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Metodologia parainoculacao de Corynespora
cassiicola em algodoeiro

Wirton Macedo Coutinho?
Alderi Emidio de Araujo?

Resumo — Neste trabalho é descrito um método para inocular Corynespora
cassiicola em plantas de algodoeiro. Testes foram realizados para avaliar os
efeitos da temperatura na germinagao dos conidios e no crescimento micelial
do patégeno in vitro, além de testes in vivo em que foram avaliados tempe-
ratura, tempo de molhamento foliar e concentragao de in6culo eficazes a
infecgdo. O estadio de crescimento da planta de algodoeiro e a sua influéncia
no sucesso da inoculagdo também foram avaliados neste estudo. O método
proposto fornece resultados precisos e reprodutiveis para identificar a resistén-
cia/suscetibilidade de algodoeiros inoculados artificialmente com C. cassiicola
em ambiente controlado.

Termos para indexag¢do: mancha alvo, algodoeiro, caracterizagdao da
resisténcia.

' M.Sc. em Fitopatologia, pesquisador da Embrapa Algodao, Campina Grande, PB.

2 D.Sc. em Fitopatologia, pesquisador da Embrapa Algod&do, Campina Grande, PB.



Amethodtoinoculate Corynespora cassiicola
on cotton plants

Abstract — This work describes a method for inoculating Corynespora
cassiicola in cotton plants. Tests in vitro and in vivo were carried out to
evaluate the effects of temperature on the germination of the conidia and on
the mycelial growth of the pathogen, as well as temperature, leaf wetness
and inoculum concentration effective to disease infection. The growth stage
of the cotton plant and its influence on the success of the inoculation were
also evaluated in this study. The proposed method provides accurate and
reproducible results to identify resistance/susceptibility of cotton plants
artificially inoculated with C. cassiicola in a controlled environment.

Index terms: cotton, target spot.
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Introducao

Corynespora cassiicola (Berk. & Curtis) Wei, agente etiolégico da mancha
alvo do algodoeiro, € um fungo polifago que ataca cerca de 530 espécies ve-
getais de 380 género de plantas (Smith, 2008; Dixon et al., 2009). Esse fungo
infecta folhas, flores, caule e raizes de varias espécies de plantas em regides
tropicais e subtropicais (Farr et al., 2009).

Esse patdgeno foi primeiro identificado em algodoeiro nos Estados Unidos, em
1959, no estado do Mississipi (Jones, 1961), causando lesdes nas folhas, frutos e
caule. Em anos recentes, o patdégeno tem se disseminado em diferentes areas de
produgéo nos Estados Unidos, sendo reportado como um problema potencial a
producao de algoddo naquele pais (Fulmer et al., 2012; Butler et al., 2016).

No Brasil, a mancha alvo do algodoeiro, causada por C. cassiicola, foi
primeiro relatada, em 1995, no estado de Mato Grosso, sendo que os primei-
ros relatos de danos significativos a produgéo ocorreram no ano agricola de
2004-2005 em campos cultivados com a cultivar CNPA ITA 90 (Mehta, 2005).
Atualmente, esse fungo é encontrado em praticamente todas as regides de
cultivo de algodao no Brasil, infectando um grande numero de plantas, inclu-
sive a planta de soja, que é utilizada comumente em rotagédo com o cultivo do
algodoeiro nessas areas de produgao.

O agente causal da mancha alvo do algodoeiro pode sobreviver em restos
de cultura e sementes infectadas, sendo essa, provavelmente, uma forma de
disseminacdo do mesmo. Nas principais regides produtoras de algodéo no
Brasil as condigbes de temperatura e umidade sao favoraveis ao desenvolvi-
mento de C. cassiicola.

Corynespora cassiicola pode infectar toda a parte aérea da planta de al-
godoeiro. Nos cotilédones os sintomas sdo pequenas lesdes circulares, en-
quanto no hipocdtilo as lesdées podem causar morte da plantula. Nas folhas
a doenca é caracterizada por lesdes foliares irregulares concéntricas, na for-
ma de anel, contidas dentro de outras lesdes que variam em coloragédo de
marrom claro a marrom escuro. Embora o tamanho e o niumero de lesbes
variam substancialmente, as lesbes sdo comumente maiores que 0,5 cm em
didmetro. Em casos severos, as lesdes coalescem, causando necroses se-
veras, seguidas por uma senescéncia prematura e morte da folha. Durante a
frutificacdo, as macgas do terco inferior da planta podem ser mais facilmente
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infectadas do que aquelas formadas no tergo superior da planta, provavel-
mente devido a maior umidade e a presenca de indculo do patégeno no solo.
Macgas severamente infectadas podem produzir sementes contaminadas com
o patogeno (Galbieri et al., 2014).

Varias estratégias sdo recomendadas para o controle da doenga, como
o tratamento de sementes com fungicidas, rotacdo/sucessao com culturas
nao hospedeiras do patégeno, e pulverizagdes com fungicidas registrados
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A despeito
destas recomendacgdes de controle e da importancia cada vez maior dessa
doencga, existem poucas informagdes disponiveis a respeito da eficacia de
fungicidas no controle efetivo da doenca, assim como nao existem informa-
¢cOes a respeito de cultivares de algodoeiro resistentes ao agente causal da
mancha alvo do algodoeiro. Neste contexto, a importancia de testar rotineira-
mente materiais genéticos quanto a resisténcia a C. cassiicola, vem acompa-
nhada da necessidade de ferramentas adequadas para selecdo de materiais
genéticos resistentes a esse fungo.

Sabendo-se da dificuldade de simular as condigbes adequadas para se
testar rotineiramente materiais genéticos quanto a resisténcia a C. cassiicola
em condigbes de campo, propde-se neste trabalho uma metodologia eficaz
para inoculagéo desse fungo que possibilite a caracterizagdo de gendtipos
de algodoeiro quanto a resisténcia a esse fungo em ambiente controlado,
proporcionando resultados acurados, precisos e reproduziveis.

Para obtengédo desta metodologia foram realizados ensaios de modo a
testar temperaturas, tempos de molhamento foliar e concentragdes de indcu-
lo eficazes a infecgdo. O estadio de crescimento da planta de algodoeiro e a
sua influéncia no sucesso da inoculagdo também foi avaliado neste estudo.

Material e Métodos

Germinagao conidial e crescimento micelial in vitro de
C. cassiicola em fungao de diferentes temperaturas

Foram utilizados trés isolados de C. cassiicola (CNPA-0742, CNPA-0745,
CNPA-0748), pertencentes a Colecao de Microrganismos Fitopatogénicos da
Embrapa Algodao. Os isolados fungicos (Tabela 1) foram cultivados em pla-
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cas de Petri contendo meio de BDA (Batata - Dextrose - Agar) e incubados
em camara BOD, durante 10 dias.

Para avaliacdo da germinacéo conidial de C. cassiicola nas diferentes
temperaturas testadas, preparou-se, inicialmente, a suspensao de conidios
de cada isolado do patégeno. Foram utilizados 10 mL de agua destilada es-
terilizada e duas gotas de tween 80 por placa de Petri contendo BDA com as
colbnias dos isolados fungicos crescidos. Utilizando-se uma alca de Drigalsky,
os conidios foram liberados das colbnias. As suspensdes resultantes foram
filtradas em gaze esterilizada.

Para o teste da germinacao conidial, aliquotas de 100 pL das suspensodes
resultantes de cada isolado, na concentragdo de 1x10* esporos/mL, foram
distribuidas em laminas de microscopia escavadas, e incubadas em camaras
do tipo BOD, ajustadas as temperaturas de 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, du-
rante 10 horas em escuro continuo. A avaliagdo da germinagéo dos conidios
foi realizada apdés 10 horas de incubagéo. As laminas foram fotografadas,
utilizando-se microscépio 6ptico, e a germinagéo conidial foi avaliada com o
auxilio do software Imaged. Foram considerados como germinados, conidios
com tubo germinativo de tamanho igual ou maior que a sua dimensao.

Na avaliagao de crescimento micelial, foram utilizadas placas de Petri de
9 cm de didmetro, contendo 20 mL de meio de BDA. No centro de cada pla-
ca, foi colocado um disco de 0,5 cm com micélio dos diferentes isolados de
C. cassiicola. As placas com o indculo dos isolados fungicos foram incuba-
das em camaras do tipo BOD ajustadas as diferentes temperaturas - 15°C,
20°C, 25°C, 30°C e 35°C - e fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de
oito dias. Apds oito dias de incubacgao, foi mensurado o diametro médio das
colbnias fungicas.

Tabela 1. Isolados de C. cassiicola utilizados no estudo.

Hospedeiro/
substrato

CNPA-0742  Corynespora cassiicola  Algodoeiro Luziania — GO

Identificador Espécie Origem

CNPA-0745  Corynespora cassiicola  Algodoeiro Primavera do Leste — MT
CNPA-0748  Corynespora cassiicola  Algodoeiro Campo Verde — MT
CNPA-0769  Corynespora cassiicola  Algodoeiro Campo Novo do Parecis — MT
CNPA-0792  Corynespora cassiicola  Algodoeiro Sorriso — MT
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O delineamento experimental utilizado, tanto para a germinacgéo conidial
quanto para o crescimento micelial, foi inteiramente casualizado em esque-
ma fatorial 3 (isolados) x 5 (temperaturas). Foram utilizadas trés repetigbes
para cada tratamento. Na avaliagdo da germinagéao conidial, em razao de nao
haver homocestacidade de variancias e distribuicdo dos erros experimen-
tais, as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se modelos gene-
ralizados no sistema estatistico R (R Core Team, 2017). A variavel resposta
refere-se a propor¢cado de germinacao de conidios. Em razédo dos residuos
terem distribuicdo binomial, foi ajustado um modelo linear generalizado com
a fungao ligadora candnica logit. A analise de deviance (testes de razido de
verossimilhancgas para as fontes de variagéo controladas no modelo) foi rea-
lizada de forma sequencial. A proporgao foi estimada utilizando a férmula:

p=[exp(njj)/1+exp(njj)].

Concentragao de inéculo de C. cassiicola e tempo
de molhamento foliar para detecg¢ao dos sintomas
da mancha alvo em plantas de algodoeiro

Neste ensaio, uma mistura de cinco isolados de C. cassiicola (CNPA-
0742, CNPA-0745, CNPA-0748, CNPA-0762 e CNPA-0769), pertencentes a
Colecao de Microrganismos Fitopatogénicos da Embrapa Algodéo foi utiliza-
da como indculo (Tabela 1). Os isolados fungicos foram cultivados em placas
de Petri contendo meio de BDA (Batata - Dextrose - Agar) e incubados em
camara BOD, durante 10 dias. A suspensao de esporos foi obtida adicionan-
do-se 20 mL de agua destilada esterilizada em cada uma das placas de Petri
com os cinco isolados crescidos. Os conidios foram liberados das colénias
com o auxilio de uma alga de Drigalsky, e a suspenséo resultante filtrada em
uma camada dupla de gaze esterilizada. A suspenséo de esporos foi inicial-
mente ajustada para 1x10° esporos/mL, com o auxilio de hemacitémetro, e,
por meio de diluicdes em série, essa suspenséo foi utilizada para ajustar as
suspensdes nas concentragdes de 1x102, 1x103, 1x10* esporos/mL utilizadas
neste ensaio.

Plantas de algodoeiro da cultivar FM944 GL, suscetivel a C. cassiicola,
foram cultivadas em vasos plasticos (duas plantas por vaso) com capacidade
para 3 litros, contendo uma mistura de turfa e vermiculita na proporgao de 3:1
(v/v). Quando as plantas atingiram o estagio V5 - cinco folhas verdadeiras
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(Elsner et al., 1979) foram inoculadas por atomizagdo com as suspensodes de
esporos de C. cassiicola ajustadas para 1x102, 1x103, 1x10* e 1x10°esporos/
mL até o ponto de escorrimento. Apds a inoculagéo, as plantas foram envol-
tas em sacos de polietileno e levadas para camara de incubagao ajustada
a temperatura de 25°C em escuro continuo. Transcorridos os tempos de 0,
12, 24, 48 e 72 horas de molhamento foliar, os sacos de polietileno foram
removidos, e as respectivas plantas receberam um jato de ar, por meio de
um ventilador, para interromper o molhamento foliar. Todas as plantas foram
mantidas na caAmara de incubagéao até a retirada do conjunto de plantas sub-
metidas ao tempo de 72 horas. Logo apds, as plantas foram levadas para
casa-de-vegetacao com controle de umidade (aproximadamente 80%), para
evitar o ressecamento das lesdes, onde permaneceram por oito dias. Apos
esse periodo, foi realizada a avaliagdo da doenca, utilizando-se a escala de-
senvolvida por Fantin et al. (2018).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em esque-
ma fatorial 5 (tempos de molhamento foliar) x 4 (concentragdes de indculo).
Foram utilizadas trés repetigcdes para cada tratamento. Em razdo de n&o ha-
ver homocestacidade de variancias, as analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se modelos generalizados no sistema estatistico R (R Core Team,
2017). A variavel resposta refere-se a proporc¢ao de area foliar lesionada com
a doenga. Em razédo dos residuos terem distribuicdo binomial, foi ajustado um
modelo linear generalizado com a fungao ligadora candnica logit. A analise
de deviance (testes de razao de verossimilhangas para as fontes de variagcao
controladas no modelo) foi realizada de forma sequencial. A proporgéo foi
estimada utilizando a formula: p=[exp(njj)/1+exp(njj)].

Temperatura e tempo de molhamento foliar para detecgao
dos sintomas da mancha alvo em plantas de algodoeiro

Neste ensaio, uma mistura de cinco isolados de C. cassiicola (CNPA-
0742, CNPA-0745, CNPA-0748, CNPA-0762 e CNPA-0769), pertencentes a
Colecgao de Microrganismos Fitopatogénicos da Embrapa Algodao, foi utiliza-
da como indculo (Tabela 1). Os isolados fungicos foram cultivados em placas
de Petri contendo meio de BDA (Batata - Dextrose - Agar) e incubados em
camara BOD, durante 10 dias. A suspensao de esporos foi preparada adicio-
nando 20 mL de agua destilada esterilizada em cada uma das placas de Petri



12 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 104

com os cinco isolados crescidos. Os esporos foram liberados das col6énias
com o auxilio de uma alca de Drigalsky, e a suspensdao resultante filtrada em
uma camada dupla de gaze esterilizada. A suspensao de esporos foi ajustada
para 1x10°esporos/mL, com o auxilio de hemacitémetro.

Plantas de algodoeiro da cultivar FM944 GL, suscetivel a C. cassiicola,
foram cultivadas em vasos plasticos (uma planta por vaso) com capacidade
para 1 litro, contendo uma mistura de turfa e vermiculita na proporgéo de 3:1
(v/v). Quando as plantas atingiram o estagio V2 - duas folhas verdadeiras
(Elsner et al., 1979) foram inoculadas por atomizacdo com as suspensodes
de esporos de C. cassiicola ajustadas para 1x10° esporos.mL" até o ponto
de escorrimento. Apds a inoculagao, as plantas foram envoltas em sacos de
polietileno e levadas para cdmaras de incubacao ajustada as temperaturas
de 20°C, 25°C, 30°C, 35°C em escuro continuo. Transcorridos os tempos de
0, 12, 24, 48 e 72 horas de molhamento foliar, os sacos de polietileno foram
removidos, e as respectivas plantas receberam um jato de ar, por meio de
um ventilador, para interromper o molhamento foliar. Todas as plantas foram
mantidas na camara de incubacgao até a retirada do conjunto de plantas sub-
metidas ao tempo de 72 horas. Logo apds, as plantas foram levadas para
casa-de-vegetagdo com controle de umidade (aproximadamente 80%), para
evitar o ressecamento das lesdes, onde permaneceram por oito dias. Apds
esse periodo, todas as folhas das plantas foram digitalizadas, e o calculo da
area total e area foliar lesionada realizado por meio de macros desenvolvidos
especialmente para este estudo, utilizando-se o software ImageJ.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4 (temperaturas) x 5 (tempos de molhamento foliar). Foram
utilizadas trés repeticdes de cada tratamento. Em razdo de nao haver homo-
cestacidade de variancias, as analises estatisticas foram realizadas utilizan-
do-se modelos generalizados no sistema estatistico R (R Core Team, 2017).
A variavel resposta refere-se a proporgao de area lesionada com a doenga. Em
razéo dos residuos terem distribuicdo binomial, foi ajustado um modelo linear
generalizado com a fungao ligadora canénica logit. A analise de deviance (tes-
tes de razédo de verossimilhangas para as fontes de variagao controladas no
modelo) foi realizada de forma sequencial. A proporcgéao foi estimada utilizan-
do a formula: p=[exp(njj)/1+exp(njj)].
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Resultados e Discussao

Germinagao conidial e crescimento micelial in vitro de
C. cassiicola em fungao de diferentes temperaturas

Houve efeitos significativos da interagdo entre isolados e temperaturas
(p<0,05), tanto para germinagao conidial quanto para o crescimento mice-
lial. Os trés isolados de C. cassiicola testados tiveram comportamentos dis-
tintos de germinacéo conidial em relagéo as diferentes temperaturas testadas
(Figura 1). Os maiores valores de germinagao conidial dos isolados CNPA-
0742 e CNPA-0748 foram observados nas temperaturas acima de 25°C, en-
quanto no isolado CNPA-0745 s6 foram observados valores altos de germi-
nacao conidial em temperaturas superiores a 30°C.

Em relagéo ao crescimento micelial in vitro, embora verificadas diferengas
significativas entre os isolados testados, o comportamento dos mesmos foi
semelhante. Todos os isolados tiveram um crescimento micelial maior em
temperaturas que variaram entre 25°C e 30°C, com declinio a partir de 35°C,
o que difere do que ocorreu na germinagao conidial onde houve uma maior
germinagao conidial em temperaturas préoximas a 35°C, o que pode estar
relacionado ao fato dos conidios terem germinados mais nesta temperatura,
mas terem um menor elongamento do seu tubo germinativo, quando compa-
rados com aqueles germinados nas temperaturas compreendidas entre 25°C
e 30°C.

Em campo (condigdes naturais) a variagdo de temperatura, que ocorre
normalmente durante o ciclo de infecgao e colonizagéo do patégeno, pode fa-
vorecer ainda mais a doenga. Temperaturas préximas de 35°C favoreceriam
a germinagéao do patdgeno, enquanto temperaturas mais amenas (entre 25°C
e 30°C) favoreceriam a sua colonizagao no algodoeiro. Nas principais regides
produtoras de algodao no Brasil, esse espectro de temperatura (temperatu-
ras entre de 25°C e 35°C) é muito comum, principalmente durante os dias.

Outro aspecto que deve ser levado em consideracgao é o fato que, mesmo
nas temperaturas de 15°C e 35°C, as quais poderiam ser consideradas como
limitrofes, ainda houve crescimento do fungo, assim como esporulagdo do
patégeno (dados ndo mostrados). Em muitos casos, temperaturas extremas
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Figura 1. Estimativa para probabilidade de germinagéo conidial e crescimento micelial
de trés isolados de Corynespora cassiicola submetidos a diferentes temperaturas.
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ou limitrofes sdo responsaveis por aumentar o tempo para iniciar uma epi-
demia ou ainda atuar de maneira direta nos seus componentes, como por
exemplo, aumentando o periodo latente e de incubagao (Rotem, 1978).

Neste ensaio os isolados nao se comportaram da mesma maneira em re-
lagédo as duas variaveis estudadas, com temperaturas diferentes observadas
principalmente em relacdo a germinacéo dos isolados testados. No entan-
to, isso pode ser explicado pelas préprias caracteristicas intrinsecas desses
isolados. Sendo a temperatura uma das principais variaveis climaticas res-
ponsaveis pela infeccdo e posterior colonizagao do patégeno (Rotem, 1978;
Campbell; Madden, 1990), essa variabilidade pode estar relacionada com a
alta capacidade de adaptagéao climatica desses isolados.

Concentragao de inéculo de C. cassiicola e tempo
de molhamento foliar para detec¢ao dos sintomas
da mancha alvo em plantas de algodoeiro

Neste ensaio avaliaram-se os efeitos da concentragao de esporos de
C. cassiicola e de tempos de molhamento foliar na infecgédo da cultivar FM
944 GL. Houve efeitos significativos tanto de concentragdo de esporos
guanto do tempo de molhamento foliar na infecgdo causada pelo fungo na
forma de proporg¢ao da area foliar com sintomas da mancha alvo. Tempos
de molhamento foliar inferiores a 24 horas foram pouco eficazes na infec-
¢ao da cultivar por C. cassiicola, mesmo quando se utilizaram suspensdes
de esporos ajustadas com concentragdes entre 1x10*e 1x10°% esporos/mL
(Figura 2). Suspensdes de esporos inferiores a 1x10® esporos/mL também
foram pouco eficazes na infecgdo, mesmo com tempos de molhamento foliar
elevados.

Os valores mais elevados de proporcao de area foliar com sintomas da
mancha alvo foram observados quando se empregaram tempos de molha-
mento foliar superiores a 48 horas associados com concentragdes de esporos
iguais ou superiores a 1x10* esporos/mL. As maiores proporgdes de area le-
sionada pelo fungo foram observadas na concentragdo de 1x10°esporos/mL,
associada ao tempo de molhamento foliar de 72 horas.

Esse tipo de informacgao é relevante, pois além de determinar parametros
eficazes na determinacdo de uma metodologia para caracterizagao da resis-
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Figura 2. Estimativa de superficie de resposta para a probabilidade de area lesiona-
da com sintomas da mancha alvo acumulada (A) da cultivar FM944 GL em fungao

de diferentes tempo de molhamento foliar (tm) e concentragbes de esporos (ce) de
Corynespora cassiicola.

téncia de gendtipos de algodoeiro a C. cassiicola em ambientes controlados,
fornece informagdes importantes que podem ser exploradas melhor em futu-
ros trabalhos, principalmente no que se refere a quantidade de indculo inicial
deste fungo necessario para iniciar uma epidemia de mancha alvo no cam-
po. Como observado neste estudo, sdo necessarias concentragdes elevadas
de esporos de C. cassiicola para provocar os sintomas da mancha alvo em
plantas de algodoeiro. Da mesma forma, é provavel que também ocorra no
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campo, ou seja, seriam necessarias grandes quantidades de indculo inicial
do patégeno para provocar uma epidemia de mancha alvo. Sendo assim,
podemos deduzir que medidas profilaticas que contribuam para a redugao de
inéculo inicial, como, por exemplo, a eliminagéo de soqueiras, assim como
evitar o plantio do algodoeiro em sucessao a soja, principalmente, quando a
soja apresenta sintomas da doenga, poderiam contribuir significativamente
no controle do agente causal da mancha alvo do algodoeiro em campos de
producgao.

Temperatura e tempo de molhamento foliar para detecgao
dos sintomas da mancha alvo em plantas de algodoeiro

Houve efeitos significativos (p<0,05) de temperaturas, tempos de molha-
mento foliar e da interagédo entre temperaturas e tempos de molhamento fo-
liar. A medida que se aumentou o nimero de horas de molhamento foliar
ocorreu acréscimo na proporgao da area foliar com sintomas da mancha alvo
em condi¢des favoraveis de temperatura. A proporgao de area foliar lesiona-
da causada pelo patdgeno foi maior na faixa de temperaturas compreendidas
entre 25°C e 30°C, associados principalmente a tempos de molhamento foliar
entre 48 e 72 horas (Figura 3). Nas temperaturas compreendidas entre 20°C
e 25°C houve infecgao significativa apenas quando se utilizaram tempos de
molhamento foliar igual ou superior a 48 horas. Foi constatado um decrésci-
mo significativo da proporgao da area foliar lesionada das plantas incubadas
nas temperaturas compreendidas entre 30°C e 35°C, mesmo quando foram
empregados tempos de molhamento foliar elevados.

Em certa medida, os resultados obtidos neste ensaio corroboram os obti-
dos nos ensaios realizados anteriormente. Nos ensaios de crescimento mice-
lial in vitro também se constatou que temperaturas compreendidas entre 25°C
e 30°C foram ideais para o desenvolvimento do fungo (crescimento micelial
in vitro), assim como se constatou a necessidade de tempos de molhamento
foliar elevados no sucesso da infeccdo por parte do patdégeno no ensaio em
que se avaliou a concentragao de esporos como parametro importante na
definicdo de uma metodologia eficiente para caracterizagédo da resisténcia de
genotipos de algodoeiro a C. cassiicola.



18 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 104

0.6
R exp - 61.987 +3.967.te +0.207.tm - 0.070.te2 - 0.004.te * tm
1+ exp - 61.987 + 3.967.te + 0.207.tm - 0.070.te2 - 0.004.te * tm
- 0.5
©
®
= 0.4
(]
k7]
o
o
o
—
®©
S 03
o
]
O
—
o
Q
[e]
=
(B
0.2
0.1
- 0.0

Figura 3. Estimativa de superficie de resposta para probabilidade de area lesionada com
sintomas da mancha alvo (A) na cultivar FM944 G, inoculada com Corynespora cassiicola
e submetidas a diferentes temperaturas (te) e tempo de molhamento foliar (tm).

Conclusoes

Procedimento para inoculagdo de Corynespora cassicola em plantas de
algodoeiro em condi¢des controladas:

 Estadio vegetativo da planta

Plantas de algodoeiro no estadio V2 ou V5 podem ser utilizadas. Em am-
bos estagios vegetativos obtivemos sucesso no processo de inoculagao do
patdgeno e manifestagdo dos sintomas. Ressalta-se, entretanto, que, tendo
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espaco suficiente no ambiente em que sera avaliado os gendtipos, é preferi-
vel que se utilize plantas no estadio V5. Nesse estadio, a planta esta mais de-
senvolvida, sendo mais facil a sua manipulagdo sem causar danos a mesma.

» Concentragéo de esporos

Recomenda-se utilizar suspensdes de esporos de C. cassiicola ajustadas
para 1x10° esporos/mL.

» Temperatura de incubagao

Camaras de incubagdo com temperaturas ajustadas entre 25°C e 30°C
séo suficientes para favorecer a infecgéo do patégeno e, em consequéncia, a
manifestacédo de sintomas.

* Tempo de molhamento foliar

E fundamental para o sucesso da inoculagdo tempos de molhamento
foliares iguais ou superiores a 48 horas. Esse tempo de molhamento foliar
pode ser assegurado com o envolvimento da planta com sacos de polietileno,
mantendo-as envoltas pelo tempo necessario a formacéo do filme de agua
sobre a folha, e incubadas na cAmara com as temperaturas compreendidas
entre 25°C e 30°C, conforme descrito no item anterior. E importante ressaltar
que, apos assegurado o tempo de molhamento foliar de, pelo menos, 48 ho-
ras, € necessario manter as plantas em ambiente com umidade aproximada
de 80% para evitar o ressecamento das lesbes, apos a retirada dos sacos
pretos de polietileno. Apds oito dias nesse tipo de ambiente, é possivel fazer
a avaliagao da resisténcia de gendtipos de algodoeiros a C. cassiicola.
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