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RESUMO

Neste trabalho, descreve-se um método para selecdo de genotipos de algodoeiro resistentes a murcha-de-fusario, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum. Sementes de diferentes genotipos de algodoeiro foram plantadas em bandejas com células (volume
de 25 mL), contendo vermiculita esterilizada. Aos 5 e 7 dias ap6s o plantio, depositaram-se, em cada célula, 2 mL de uma suspenséo de
5x 100 esporos/mL do patogeno. Avaliou-se diariamente, por 15 dias consecutivos a partir do décimo dia apds a inoculagdo (DAI), a
severidade da doenga em cada plantula. A resisténcia dos gendtipos foi estimada por meio da area abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD), além das variaveis calculadas aos 25 DAI: severidade da doenga, porcentagem de plantulas com escurecimento do sistema
vascular e porcentagem de plantulas com o patégeno interno aos vasos (re-isolamento). Considerando a AACPD, os gendtipos Bayou
SM-1 e Coker 312 foram mais resistentes que Deltapine 45A. Para a variavel severidade aos 25 DAI, além de Bayou SM-1 e Coker 312, o
genotipo Auburn 56-24 também foi mais resistente que Deltapine 45A. O genotipo Coker 312 foi mais resistente do que Acala 44 apenas
para esta variavel. Houve correlagdo significativa entre AACPD e severidade aos 25 DAI, sendo esta ultima mais adequada na selegdo
para resisténcia, devido & sua praticidade.
Palavras-chave: melhoramento, resisténcia genética, Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum.

ABSTRACT
A simple and fast method to screen cotton genotypes for fusarium wilt resistance

This study describes a new method to screen cotton genotypes for wilt resistance caused by Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum.
Cotton genotypes were sown in germination trays (25 mL each cell) with sterilized vermiculite. On the fifth and the seventh days after
germination, each seedling was inoculated with a suspension adjusted to 5 x 10° spores/mL. Resistance was evaluated using 1) the area
under disease progress curve (AUDPC), for 15 days starting on the tenth day after the first inoculation (DAI); 2) disease severity on the
25" DAL 3) percent of seedlings showing vascular system browning and 4) percent of seedlings with pathogen in the vascular system on the 25"
DAL No significant differences were found among genotypes Clevewilt 6, Auburn 56-24, Bayou SM-1, Coker 312, Stoneville 132, IAC RM2
and BJ 1302 for AUDPC and disease severity. When considering disease severity, genotypes Auburn 56-24, coker 312 and Bayou SM-1 were
more resistant than Deltapine 45A, whereas for AUDPC only Coker 312 and Bayou SM-1 were more resistant than Deltapine 45A. Coker 312
was more resistant than Acala 44 only for disease severity. There was a significant correlation between AUDPC and disease severity, however,
due to its ease, the latter index was found to be the best to screen cotton genotypes for fusarium wilt resistance.
Keywords: cotton breeding, genetic resistance, Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum.

A murcha-de-fusario, causada pelo fungo Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum W.C. Snyder & H.N. Hansen,
afeta o algodoeiro em qualquer estadio de desenvolvimento.
Em plantulas, ocorre amarelecimento, murcha e necrose
das folhas cotiledonares; em plantas adultas, ocorre
amarelecimento em areas irregulares da superficie foliar e
murcha de folhas e ramos. Algumas plantas afetadas podem

Parte da dissertagdo de Mestrado do primeiro autor. Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Recife PE. 2008.

Tropical Plant Pathology 34 (1) January - February 2009

sobreviver a doenca, emitindo novas brotagdes proximas ao
solo, mas, em geral, os ramos originados a partir desses novos
brotos nao sdo produtivos. Durante o processo infeccioso,
as plantas perdem todas as folhas e as novas brotagdes
caem. Internamente ao caule, ocorre escurecimento dos
feixes vasculares, devido a oxidacao e a polimerizagao de
compostos fenolicos. As plantas que conseguem sobreviver
sofrem severa reducao de crescimento (Davis et al., 2006).

O patogeno pode sobreviver no solo na forma de
estruturas de resisténcia (clamiddésporos) por periodos
superiores a 12 anos (Smith & Snyder, 1975), sendo a
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dispersdo de propagulos a curtas distancias favorecida
pelo movimento de particulas de solo contaminado,
principalmente por meio de maquinas agricolas, do
vento e da agua; a longas distancias, a dispersdo ocorre
principalmente por meio de sementes infectadas (Davis et
al., 20006).

A murcha-de-fusario ¢ agravada pelo ataque
de nematodides dos géneros Meloidogyne (Kofoid &
While) Chitwood, Rotylenchulus (Linford & Oliveira) e
Pratylenchus (Godfrey) Filipjev & Schurmns Stekhoven,
por debilitarem a planta e provocarem ferimentos nas raizes,
facilitando a penetragdo de F. oxysporum f.sp. vasinfectum no
seu sistema radicular (Colyer, 2001). Além dos nematdides,
outras condigdes, tais como solos com alto teor de areia,
baixo pH, fertilidade desequilibrada, temperaturas entre
25°C e 32°C e alta umidade, favorecem a doenga.

O manejo da murcha-de-fusario ¢ realizado
principalmente por meio do principio da exclusdo, evitando-
se a introducdo do patdgeno em areas isentas. A utilizagdo
de sementes livres do patdogeno e o tratamento de sementes
com fungicidas sdo fundamentais. Outras taticas importantes
no manejo dessa doenca sdo a rotagdo de culturas e o uso de
cultivares resistentes (Suassuna & Coutinho, 2007).

Apesar de nao terem sido identificados genotipos
imunes a essa doenga dentro da espécie Gossypium hirsutum,
cultivares comerciais comniveis de resisténcia, de moderado
aalto, tém sido desenvolvidas. Em G. hirsutum, as primeiras
cultivares resistentes desenvolvidas eram pouco produtivas
e com caracteristicas de fibra inferiores as das cultivares
suscetiveis. No Brasil, atualmente, as cultivares IAC 24,
BRS Aroeira e BRS Sucupira tém bom desempenho produtivo,
mesmo quando cultivadas em solos com alta infestagdo de F.
oxysporum f.sp. vasinfectum (Suassuna & Coutinho, 2007).

Para que se possa introgredir resisténcia a murcha-de-
fusario em cultivares-elites de algodoeiro, ¢ imprescindivel a
identificagdo de fontes de genes de resisténcia, principalmente
em acessos que possuam outras caracteristicas agrondmicas
desejaveis.

Varios métodos tém sido usados para selecionar
genodtipos com resisténcia a murcha-de-fusario. O método de
“deeping”, comumente usado (Wiles, 1963; Wickens, 1964;
Bugbee & Sappenfield, 1972; Miller & Cooper, 1967), apesar
de confiavel ¢ muito laborioso e pode causar injliria no sistema
radicular da planta.

Para que haja sucesso no processo de sele¢dao para
resisténcia, ha necessidade de fontes de genes de resisténcia,
previamente caracterizadas como resitentes, e de um método
efetivo de inoculacdo e avaliagdo das plantas. A maneira mais
simples de selecionarem-se plantas resistentes ¢ o cultivo
em solo infestado, natural ou artificialmente (Perry, 1962).
Entretanto, esse método nao se adequa a sele¢do de plantas
individuais, devido ao eventual escape de inoculagdo.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
método facil, rapido e acurado de seleg@o para quantificar
a resisténcia de gendtipos de algodoeiro a murcha-de-
fusario em condig¢des controladas. Os experimentos foram
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realizados no Laboratério de Fitopatologia ¢ na casa de
vegetacao da Embrapa Algoddo, em Campina Grande, PB.

Todos os genotipos de algodoeiro usados neste
estudo foram cultivados na Estagdo Experimental de Santa
Helena de Goias, GO, e auto-fecundados por, pelo menos,
uma geragdo. Todas as plantas que geraram as sementes
usadas nos ensaios nao desenvolveram sintomas da doenga.
As sementes obtidas foram deslintadas com acido sulfurico
e armazenadas em camara fria (temperatura de 15°C +3°Ce
umidade abaixo de 40%) até a conducdo dos ensaios.

Foram utilizados quatro isolados de F. oxysporum
f. sp. vasinfectum, obtidos de plantas de algodoeiro com
sintomas da doenga, coletadas em diferentes areas de
plantio de algoddo no pais (CNPA 0003, Votuporanga—SP;
CNPA 0005, Campina Grande PB; CNPA 0006, Acreuna
GO e CNPA 0007, Sao Desidério BA).

Os isolados foram cultivados em placas de Petri,
contendo meio SNA - Sinthetic Nutrient Agar (Nuremberg,
1981) e incubados em condi¢des controladas (temperatura
de 25°C + 2°C e fotoperiodo de 12 h), durante dez dias.
Na preparagdo do inoculo, foram adicionados 10 mL de
agua destilada e esterilizada em cada placa. Os conidios
foram liberados das coldnias fungicas, com o auxilio de
alca de Drigalski, e a suspensao resultante filtrada em uma
camada dupla de gaze esterilizada. A suspensdo de conidios
foi ajustada para 5x10° esporos por mL, utilizando-se
hemacitémetro.

Previamente, testaram-se algumas modifica¢des do
método desenvolvido por Perry (1962), que ¢ laborioso,
com a utilizagdo de quatro cultivares de diferentes niveis
de resisténcia; como em todos os testes houve remocgao
de plantulas antes da inoculagdo, o que provocou injurias,
decidiu-se, entdo, por inocular as plantulas sem transplante.
Dessa forma, o método adotado consistiu no plantio de
sementes de algodoeiro, previamente desinfestadas com
hipoclorito de sédio na concentragao de 1%, por 2 minutos,
em bandejas de plastico para germinacgdo, contendo 162
células (18x9), sendo 25 mL o volume de cada célula. As
bandejas foram dispostas em casa-de-vegetagao climatizada
sobre bancadas recobertas com lona de polietileno, contendo
uma camada de arcia lavada esterilizada utilizada como
suporte. Adicionou-se vermiculita esterilizada a cada célula
das bandejas, plantando-se uma semente por célula. Aos
5 e 7 dias apds o plantio, depositaram-se, em cada célula,
2 mL de uma suspensdo de esporos ajustada para 5 x 109
esporos/mL, contendo proporg¢des iguais de esporos dos
quatro isolados supracitados. Durante a execugdo do ensaio,
a temperatura média externa variou entre 22,8 € 25 °C e a
umidade relativa do ar manteve-se acima de 60 %.

Paravalidagdo do método, testaram-se nove genotipos
de algodoeiro com niveis diferentes de resisténcia a doenca:
Resistentes: Cleverwilt 6, Bayou SM-1 (Hillocks, 1992) e
Auburn 56-24 (Gridi-Papp et al., 1984); Moderadamente
resistente: JAC RM2 (Gridi-Papp et al., 1984); Suscetivel:
Acala 44 (Davis et al., 1996) e Resisténcia desconhecida:
Coker 312, Stoneville 132, Deltapine 45A ¢ BJ 1302.
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Utilizou-se o delinecamento experimental de blocos ao
acaso, com seis repeti¢des, sendo a parcela constituida por
18 plantulas.

As avaliagoes foram realizadas diariamente
durante 15 dias consecutivos, a partir do décimo dia
apos a primeira inoculacdo (DAI), atribuindo-se notas,
conforme escala proposta por Wickens (1964), com
modificagdes: 0: sem sintomas; 1: amarelecimento nos
cotilédones; 2: amarelecimento nos cotilédones, inicio de
murcha e escurecimento das nervuras; 3: murcha total dos
cotilédones, porém com o caule verde; 4: morte da plantula
(tombamento).

As notas de severidade da doenga em cada plantula
na parcela foram utilizadas para calcular um indice de
intensidade de infecgdo (I), expresso como I:senzu), para
cada distribuigdo de frequéncia obtida na parcela (Amaral,
1969), com as modificagdes propostas por Czermainski
(1999). Os dados diarios da variavel o, calculada a partir
da transformacio angular w=arcsen\I, foram usados para
calcular a area abaixo da curva de progresso da doenga -
AACPD (Campbell & Madden, 1990).

Apds a ultima avaliagdo da severidade da doenga
aos 25 DAI, as plantulas foram retiradas do substrato,
seccionadas na regido do colo e, por meio de inspecdo
visual, foi quantificada a porcentagem de plantulas com
escurecimento do sistema vascular. Em seguida, procedeu-
se ao isolamento indireto de todos os fragmentos de caule
de todas as plantulas em meio BDA (Batata — Dextrose
— Agar), para quantificagdo do niimero de plantulas com o
patdgeno interno ao sistema vascular.

As variaveis AACPD, severidade da doenga aos
25 DAI, porcentagem de plantulas com escurecimento do
sistema vascular e porcentagem de plantulas contendo o

patdégeno no sistema vascular foram submetidas a analise
de variancia, com delineamento de blocos ao acaso, e as
médias comparadas entre si pelo teste de Tukey, utilizando-
se o software SAS System® versao 9.1 (SAS Institute
Inc. Cary, NC, USA). Também foram realizados testes de
correlagdo entre as variaveis mensuradas.

Os primeiros sintomas nos cotilédones foram
observados entre 10 e 19 dias apods a inoculagdo, sendo
observada flacidez das bordas de um ou de ambos os
cotilédones, com amudanga gradativa de tonalidade do verde
claro para o amarelo, dependendo do nivel de resisténcia
do genotipo. Os sintomas rapidamente progrediram da
borda para todo o limbo do cotilédone e, apds perderem
totalmente a coloragdo verde natural, as nervuras primarias
tornavam-se  escurecidas; eventualmente, as folhas
cotiledonares e o primeiro par de folhas verdadeiras caiam
da plantula naturalmente. Quando todas as folhas estavam
mortas, o caule tornava-se escuro, sendo possivel observar
esporulagdo abundante na sua base, constatando-se apenas
macroconidios.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos
para as variaveis AACPD (P=0,0114) e severidade da
doenca aos 25 DAI (P=0,0013). Considerando-se a variavel
AACPD, os genotipos Bayou SM-1 e Coker 312 foram
mais resistentes que o genétipo Deltapine 45A (Tabela
1). Para a variavel severidade da doenga aos 25 DAI, os
genoétipos Bayou SM-1, Auburn 56-24 ¢ Coker 312 foram
mais resistentes que Deltapine 45A. Verificou-se também
que o genotipo Coker 312 foi mais resistente que a Acala
44 para esta varidvel.

Houve correlagdo positiva entre as variaveis
AACPD e severidade da doenga aos 25 DAI (1=0,89024,
P<0,0001) e entre AACPD e porcentagem de escurecimento

TABELA 1 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), severidade aos 25 dias apos a inoculagio,
porcentagem de plantulas com escurecimento do sistema vascular e porcentagem de re-isolamento de plantulas
de nove gendtipos de algodoeiro inoculados artificialmente com £ oxysporum f.sp. vasinfectum

Genétipo AACPD Severidade da doen¢a Escurecimento Re-isolamento
(25 DAI) (%) (%)
Stoneville 132 193,23 ab 22,393 abc 24,784 52,749
Clevewilt 6 192,58 ab 22,225 abe 19,156 56,551
Deltapine 45A 306,15 a 34,387 a 32,737 59,861
Acala 44 242,74 ab 32,237 ab 33,181 56,997
Auburn 56 24 175,99 ab 18,803 bce 26,468 56,902
Bayou SM-1 160,02 b 18,973 be 18,945 75,750
BJ 1302 (S 1062) 207,73 ab 22,407 abc 17,734 57,970
Coker 312 153,04 b 18,262 ¢ 20,714 58,088
IACRM 2 260,46 ab 27,923 abc 29,762 52,656
Média 210,22 24,18 24,83 58,61
P 0,0114 0,0013 0,6101 0,3232
Ccv 34,35 29,96 66,99 26,13
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do sistema vascular (r=0,48425, P=0,0002), entretanto,
ndo houve correlagdo entre AACPD e re-isolamento do
patdogeno de plantulas. Constatou-se também que houve
correlagdo entre as variaveis severidade da doenga aos 25
DALI e porcentagem de escurecimento do sistema vascular
(r=0,54031, P<0,0001), entretanto, ndo houve correlagdo
entre a porcentagem de escurecimento e frequéncia de re-
isolamento do patogeno de plantulas.

Com base na correlag@o significativa entre AACPD
e severidade da doenga aos 25 DAI, a ultima variavel ¢ mais
adequada para ser usada na selegdo de um numero elevado
de gendtipos, devido a sua praticidade. A variavel AACPD,
apesar de integrar toda a curva de progresso da doenga,
levando-se em consideragdo o inicio da epidemia e a
magnitude do incremento da severidade da doenga ao longo
do tempo, tem seu emprego dificultado em estudos com
muitos genotipos, em virtude de serem necessarias muitas
avalia¢des, devendo ser limitada a testes de avaliagdo de
poucos gendtipos ou ensaios em campo.

A correlacdo entre as variaveis AACPD, severidade
da doenga aos 25 DAI e escurecimento do sistema vascular,
embora significativa, foi relativamente baixa. Portanto,
deve-se ter cautela no uso da varidvel escurecimento do
sistema vascular em testes de selecdo de genétipos em
condigdes controladas.

O fato de ndo haver correlagao entre escurecimento
do sistema vascular e re-isolamento do patogeno de
plantulas, deve estar relacionado a outro mecanismo
de resisténcia, que ndo oclusio do sistema vascular
nem formagdo de toxinas, que esteja contribuindo para
a resisténcia das plantas. Bugbee (1970) estudou este
fendmeno em gendtipos com a mesma taxa de oclusdo do
sistema vascular e diferentes niveis de resisténcia a murcha,
concluindo que a resisténcia era devida, principalmente, a
rapida capacidade de regenerac@o dos vasos condutores.

A simples inspe¢do visual do escurecimento do
sistema vascular pode nao ser suficiente para constatar
o inicio da resposta de resisténcia com base na oclusdo
do xilema; no entanto, esse procedimento associado ao
isolamento indireto do patégeno, a partir da base do caule,
pode ser empregado para a confirmagdo da presenga do
agente causal da murcha no sistema vascular das plantas
afetadas, conforme as médias gerais verificadas para essas
variaveis, ou seja, 24,83%, para inspe¢ao visual, ¢ 54,81%,
para isolamento indireto.

Todos os tratamentos (genotipos) tiveram frequéncia
de infecgdo (com base no re-isolamento do patogeno)
acima de 50%, o que caracteriza a eficiéncia do método no
favorecimento da infec¢@o pelo patdgeno, devido ao espago
reduzido para o desenvolvimento das raizes. Apesar de todo
o controle local, ainda houve escape (plantas assintomaticas
e sem o patdgeno interno nos vasos), embora ndo tanto
quanto o verificado em outros métodos de inoculagao,
como aqueles descritos por Wiles (1963), Wickens (1964),
Miller & Cooper (1967) e Bugbee & Sappenfield (1972).
Uma possivel explicagdo para a ocorréncia do escape ¢ o
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potencial de indculo, uma vez que a suspensao de esporos
foi preparada em agua destilada esterilizada. Wang et al.
(1999) verificaram que o indculo preparado em meio de
cultura liquido causou maior severidade da doenga em
plantas de algodoeiro que o indculo preparado com agua
destilada. Possivelmente, alguns metabolitos secundarios
produzidos no meio de cultura liquido tém alguma fungao
no processo de infecgao.

Neste estudo, a concentragdo da suspensdo de
esporos usada para a inoculag@o, ou seja 5x10° esporos
por mL, foi suficiente para a diferenciagdo entre genotipos
resistentes e suscetiveis, contrastando com os resultados
obtidos por Gridi-Papp et al. (1979), cujo método de
inoculagdo empregado s6 permitiu tal diferenciagdo com
uma suspensao de esporos 10 vezes mais concentrada.

Apesar desse método ser eficiente na selecdo de
gendtipos resistentes a murcha-de-fusario em condigdes
controladas, ¢ fundamental que os genétipos também
sejam avaliados em campo, sob condi¢do de infecgdo
natural simultanea de F. oxysporum f.sp. vasinfectum e dos
nematoides patogénicos ao algodoeiro.
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