinacdo, procederam-se as inoculacdoes: o primeiro método
(Tratamento 1) consistiu em colocar o depésito da suspensdo de esporos na regido do colo da
planta, sem fazer ferimentos. A segunda técnica (Tratamento 2) foi obtida por mergulhar a raiz
na suspensdo, a raiz sadia, sem ferimentos. Na terceira metodologia (Tratamento 3) foram
realizados pequenos cortes feitos com tesouras nas raizes secundérias, logo em seguida as
raizes foram mergulhadas na suspensao de esporos e deixadas por aproximadamente trés

minutos. O quarto e Gltimo tratamento foi a testemunha ( controle).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados da Tabela 1 (primeiro e segundo experimentos), no primeiro
experimento, o Tratamento (3) e o Tratamento (5) apresentaram maior incidéncia dos sintomas
da Fusariose. Foram realizadas analises laboratoriais que consistram no processo de
isolamento indireto do fungo, conforme metodologia descrita por Neergaard (1979), por esse
método foi comprovado ser o fungo Fusarium, o agente microbioldgico causador da doenca.

Apesar das plantas do segundo experimento ter sido primeiramente cultivadas em sacos de



polietileno de baixa densidade e aos 37 dias, transferidas para vasos e em seguida inoculadas,
esses procedimentos ndo alteraram a resisténcia das mudas, porque de todos os tratamentos,
apenas o Tratamento (2) e o Tratamento (3) apresentaram severidade de sintomas alcancando
a fase de necrose das plantas conforme se verifica nas Figuras 2 e 3. Nos demais tratamentos
ndo foram observados os sintomas externos (Figura 4) caracteristicos da doenga, tais como a
murcha foliar, queimadura das bordas foliares e surgimento de brotacdes.

No primeiro ensaio todas as plantas apresentaram os sintomas externos, algumas com
sintomas mais severos, outras com sintomas leves (Figura 5).

Uma hip6tese a ser considerada é a respeito das caracteristicas do solo, sendo o solo do
segundo ensaio mais argiloso, a literatura em torno da sobrevivéncia desse fungo, cita que o
mesmo estaria mais apto a sobreviver em solos arenosos. Outra consideracao que reforca esta
hipétese é que no primeiro experimento, o0 solo era mais arenoso, resultando numa maior

incidéncia dos sintomas caracteristicos da Murcha de Fusarium.

Tabela 1. Resultados a porcentagem de incidéncia dos sintomas da Fusariose
]

Primeiro experimento I Segundo experimento

Tratamentos *Média (%) | Tratamentos Média (% )
T, 0 T, 25
T, 33 *T, 75
*T, 50 *Ts S0
T, 33 T, 0
*Ts 67
Te 0

Legendas. Primeiro experimento: (T1) Adicdo da suspensédo de esporos no colo da planta sem fazer
ferimentos; (T2) Mergulho da raiz na suspensao; (Ts) Ferimentos com agulhas; (T4):Ferimento com
palitos; (Ts) Ferimento na raiz;(Ts) Testemunha (Controle); Segundo experimento: (T1) Indculo colocado
no colo da planta (sem ferimento); (T2) Mergulho da raiz na suspensédo; (Ts) Mergulho da raiz com
ferimentos; (T4)Testemunha (Controle).(*) Tratamentos com maior incidéncia dos sintomas.
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Figura 1. Caracterizacdo de F. oxysporum fsp. vasinfectum em meio de cultura BDA.
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Figura 5.
Sintomas externos da
murcha foliar.

Fig ura 3.
Queima e murcha das
folhas.

Figura 2.
Queima total das folhas.

Figura 4.
Plantas sem sintomas.



CONCLUSOES

1- No primeiro experimento, os Tratamentos (3) e Tratamento (5) apresentaram
severidade nos sintomas internos e externos da Fusariose. Comprovando que 0s
procedimentos utilizados propiciaram uma facilidade de penetracdo do patdégeno no
tecido vascular do algodoeiro.

2- No segundo experimento, os Tratamentos (2) e Tratamento (3), foram os que
apresentaram os sintomas mais evidentes da Murcha de Fusarium.

3- Os resultados demonstraram a eficiéncia de se utilizar esses métodos de inoculacao
a fim de proporcionar um estudo mais detalhado acerca dessa doenca em plantas de

algodao.
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