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RESUMO

CURVELO, Carmen Rosa da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de
2009. Processo infeccioso de Ramularia areola em algodoeiro. Orientador: Paulo

Geraldo Berger. Co-orientadores: Fabricio de Avila Rodrigues e Francisco Xavier

Ribeiro do Vale.

O processo infeccioso de Ramularia areola, o agente causal da mancha da ramularia,
em folhas de algodoeiro, Gossypium hirsutum L. (Malvaceae), foi estudado utilizando a
microscopia eletronica de varredura. Os conidios iniciaram a germinagao 12 horas apos a
inocula¢do (hai) e nenhum apressorio foi observado nesse periodo. Na maioria dos casos,
os conidios germinaram e produziram dois tubos germinativos que cresceram através dos
estdmatos onde a penetracdo ocorreu. A esporulagdo do fungo ocorreu em ambas as faces
adaxial e abaxial da epiderme foliar através dos estdmatos. As hifas do fungo colonizaram
com sucesso as células do mesdfilo inter e intra celularmente. Os sintomas da doenga
apareceram em 12 dai com um nivel de severidade de 1%, porém alcancaram 32% em 22

dai.
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ABSTRACT

CURVELO, Carmen Rosa da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2009. Infectious process of Ramularia areola on cotton. Advisor: Paulo Geraldo

Berger. Co-advisors: Fabricio de Avila Rodrigues and Francisco Xavier Ribeiro do

Vale.

The infectious process of Ramularia areola, the causal agent of ramularia leaf spot,
on leaves of cotton, Gossypium hirsutum L. (Malvaceae), was studied by using the
scanning electron microscope. Conidia started to germinate at 12 hours after inoculation
(hai) and no appressoria were observed at this time. In most cases, conidia germinated
and produced two germ tubes that grew towards the stomata where the penetration
occurred. Fungus sporulation occurred at both adaxial and abaxial leaf epidermis through
the stomata. Fungal hyphae suscefully colonized the mesophyll cells both inter and intra
cellularly. Disease symptoms appeared at 12 dai with severity level of 1%, but reached

32% at 22 dai.

vil



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. O Algodoeiro

O algodoeiro € uma oleaginosa pertecente a familia Malvaceae, género Gossypium,
abrangendo 50 espécies, sendo que das cultivadas apenas quatro tem importincia
econdmica, como Gossypium hirsutum L., responsavel por 90% da produ¢do mundial em
fibras; Gossypium barbadense L., segunda espécie mais cultivada respondendo a 5% da
produgdo mundial e as espécies Gossypium arboreum L. ¢ Gossypium herbaceum L. que,

em conjunto, respondem pelos restantes 5% da produgdo (Bolek, 2005). A sua

classificag@o taxondmica encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo taxondmica do algodoeiro.

Divisdo Embriophita sifanogamae
Subdivisao: Fanerogamae ou Espermatophita
Filo: Angiospermae

Classe: Dicotiledoneae
Subclasse: Archichlamidae

Ordem: Malvales

Familia: Malvaceae

Tribo: Hibisceae

Género: Gossypium

Espécie: Gossypium hirsutum
Raga: G. hirsutum latifolium

Fonte: Algodao Brasileiro, 2008

O algodoeiro ¢ uma planta de clima quente e ndo suporta frio (Fuzatto et al., 2005;
Revista Biodiesel 2008). O periodo vegetativo ¢ longo, variando entre 5 e 7 meses,

conforme a quantidade de calor recebida. Por isso, necessita de verdes longos, quentes ¢




bastante umidos. Na maturagdo, quando se abrem as capsulas, a chuva ¢ prejudicial. Sob
condi¢des de clima quente, com duas estagdes, chuvosa e seca, o algododeiro encontra
condig¢des propicias ao seu desenvolvimento (Carvalho, 2007).

Mundialmente, o algodoeiro € produzido em quase todos os paises, obtendo-se cerca
de 23 milhdes de toneladas por ano (Beltrao, 1999). Sua utilizagdo concentra-se
basicamente na industria de fiacdo e tecelagem e na industria de alimentagdo animal
(farelo) e humano (6leo), além da utilizagdo de seus produtos secundarios, como por
exemplo, o biodiesel, apresentando grande importancia socioecondmica (Cardoso, 2001;
Ferreira & Freire, 2001).

Para a safra 2008/2009, a area plantada com algodoeiro estd estimada em 857,5 mil
hectares, representando reducgdo de 20,4%, quando comparada a safra 2007/08, que foi de
1.077,4 mil hectares (Figura 1). Todos os estados produtores apresentaram redugdo de
area. As maiores perdas recaem sobre o Estado de Mato Grosso (162,6 mil hectares),
seguido da Bahia (20,1 mil hectares) e de Goias (13,3 mil hectares). A baixa rentabilidade
da cultura, aliada as restricdes de crédito e problemas fitossanitarios sdo os principais
fatores para esta variagdo negativa que estdo desestimulando os produtores a investirem
na cultura do algodao (CONAB, 2008).

A queda da demanda mundial pela fibra de algodoeiro € consequéncia da
desaceleragdo da economia global, da competicdo com a fibra sintética e dentro outros
fatores, visto que, o algodoeiro é a commodity que esta sendo mais prejudicado pela crise
mundial, em consequéncia da valorizacdo do délar e da queda do valor do barril de
petroleo que possuem maior forca na redugcdo desse produto em relagdo aos outros
(Gazeta Mercantil, 2008). Essa situa¢do sugere que teremos uma significativa retracio
nos estoques, fato que obrigard as inddstrias em um primeiro momento, recorrerem ao

mercado externo objetivando a importacdo de maiores quantidades da matéria-prima,



passando de 40,0 mil toneladas em 2008, para cerca de 80,0 mil toneladas para 2009

(CONAB, 2008).
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A cotonicultura passou por uma fase de transi¢do nos ultimos vinte anos (Figura 2).
No final da década de 80, ocorreu uma dréstica redugcdo no cultivo do algodoeiro no
Brasil em fun¢do do agravamento de problemas relativos a comercializagdo da matéria
prima e ao surgimento de insetos, como por exemplo, o Bicudo do algodoeiro
(Anthonomus grandis) nas plantacdes, levando a um decréscimo consideravel na area
plantada com algodoeiro em lugares onde seu plantio era tradicional, especialmente no
Nordeste do pais (Barbosa et al., 1997). A retomada da producdo de algoddo ao cenario
brasileiro ocorreu a partir de 1997, na regido centro-oeste, principalmente nos estados de
Goias e Mato Grosso, baseado em novos padrdes tecnoldgicos e empresariais (Ferreira
Filho, 2001). Passou a ser usada nova técnica como alternativa, empregando rotagdo com
a soja que, at¢ o presente momento apresentava prejuizos na produgdo devido a
problemas com a Ferrugem da Soja. Entretanto, devido as otimas condicdes que essas
regides apresentavam para o seu cultivo como relevo, solo e precipitacdes adequadas, a
cultura prosperou de maneira significativa (Freire, 1998, 2007; Nogueira Junior &
Barbosa, 2005). Esse processo de retomada da cultura no cenério nacional trouxe consigo
outros problemas, dentre os quais sobressai a ocorréncia de doengas, que encontraram
ambiente amplamente favoravel para seu desenvolvimento (Paiva, 2001). Por
conseguinte, justifica-se a enorme preocupagdo dos cotonicultores com relagdo as doengas
(Cia et al., 2005). Na figura 3 observa-se a produgdo de algodoeiro na regido centro-oeste
seguido da regido nordeste, nas safras de 2007/2008 e 2008/2009, principais regides

produtoras de algodoeiro no pais.
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(adaptado da CONAB 2008). Os valores no eixo x representam: (1) safra 1989/90, (2)
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safra 2008/09.
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Figura 3. Levantamento das areas plantadas (mil ha) com algodoeiro nas regides

brasileiras destinadas a producdo de algodoeiro nas safras de 2007/2008 e 2008/2009
(CONAB, 2008).

Entretanto, as mesmas condi¢des favoraveis do cerrado brasileiro que favorece o

cultivo de algodoeiro, tais como altos indices pulviométricos, temperaturas diurnas



elevadas e noturnas amenas, vém favorecendo o surgimento e desenvolvimento de

doengas fungicas com destaque para a mancha de ramularia (Maranha et al., 2002).

1.2. A mancha de ramularia

1.2.1. Agente etioldgico

A mancha de ramularia € causada pelo fungo Ramularia areola G.F. Atk., [syn.=
Ramularia gossypii (Speg.) Cif., Cercosporella gossypii Speg.], forma assexual ou
anamorfica e sexual ou teleomorfica, Mycosphaerella areola Ehrlich & F.A.Wolf
(Suassuna & Coutinho, 2007). Além de mancha de ramuldria, a doenga ¢ também
conhecida em outros paises por mildio, oidio, mildio areolado, falso-mildio ou mancha
branca (Cia et al., 1999; Machado et al., 1999; Maranha et al., 2002; lamamoto, 2007).

O fungo pode sobreviver em plantas de algodoeiro remanescentes da destruicdo
inadequada da soqueira ou em plantas de algoddo perene. Assim, repetidos cultivos de
algodoeiro na mesma darea e a proximidade de plantas cultivadas em anos anteriores
(soqueira ou tiguera) podem contribuir como inéculo primario. A fase assexuada do fungo
(Ramularia) desenvolve-se no tecido vivo, sobretudo na face inferior das folhas, quando
estas ainda estdo ligadas a planta e, por um curto periodo, apds a sua queda. Na proxima
fase, os ascosporos se desenvolvem sobre os restos culturais como folhas e soqueiras,
constituindo o indculo primario (Iamamoto, 2007). O patdgeno apresenta conididforos
fasciculados que saem pelos estomatos. Os conidioforos sao cilindricos, hialinos € com
um a trés septos (Iamamoto, 2007). Vento, dgua da chuva ou de irrigacdo e implementos

agricolas disseminam o patogeno para areas distantes (Freire, 2007).



1.2.2. Condigdes climaticas para ocorréncia da doenca

A doenga ¢ favorecida por condi¢des climaticas como temperatura de 12 a 32°C,
sendo a mais adequada, a faixa de 25 a 30°C e umidade relativa acima de 80%
(Rathaiah, 1977). A doenga € favorecida por noites imidas seguidas de dias secos, sem
periodos prolongados de molhamento foliar (Paiva, 2001).

Para Rathaiah (1977) a penetragdo de Ramuralia areola pelo estdbmato é maior sob o
ciclo de molhamento noturno e secamento diurno do que em molhamento continuo.
Algumas infec¢des ocorrem depois de dois ciclos de molhamento noturno de 12 horas e o
maximo ocorre depois de cada quatro ciclos. O tubo germinativo pode suportar varios
ciclos de secamento de até 16 horas com umidade relativa de 20 a 60% e

subsequentemente retomar seu crescimento.

1.2.3. Sintomas

Os sintomas aparecem em ambas as faces da folha, sendo que, no inicio, na face
abaxial (Figura 4). Esses consistem de lesdes angulares com coloragdo branco-azulada
entre as nervuras na superficie adaxial da folha, mas, na superficie abaxial, a esporulacio
abundante da a lesdo uma coloragdo esbranquicada, medindo de 1 a 3 mm inicialmente e,
posteriormente, amarelada de aspecto pulverulento, caracterizada pela esporulagdo do
patoégeno (Bell, 1981; Cassetari Neto et al., 2000; Suassuna & Coutinho, 2007). Apds a
esporulagdo, ocorre a destruicdo das células invadidas levando a abscisdo da folha
(Ehrlich & Wolf, 1932). Uma vez cessada a esporulagdo ativa, as lesdes tornam-se
necréticas, de coloracdo marron-escura, acarrentando perda da darea foliar
fotossinteticamente ativa e, consequentemente, queda na producdo (Holey et al., 1992).

Sob condigdes favoraveis, as lesdes coalescem e provocam desfolha. Em periodos



chuvosos, podem ocorrer sintomas precoces, chegando a provocar queda de folhas e
apodrecimento de magas nos ramos mais proximos ao solo (Iamamoto, 2007; Suassuna &

Coutinho, 2007).

Figura 4. Sintomas da mancha de ramuléria na face adaxial de folhas de algodoeiro.

Os sintomas iniciais da doenga geralmente coincidem com inicio da fase reprodutiva
da planta, entre o aparecimento do primeiro botdo floral até a abertura da primeira flor. Os
danos causados pela doenga prologam-se até o final do ciclo da cultura, sendo mais
expressivos entre o inicio do florescimento e a abertura dos primeiros capulhos (Suassuna

& Coutinho, 2007).

1.2.4. Manejo da mancha de ramularia

Considerando a auséncia de resisténcia vertical a doenga nas cultivares usadas no
Brasil, o controle quimico € a tatica comumente utilizada para o manejo da doenga.
Assim, torna-se necessario o monitoramento didrio da lavoura para o aparecimento das
primeiras lesdes, o que indica a necessidade de aplicagdo de fungicidas para retardar o

inicio da epidemia e impedir o aumento de indculo no campo (Miranda & Suassuna,



2004; Rocha et al., 2005; Aquino, 2006; lamamoto, 2007; Suassuna & Coutinho, 2007;
Aquino et al., 2008).

O manejo sustentavel parte do principio de que a doenga constitui parte do sistema
produtivo e que essa ndo precisa ser eliminada do sistema e sim mantida em niveis que
ndo causem danos que ocasionem perdas. Dentro dessa visdo ampla de manejo
sustentavel, as medidas devem ser integradas visando a reducdo dos custos de manejo,
redu¢do do uso de defensivos que promovem impacto ambiental consideravel e melhor
qualidade da produgdo. Entdo, o manejo ideal para o controle desta doenga seria por meio
da integracdo de técnicas, como uso de cultivares mais resistentes, época de plantio e
aplicacdo de fungicidas (Rocha et al., 2005).

O uso de cultivares geneticamente modificadas € a tatica de controle mais desejavel e
eficaz por ser de baixo custo, facil implementacdo, alta eficacia e por causar danos
reduzidos ao meio ambiente (Cia & Salgado, 1997; Maranha et al., 2002). A resisténcia
genética pode ser implementada em associacdo com outras medidas de controle como
manejo cultural e controle quimico. Apesar de cultivares resistentes ndo estarem
disponiveis no mercado, existe diferenca entre essas com relagdo a susceptibilidade a
mancha de ramuldria (Andrade et al., 1999; Lanza et al., 1999; Cassetari Neto et al.,
2000). Mukewar et al. (1995), analisando a resposta de 489 germoplasmas de Gossypium
arboreum a mancha de ramuléria, observaram que 24 deles eram resistentes, sendo que
sete deles apresentaram resisténcia vertical e 17, resisténcia horizontal. Isso ¢ uma
indicacdo de que ha fonte de resisténcia a R. areola e que ¢ possivel a obtengdo de
cultivares resistentes.

Existem relatos de cultivares da espécie G. hirsutum com diferentes niveis de
resisténcia, tais como BJA 592 e Reba BTK 12. Algumas cultivares de G. barbadense,

como Pima S7 e Tadla 16, também possuem resisténcia (Rathaiah, 1976). A recém
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langada cultivar BRS Buriti possui nivel aceitavel de resisténcia a mancha de ramularia o
que, na pratica, significa uma redu¢do no uso de fungicidas, quando comparado com um
cultivar altamente suscetivel (Suassuna et al., 2006). Dos cultivares em uso no Brasil,
Stoneville 474, Fiber Max 966, IAC 24, Coodetec 407, BRS 269, BRS Camagari ¢ BRS
Aragd sdo as que possuem maiores niveis de resisténcia a R. areola (Suassuna &
Coutinho, 2007).

A resisténcia de G. arboreum a R. areola ¢ dependente de mecanismos de resisténcia
pré-formados como camada de cuticula mais espessa, células da epiderme mais
entrelagadas, limbo foliar mais espesso e menor numero de estomatos, associados a
fatores bioquimicos, como niveis constitutivos da enzima fenilalanina amonia liase,
compostos fenolicos, flavondides, gossipol, taninos, prolinas e também taninos (Punit et
al., 1997; Mukewar e Mayee, 2001; Suassuna & Coutinho, 2007).

Segundo Lucena (2007), a presenga de uma variagdo continua de graus de resisténcia
a mancha de ramularia para algumas caracteristicas como nimeros de pontos necréticos e
esporulagdo, caracteriza heranga poligénica. O mecanismo de resisténcia identificado pelo
autor representa uma variag@o fenotipica continua para essas caracteristicas indicando que
se trata de uma heranga poligénica e a resisténcia horizontal. A resisténcia horizontal é
considerada melhor por sua durabilidade, porém a identificacdo dos locos envolvidos
pode ser dificil, em razdo da baixa expressio fenotipica dos genes envolvidos.

O programa de melhoramento da Embrapa Algoddo tem selecionado genotipos com
alta resisténcia, como as linhagens CNPA CO 11612 e CNPA GO 2984, e com resisténcia
moderada, como a cultivar BRS Buriti. Cultivares com resisténcia parcial 8 mancha de
ramularia podem ser incorporados no manejo da doenca, visando a redug@o no nimero de

aplicagdes de fungicidas (Iamamoto, 2007; Suassuna & Coutinho, 2007).
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Embora os cultivares difiram quanto ao grau de suscetibilidade ao patéogeno, ocorre
ainda influéncia da época de plantio e de praticas culturais no grau de severidade da
doengca (Rocha et al.,, 2005). O uso de cultivares com algum nivel de resisténcia,
principalmente aquelas com arquitetura de copa, que permita ou facilite aeracdo, aliado a
um espacamento maior ¢ a uma menor densidade de plantas, pode reduzir a severidade da
doenga (Hillocks, 1992). Plantio em locais com temperaturas elevadas, durante o dia, e
amenas, durante a noite, tende a favorecer o progresso da doenga por aumentar o periodo
de molhamento foliar noturno e por ter um periodo diurno com a folha seca,
proporcionando condi¢des ambientais favoraveis a reprodugdo do patdgeno (Suassuna &
Coutinho, 2007). Plantios adensados favorecem a doenga devido ao sombreamento que se
inicia mais cedo na cultura e ao maior acimulo de umidade na parte inferior do dossel
das plantas (Paiva, 2001). As formas de manejar a doenga seriam um bom preparo do
solo e uma nutricdo adequada ja que uma planta bem nutrida e com bom vigor vegetativo
apresenta maior capacidade para se defender contra o ataque de um patdgeno (Marschner,
1995; Harris, 2001).

Degrande (2000) recomenda o uso de cultivares resistentes mesmo que haja reducdo
na produtividade, pois sdo compensadas pela redug¢do nos custos de produgdo e reducao
da preocupagdo do produtor quanto a perda na produtividade pelo cultivo de cultivares
mais suscetiveis. Diversos estudos tém caminhado neste sentido, avaliando diversos
cultivares e linhagens quanto a sua resisténcia multipla as doengas, seu potencial
produtivo e adaptabilidade as principais regides produtoras desta fibra (Andrade et al.,
1999; Freire et al., 1999b; Lanza et al., 1999; Cassetari Neto et al., 2001).

Cia et al. (1999) demonstraram que nas condi¢des edafoclimaticas de Mato Grosso, a
reducdo de produtividade pode chegar a 75% em cultivares mais suscetiveis a doenga.

Segundo Freire et al. (1999a), as perdas estimadas devido as doencas na cultura do
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algodao no estado de Mato Grosso e Goids na safra 98/99 foram da ordem de 14%, tendo
a manha de ramuldria sido responsavel por uma perda de 3,8%. As perdas causadas pela
doenga sdo variaveis em funcdo do cultivar e das condi¢des de cultivo (Suassuna &
Coutinho, 2007).

Aquino et al. (2008a) trabalhando com o controle quimico da doenga observou que na
auséncia de controle as perdas foram de 49% em rela¢do ao controle quimico com trés

aplicagdes da mistura de fungicidas triazéis e estrobirulinas.
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2. INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) é uma das culturas mais tradicionais do pais,
cultivado em diversas regides Brasil e do mundo, por possuir grande importancia
econdmica e por ser um dos pilares da cadeia produtiva téxtil, além de grande importancia
social, por gerar empregos e renda ao trabalhador do campo. Entretanto, uma das
principais dificuldades no estabelecimento da cotonicultura em diversas regides do Brasil
e do mundo ¢ a ocorréncia de doencas. O algodoeiro ¢ cultivado em sistema de
monocultura, o que acarreta em uma maior prevaléncia de epidemias severas de varias
doengas, ao contrario do que ocorre em cultivos consorciados ou mesmo utilizando-se a
rotagdo de cultura (Suassuna & Coutinho 2007). Além disso, a indisponibilidade de
cultivares com resisténcia as diversas doencas, ao cotonicultor devido principalmente a
pouca énfase nos programas de melhoramento genético, agrava ainda mais esse panorama
(Juliatti & Ruano, 1997; lamamoto, 2003; Cassetari & Machado, 2006).

A cotonicultura brasileira tem experimentado, nos ultimos anos, uma acentuada
expansdo em area cultivada e, acompanhando esse aumento, os aspectos fitossanitarios
apresentam-se como limitantes na obten¢do de indices elevados de produtividade.
(Moreira & Santos, 1994; Freire, 1998; Barbosa, 2000).

A mancha de ramuldria causada pelo fungo Ramularia areola ¢ considerada
atualmente a principal doenca foliar da cultura na regido centro-oeste do Brasil. Essa
doenga encontra-se disseminada em praticamente todas as regides produtoras do
algodoeiro (Suassuna & Coutinho, 2007). Embora considerada de importancia secundaria,
por ocorrer sempre no final do ciclo da cultura, a mancha de ramularia passou a ser uma
das principais doengas do algodoeiro devido, em grande parte, a0 aumento sa sua area

cultivada, na regido dos cerrados e ao uso de cultivares suscetiveis a doenga (Fundagdo
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MT, 2001; Paiva, 2001; Utiamada et al., 2003). A doenga causa desfolha precoce e pode
ocasionar perdas de até 30% quando medidas de controle ndo sdo adotadas (Utiamada et
al., 2003; Suassuna & Coutinho, 2007). Entretanto, pode-se notar que o potencial de
dano dessa doenga pode ser ainda mais grave, pois em outros paises como Madagascar e
India, a mesma ja foi responsavel por perdas acima de 60% da producdo (Cauquil &
Sément, 1973; Shivankar & Wangikar, 1992).

Rathaiah (1977) estudou a germinagdo dos conidios de R. areola e o processo
infeccioso e observou que a germinagdo € o crescimento do tubo germinativo estdo
associados diretamente com o teor de umidade do ambiente; tal fato caracteriza-se,
atualmente, como importante informagdo em programas de manejo integrado dessa
doenca no algodoeiro. O género Ramularia mostra-se bastante variavel com relagcdo aos
processos de germinagdo, penetragdo e esporulacdo no seu hospedeiro. Entretanto,
estudos sobre o processo infeccioso de R. areola em algodoeiro ainda sdo escassos e
muitas perguntas sobre a patogénese dessa doenga ainda precisam ser respondidas como,
por exemplo, por onde ocorre o processo de penetragdo no hospedeiro, em que face da
folha surgem os sinais do patdgeno, qual o tempo para o inicio da germinacdo dos
conidios, dentre outras informacdes.

O objetivo desse trabalho foi estudar detalhadamente o processo infeccioso do fungo

R. areola em folhas de algodoeiro utilizando-se a microscopia eletronica de varredura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Crescimento das plantas

Um total de dez plantas de algodoeiro da cultivar Nu-Opal, suscetivel a mancha de
ramularia, foram crescidas em vasos plasticos contendo seis litros de substrato. O
substrato foi composto de solo misturado com areia e esterco de curral na propor¢io de
3:1:1. A acidez do solo foi corrigida com calcario dolomitico (6,0 t ha™) e o mesmo foi
fertilizado com super-simples, sulfato de amonio, cloreto de potassio e sulfato de
magnésio (10; 0,75; 0,25 e 0,5 g/kg de substrato, respectivamente), de acordo com a
analise quimica do solo. A classe do solo utilizado no preparo do substrato foi um
Argissolo Vermelho Amarelo de textura argilosa com as seguintes caracteristicas
quimicas: pH em H,O (relacdo 1:2,5) = 5,4; P = 27,7 mg dm™; K = 130 mg dm” (P-K:
extrator Mehlich 1) Ca*" = 38 mmol. dm™; Mg>" = 6 mmol. dm™ (Ca e Mg: extrator KCI
1 mol L'l); H + Al = 47,9 mmol, dm> (extrator acetato de calcio 0,5 mol L'a pH 7,0); SB
=473 mmol, dm>; V = 50%; m = 0%; M.O. = 32 g kg'l e P-rem = 23,8. As plantas de
algodoeiro foram mantidas em casa de vegetacdo pertencente ao Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e regadas diariamente. Foram
realizadas de duas a quatro aplicagdes do inseticida Endosulfan (0,75ml/L) para o
controle de pragas.
3.2 Obtencio e preparo do inoculo de R. areola e inoculacio de folhas e plantas

Folhas de plantas de algodoeiro da cultivar Nu-Opal cultivadas na 4rea experimental
da UFV, em Coimbra (MG), apresentando sintomas da mancha de ramularia foram
coletadas, acondicionadas em sacos plésticos e trazidas para o laboratorio de Interacdo
Planta-Patogeno do Departamento de Fitopatologia da UFV. As folhas foram lavadas com

agua destilada com auxilio de um pincel de cerdas macias para remoc¢do dos conidios.
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Posteriormente, a suspensdo obtida foi filtrada em camada dupla de gaze estéril para a
retirada de possiveis impurezas e ajustada para a concentragdo de 1,5 x 10> conidios/ml
com o auxilio de hemacitometro.

Plantas de algodoeiro no estadio V4 (30 dias apos emergéncia), (Marur & Ruano,
2001), cultivadas em casa de vegetacdo, foram inoculadas com a suspensdo de conidios
de R. areola com o auxilio de um pulverizador manual, de modo a cobrir o mais
homogéneo possivel as superficies abaxial e adaxial das folhas. Posteriormente, as plantas
foram mantidas em camara de nevoeiro (temperatura de 25°C e umidade relativa de *
90%) por 48 h e, em seguida, transferidas para casa de vegeta¢do onde permaneceram até
o surgimento dos sintomas da doenca.

Folhas destacadas de plantas de algodoeiro também foram inoculadas com R. areola.
As folhas coletadas de plantas crescendo em casa de vegetagdo foram lavadas com agua
destilada estéril e colocadas sob tela de nailon no interior de gerbox contendo uma
esponja umedecida com agua. Os peciolos das folhas foram envolvidos em algodao
umedecido com agua estéril. A inoculacdo da face adaxial das folhas foi realizada
pulverizando-as com uma suspensdo de conidios na concentragio de 1,5 x 10°
conidios/ml. Posteriormente, os gerbox foram transferidos para cdmara de crescimento
tipo B.O.D. (temperatura de 25°C, umidade relativa de = 60% e fotoperiodo de 12 h
luz/12 h escuro) onde permaneceram até as 12 horas apds inocula¢do (HAI).

3.3 Coleta e preparo das amostras de folhas de algodoeiro para observacdes do
processo infeccioso de R. areola utilizando a microscopia eletrénica de varredura
(MEYV)

Fragmentos de folhas (= 5 cm?) contendo sintomas da mancha de ramularia e sinais do

patogeno foram coletados das plantas de algodoeiro aos 12 e 22 dias apds a inoculacdo

(DAI). Fragmentos de folhas também foram coletados das folhas inoculadas com R.
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areola em condi¢des controladas as 12 (HAI). Os fragmentos obtidos foram colocados em
frascos de vidro contendo fixativo glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sddio 0,1
M (pH 7,2) e, em seguida, armazenados em geladeira. Apds uma semana, os fragmentos
foram lavados com tampdo cacodilato de sodio por quatro vezes durante 10 min e
desidratados em uma série alcoolica de 30, 50, 70, 80, 95 ¢ 100%, com intervalos de 10
min entre as trocas, sendo realizadas trés passagens na ultima concentracdo, no mesmo
intervalo de tempo. As amostras coletadas aos 12 e 22 DAI foram pos-fixadas com
tetroxido de 6smio a 1% preparado em tampdo cacodilato de sédio 0,2 M (pH 7,2),
durante 2 horas, em condi¢cdes ambiente. Apos a desidratacdo, os fragmentos foram
submetidos a secagem em ponto critico utilizando-se o aparelho “Critical Point Dryer”
(Balzers, modelo CPD020). Uma parte dos fragmentos foram montados sobre suportes
metalicos “stubs” de aluminio cobertos previamente com fita adesiva dupla face. A outra
parte das amostras foi fragmentada transversalmente com auxilio de um bisturi para
obtencdo de fragmentos de folhas de ~1 mm de altura. Esses fragmentos foram dispostos
sobre os “stubs” com a face cortada voltada para cima. Em seguida, todos os fragmentos
foram cobertos com ouro por meio de metalizagdo no aparelho “Sputter Coater” acoplado
a uma “Freezing Drying Unit” (Balzers, FDU010). Os fragmentos de folha foram
examinados no microscopio eletronico de varredura (MEV) (LEO, modelo 1430VP)
operado a 10 Kv para a obten¢do das micrografias eletronicas.
3.4 Avaliacio da severidade da mancha de ramularia em plantas de algodoeiro

A severidade da doenga nas plantas de algodoeiro foi avaliada aos 12 e 22 DAI
utilizando-se uma escala diagramatica com severidade variando de 0,05% a 67,20%

(Aquino et al., 2008b).
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4. RESULTADOS & DISCUSSAO

O processo infeccioso de R. areola em folhas de algodoeiro, investigado através da
microscopia eletronica de varredura, mostrou que os conidios do fungo germinaram e
produziram, em sua maioria, dois tubos germinativos nas suas extremidades (Fig. 1a). As
extremidades dos tubos germinativos cresceram em dire¢do ao interior dos estomatos
mais proximos passando pelas cristas das células guardas, mas sem penetra-los (Fig. 1b).
Em alguns casos, o tubo germinativo foi encontrado lateralmente as células guardas do
estomato sem se dirigir para o interior da cavidade sub-estomatica, o que possivelmente
indicou a auséncia de quimiotropismo (Fig. 1b). Fato semelhante também foi registrado
para outras espécies de patdgenos como Puccinia sorghi Schwein. e Septoria silybi Pass.,
em sorgo e cardo mariano, respectivamente (Wynn, 1981; Moscow & Lindow, 1989).
Além disso, um unico conidio de R. areola foi capaz de originar mais de um tubo
germinativo durante o processo de germinacdo, onde foi observado que 87% dos conidios
germinados formaram dois tubos germinativos, a exemplo do que foi relatado para
Ramularia rhei Allesch. em ruibarbo (Rheum rhaponticum), onde 80% dos conidios
germinados também formaram dois tubos germinativos (Zhao et al., 2006). Graaf et al.
(2002) relataram encontrar até quatro tubos germinativos oriundos de um Unico conidio
germinado de Phoma clematidina (Thiim.) Borema. Essa grande quantidade de tubos
germinativos foi atribuida ao fenomeno denominado de confusdo trépica, o qual é um
mecanismo de resisténcia do hospedeiro para impedir o processo de penetracdo de alguns
patogenos fungicos (Wynn, 1981). Sabe-se que, grande disponibilidade de nutrientes na
filosfera da planta hospedeira poderia inibir ou até mesmo maximizar a formagao de tubos
germinativos pelos conidios do patdgeno e, consequentemente, trazer algumas vantagens

adaptativas para tal, como garantir que a penetracdo no interior dos tecidos do hospedeiro
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ocorra com sucesso. Babu et al. (2007, 2009) estudando os patossistemas mamona-
Cercospora ricinella Sacc. & Berl. e mandioca-Cercospora henningsii Allesch., também
ndo observaram direcionamento dos conidios dessas duas espécies de fungos para o

interior dos estomatos presentes na superficie adaxial das folhas dos seus hospedeiros.

Figura 1. Eletromicrografias de varredura dos detalhes da germinagdo e penetragdo dos
conidios de Ramularia areola na superficie abaxial das folhas de algodoeiro (Seta =
conidio; Duas setas = estomato (b) e tubo germinativo penetrando pelo estdamto (c);
Cabeca de seta = tubo germinativo). Barras ema =10 pm; b e ¢ =20 um.
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Os tubos germinativos de R. areola foram de certa forma, alongados (Fig. 1b), o que
leva a crer na existéncia de uma relagdo nutricional entre o fungo e a filosfera da folha do
algodoeiro. Fato semelhante foi relatado por Ellingboe (1972) para o patossistema
cevada-Erysiphe graminis. A penetracdo do tubo germinativo de R. areola nas folhas de
algodoeiro ocorreu tendenciosamente via estomato (Fig. 1c), indicando ser esse o local
preferencial de entrada no hospedeiro para garantir que a colonizag¢do dos tecidos seja
eficiente. Nao foi observado a presenga de apressoérios, nem mesmo rudimentares, nas
extremidades dos tubos germinativos formados pelos conidios de R. areola, a exemplo do
que ¢ comumente observado em outras espécies de fungos tais como Pyricularia grisea
(Cooke) Sacc. em arroz (Ohtake et al., 1999). O processo de penetracdo de algumas
espécies de fungos a exemplo de P. grisea em arroz ocorre mediante a formacgido de um
apressorio muito bem elaborado que necessita de energia oriunda do conidio para garantir
a formag@o de uma pressao de turgor necessaria para vencer mecanicamente a camada de
cuticula e a parede celular do hospedeiro (Howard et al. 1991; Xu et al. 1998). Existe um
relato na literatura de que conidios de R. areola sdo capazes de formar apressorios, porém
apenas quando as plantas sdo submetidas as condigdes de noites com alta umidade
relativa e dias secos (Rathaiah, 1977), condi¢des essas que ndo ocorreram no presente
trabalho.

A facilidade do fungo R. areola em entrar pelos estomatos sem nenhum impedimento
a nivel tigmotropico pode contribuir para que o processo de colonizagdo seja eficiente.
Diversos autores concordam com a afirma¢do de que os estdmatos sdo vias preferenciais
para a penetragdo fungica (Ruehle 1964; Moscow & Lindow 1989; Pimentel et al. 2006;
Dehpour et al. 2007; Graga 2007). Porém, a relagdo de alguns fungos causadores de
doengas foliares com os estdmatos de seus hospedeiros é complexa. Algumas espécies de

fungos biotréficos podem secretar terpendides que aumentam o fluxo de potassio no
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interior das células guardas dos estomatos induzindo a abertura constante dessas
estruturas e, consequentemente, a perda excessiva de dgua pela transpiracdo da folha
(Turner & Graniti, 1969), podendo também ocorrer o inverso (Arntzen et al., 1973). Sabe-
se que fatores de natureza quimica possivelmente envolvidos com a fase de penetracdo de
R. areola ainda ndo foram relatados na literatura.

A esporulagdo de R. areola ocorreu apenas em tecidos necrosados das folhas de
algodoeiro com os conididforos emergindo agrupados através dos estdmatos (Fig. 2a-b).
A esporulagdo do fungo pelos estdmatos das folhas de algodoeiro aumentou dos 12 (Fig.
2¢) aos 22 DAI (Fig. 2d).

Observou-se esporulacdo do fungo pelo estdmato presente na nervura foliar, o que
passa a ser uma ocorréncia quase que atipica para o patossistema estudado (Fig. 2e).
Fungos que colonizam preferencialmente as nervuras das folhas sdo comumente mais
agressivos, pois, em contato direto com os vasos Xilematicos carreando seiva bruta,
podem disseminar suas estruturas reprodutivas, além de toxinas, de forma mais rapida e
eficiente a exemplo do que se conhece para o patossistema feijdo-Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magmis) Briosi & Cavana (Jerba et al., 2005). No caso do
algodoeiro, ¢ incomum observar a presenca de estomatos sob a regido da nervura foliar.
Babu et al. (2009) também relatam o mesmo fato em folhas de mandioca. A presencga de
estruturas reprodutivas de R. areola em estOmatos presentes na regido da nervura foliar
leva a crer que o fungo tenha colonizado os tecidos vasculares do algodoeiro e ndo sendo
necessariamente especifico para tecidos da regido do mesoéfilo ou parénquima.

A esporulacdo de R. areola ocorreu nas faces adaxial e abaxial da folha de algodoeiro
(Fig. 2f). Resultados semelhantes foram observados por Koike et al. (2004) para
Ramularia sphaeroidea Sacc. em Vicia sp. e também por Babu et al. (2007) para C.

ricinella em folhas de mamona. Observou-se uma grande quantidade de hifas de R. areola
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colonizando inter e intra celularmente a regido do mesdfilo das folhas de algodoeiro (Fig.
2f). Observou-se o colapso de um grande numero de células na regido necrética da folha
de algodoeiro somente aos 22 DAI (Fig. 2f), indicando um avangado estagio de infeccdo.
Huss & Sachs (1998) e Hostert et al. (2006) diagnosticaram os primeiros sintomas da
infeccdo por Ramularia collo-cygni B. Sutton & J.M. Waller em cevada e Ramularia
carthami Zaprom. Em cértamo, respectivamente, aos 7 DAI. Entretanto, Huerta-Espino et
al. (2006) relataram um periodo de 14 dias para o desenvolvimento dos primeiros
sintomas causados por Ramularia cercosporelloides V. Bram & Crous em folhas de
cartamo, o que demonstra ocorrer variabilidade fisioldgica para os fungos do género
Ramularia. Em termos praticos, a diagnose precoce da colonizacdo por fungos foliares
nos tecidos dos seus hospedeiros, ¢ importante por representar uma evidéncia da presenca

do patogeno e, com isso, iniciar o controle da doenca.
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Figura 2. Eletromicrografias de varredura dos processos de colonizagdo e esporulagdo em
folhas de algodoeiro por R. areola nas superficies adaxial e abaxial da epiderme. a. inicio
da esporulagdo dos conidios pelo estdmato (cabeca de seta = conidios); b. estddio
avancado da esporulagdo (cabega de seta = conidioforos e seta = conidio); c. caso atipico:
esporulacdo sob a nervura foliar (seta = estdmato); d. esporulagio aos 12 DAI; e.
esporulagdo aos 22 DAI; f. coloniza¢do de hifas de R. areola em folhas fraturadas de
algodoeiro (seta = esporulacdo em ambas as faces da superficie da folha; cabeca de seta =
hifas de R. areola colonizando inter e intra celularmente na regido do mesofilo). Barras
ema,b,e =20 um;c,def=100 um.
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A observagdo a nivel microscopico corrobora com os sintomas da mancha de
ramuldria observados na face adaxial de folhas de algodoeiro aos 12 DAI (Fig. 3). Esses
sintomas se maximizaram aos 22 DAI quando uma intensa esporulacdo do fungo foi
observada na superficie adaxial das folhas, o que foi fielmente retratado pela maior

severidade da doenga (Fig. 3).
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Figura 3. Severidade da mancha de ramularia em folhas de algodoeiro aos 12 e 22 DAI
com Ramularia areola. Os sintomas da doeng¢a na face adaxial das folhas de algodoeiro
estdo representados para cada €poca de avaliagdo.

Ao contrario de Alternaria alternata (Fr.) Keissl. que produziu estruturas reprodutivas
diretamente nas lesdes necroticas formadas nas folhas de tangerina infectadas, os
estomatos presentes nas folhas de algodoeiro aparentaram ser uma via acessivel para a
esporulagdo de R. areola (Dehpour et al., 2007). Algumas espécies de fungos podem,
inclusive, produzir conidioforos sustentando conidios tanto na pagina adaxial quanto
abaxial da folha a exemplo do que foi relatado para C. ricinella em mamona (Babu et al.,

2007) e também para R. areola no presente trabalho.
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Os resultados desse trabalho contribuem para melhor elucidar o processo infeccioso
de R. areola em algodoeiro. Essas informagdes sdo importantes porque contribuem para o
melhor entendimento da relagdo fungo-planta no sentido de que medidas de controle que

sejam mais eficientes para o controle da doenga sejam obtidas.

5. CONCLUSOES

» Os conidios germinaram a partir das 12 HAI;

» A maioria dos conidios germinados formou pelos menos dois tubos germinativos;

» A penetragdo do tubo germinativo de R. areola nas folhas de algodoeiro ocorreu
via estdmato;

» A esporulagdo de R. areola ocorreu nas faces adaxial e abaxial da folha de
algodoeiro;

» A colonizagdo das hifas de R. areola foi inter e intra celularmente a regido do
mesofilo das folhas de algodoeiro;

» Os primeiros sintomas da doenca surgiram em ambas as faces da folha de

algodoeiro aos 12 DAL
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