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RESUMO

DANTAS, Fabianne Vasconcelos. M.Sc. Universidade Estadual da Paraiba / Embrapa Algodéo.
Agosto de 2012. Reacdo de gendtipos de algodoeiro em substrato artificialmente infestado

com Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum. Dartanha José Soares (Orientador).

O algodoeiro é afetado por uma série de doencas que podem ser um fator limitante a
produtividade, dentre estas merece destaque a murcha vascular causada pelo fungo Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov). Pretendeu-se neste trabalho caracterizar gendtipos de
algodoeiro destinados ao cultivo nas condicBes climaticas do Nordeste brasileiro (cerrado e
semiarido) quanto a sua resisténcia ao agente causal da murcha-de-fusério. Foram testados 26
genotipos de algodoeiro do banco de germoplasma da Embrapa Algod&o, sendo utilizado como
padrdo de suscetibilidade, a cultivar Deltapine 744. Para a preparacdo do inéculo foram
utilizados dois isolados de Fov (CCMF-CNPA 0005 e 0007), escolhidos com base na origem
(Campina Grande - PB e Sdo Desidério - BA, respectivamente) e na agressividade dos mesmos.
Para todos os ensaios o in6culo foi preparado seguindo a metodologia de “chaff-grain” com
adaptacdes. A quantificacdo do indculo foi feita pela por meio da contagem direta do nimero de
esporos e da determinacdo do nimero de unidades formadoras de coldnias. Os ensaios foram
conduzidos em casa de vegetacdo climatizada sobre bancadas, onde plantulas dos diferentes
gendtipos de algodoeiro entre cinco a sete dias de idade apds emergéncia foram transplantadas
para recipientes contendo substrato de cultivo com o fungo incorporado e como testemunhas
foram utilizadas plantulas transplantadas para substrato de cultivo sem incorporacdo do fungo.
Os gendtipos testados foram avaliados por meio da determinacdo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) e por meio da determinacdo do indice de escurecimento vascular
modificado (IEV). Na primeira metodologia as plantas de cada repeticdo foram avaliadas
individualmente cada atribuindo-se uma nota, baseada em uma escala de 0 a 4, a cada 4 dias

durante 36 dias; a partir da notas de cada repeti¢do foi calculado indice de intensidade de doenga
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(IID) para cada avaliacdo e, a partir do IID foi calculada a AACPD. O segundo método de
avaliacdo consistiu na atribuigéo de notas de 0 a 10, baseado no IEV; os valores do IEV foram
utilizados para determinar a classificacéo de resisténcia a murcha-de-fusario (CRMF). A analise
estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o pacote estatistico Sisvar®. A correlacdo dos
métodos de avaliacdo AACPD e CRMF foi determinada por meio da correlacdo de Spearman
(rs). A maioria dos genotipos recomendados para cultivo no cerrado apresentaram niveis
moderados de resisténcia a Fov, enquanto a maioria dos genotipos recomendados para cultivo no
semiarido foram considerados altamente suscetiveis. Portanto, ndo foram detectados gendtipos
imunes ou com elevados indices de resisténcia a Fov, dentre 0s gendtipos testados. O método de
inoculacédo de "chaff-grain” se mostrou extremamente eficaz no processo de infec¢do da planta.
Os métodos de avaliacdo por meio da area abaixo da curva de progresso da doenca - AACPD e
indice de escurecimento vascular - IEV, apresentaram alta correlacdo, sendo o método de
avaliacdo do indice de escurecimento vascular considerado menos laborioso e mais preciso
quando comparado com o0 método de avaliacdo por meio da area abaixo da curva de progresso da

doenca.

Palavras-chave: Gossypium spp., inoculacao natural, resisténcia genética.
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ABSTRACT

DANTAS, F. V. M.Sc. Universidade Estadual da Paraiba / Embrapa Algoddo. August 2012.
Reaction of cotton in genotypes infested with artificial substrate Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum. Dartanhd José Soares (Adviser).

Cotton is affected by a number of diseases, which can be a limiting factor to productivity.
Among these, vascular wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) has
demanded special attention due to its soil-borne nature and difficulties to management. The
objective of this work was to characterize cotton genotypes appropriate for crop in semiarid and
cerrado regions in the Northeast of Brazil considering its resistance to the causal agent of
Fusarium wilt. We tested 26 genotypes of cotton from the Embrapa Algodao breeding program.
The cultivar Deltapine 744 was used as a susceptible control. For all bioassays, inoculum was
prepared according to the chaff-grain methodology with adaptations, using the isolates CCMF-
CNPA 0005 and CCMF-CNPA 0007. The inoculum was quantified through the direct counting
of spores and number of colonies forming units per gram of solid inoculum (ufc.g™). The
bioassays were conducted in an acclimatized greenhouse. After emergence, seedlings of different
cotton genotypes of five to seven days old were transferred into plant pots containing growing
substrate with fungus inoculum. Seedlings transplanted into the growing substrate without
incorporating the fungus inoculum were used as control. The genotypes tested were assessed
through two different methodologies to determine resistance to Fov. The first assessment method
determined the area with the disease progress curve - AUDPC, by using a disease scale with five
scores ranging from 0 (no symptoms) to 4 (plant’s death). The second evaluation method
consisted in assessing a disease score ranging from 0-10 based on the index of vascular browning
- VBI, as well as estimating the Fusarium wilt resistance rank - FWRR. The statistical analysis
was conducted through Sisvar statistical system. The correlation of assessment methods FWRR
and AUDPC was determined by the Spearman rank correlation (rs). Most cultivars appropriate

for crop in the Cerrado region showed moderate levels of resistance to Fov, whereas most
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genotypes recommended for crop in the semiarid region were considered highly susceptible. The
chaff-grain method proved to be effective for screening cotton genotypes against Fusarium wilt.
There was a high correlation (>0.90) between the evaluation methods of AUDPC and VBI. We
considered VBI the easiest and the most accurate method to evaluate the cotton resistance to
Fov.

Key words: Gossypium spp., genetic resistance, natural inoculation.
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1. INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium spp.) é a principal fonte de matéria-prima das industrias téxteis,
sendo a cotonicultura uma das primeiras atividades agricolas desenvolvidas no Brasil. A cadeia
produtiva dessa cultura possui elevada importancia socioeconémica para o pais, tanto pela
geracdo de emprego quanto pela geracdo de renda. Considerando apenas a safra 2010/2011 o
setor algodoeiro foi responsavel por um faturamento de US$ 37 bilhdes (NEVES e PINTO,
2012).

Até meados da década de 1980, a regido semiarida do Nordeste brasileiro era uma das
principais regifes produtoras de algoddo do pais, entretanto, devido a uma série de fatores,
incluindo a ocorréncia de pragas e doencas, a partir do final daquela década, a cotonicultura
nesta regido entrou em rapido declinio. Foi a partir de 1990 que a cotonicultura brasileira
comecgou a esbocar o cenario hoje vislumbrado do agronegdcio algodoeiro, considerado um dos
mais modernos e organizados do pais (NEVES e PINTO, 2012).

Atualmente a regido Centro-oeste responde pela maior parte do algoddo produzido no
pais, sendo o Estado do Mato Grosso o maior produtor. O uso de tecnologias modernas,
envolvendo agricultura de precisdo e o uso intensivo de insumos agricolas tem contribuido para
que o cerrado brasileiro detenha as mais altas produtividades em &reas néo irrigadas (BELTRAO
et al., 2009). Mais recentemente o Estado da Bahia passou a figurar entre as principais regides
produtoras, sendo hoje considerado o segundo maior estado brasileiro produtor de algodédo
(IBGE 2012). Paralelamente a essa tendéncia de crescimento da cotonicultura nas regides de
cerrado, varias iniciativas tém sido tomadas para soerguer a cotonicultura no semiarido da regido
Nordeste, através do cultivo de algodoeiro com fibras coloridas em sistemas agroecol6gicos ou
organicos, com a utilizagdo de méo de obra familiar, visando a fixagdo do homem no campo
(QUEIROGA et al., 2008).

Em ambas as situacOes existem uma constante busca, por parte dos produtores, de
materiais que sejam geneticamente superiores e que apresentem resisténcia as principais pragas e

doencgas que acometem a cultura. Embora as variedades desenvolvidas para o cerrado brasileiro



sejam frequentemente avaliadas quanto a sua resisténcia as principais doengas, 0 mesmo nédo
pode ser dito em relacdo as cultivares recomendadas para cultivo nas regiGes semiaridas do
Nordeste brasileiro (QUEIROGA et al., 2008).

O algodoeiro é afetado por uma série de doencas que podem constituir fator limitante
para sua exploracdo, principalmente nas condi¢fes do cerrado brasileiro. Por outro lado, no
semiérido nordestino, poucas sdo as doengas com elevado potencial destrutivo para a cultura. A
murcha vascular causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov), é uma das
poucas doencas do algodoeiro que constitui um problema tanto na regido do cerrado quanto na
regido semiérida (SUASSUNA e COUTINHO, 2011; COUTO, 2008).

A murcha-de-fusario, também conhecida como fusariose, foi relatada pela primeira vez
no Brasil em lavouras de algoddo no municipio de Alagoinha, Estado da Paraiba, na década de
30 (SUASSUNA et al., 2008b). Muitos fatores influenciam o desenvolvimento da murcha-de-
fusério no campo, como cultivares suscetiveis ao patdgeno, condi¢cdes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento do pat6geno, tipo e fertilidade de solo, além da interacdo com nematoides, 0s
quais agravam a doenca e subsequentemente aumentam as perdas de rendimento (DAVIS et al.,
2006).

A murcha-de-fusério pode incidir em qualquer estadio de desenvolvimento da planta. No
estadio de plantula usualmente ocorre o escurecimento das nervuras e amarelecimento das folhas
cotiledonares, com posterior seca e morte das plantulas. Em plantas adultas ocorrem
amarelecimento e murcha das folhas e ramos. Plantas que ocasionalmente sobrevivam a doenca
usualmente emitem novas brotac6es, contudo as mesmas ndo sao produtivas (SUASSUNA et al.,
2008b).

O patogeno pode ser disseminado por sementes, e a curta distancia por particulas de solo
contaminado e restos culturais atrelados a maquinas agricolas, podendo ainda ser dispersos por
meio de agua de chuva ou irrigacdo. Além da facil disseminacdo, a inexisténcia de métodos
curativos eficazes para 0 manejo dessa doenca tornam a mesma ainda mais preocupante
(ALLEN, 2007).

O principio da exclusdo € o meio mais utilizado no manejo da murcha-de-fusario, visando
evitar a introducdo do patdégeno em areas livres do mesmo, tanto pelo uso de sementes sadias,
como também pelo tratamento de sementes com fungicidas (SUASSUNA E COUTINHO, 2011).

Embora o0 uso dessas, e outras praticas sejam fundamentais para 0 manejo da doenca, o
uso de cultivares resistentes é considerada a melhor estratégia. Apesar de ndo existir cultivares
imunes a murcha-de-fusério, tem sido desenvolvidas cultivares comerciais classificadas como

resistente e moderadamente resistente, principalmente para as condi¢des do cerrado brasileiro



(SUASSUNA e COUTINHO, 2011), entretanto essa premissa ndo tem sido aplicada com a
mesma énfase para as cultivares desenvolvidas para o Nordeste.

Portanto, para suprir a demanda do cultivo do algodoeiro na regido Nordeste, tanto em
sistemas agroecoldgicos quanto na agricultura empresarial ¢ de suma importancia que 0s
programas de melhoramento do algodoeiro também foquem suas pesquisas no desenvolvimento
de cultivares, tanto de fibras brancas como coloridas, que apresentem elevados niveis de
resisténcia para esse importante patogeno.

Para que isso seja possivel se faz necessario o uso de métodos de caracterizacdo da
resisténcia que sejam facilmente reproduziveis e que permitam a avaliagdo concomitante de um
grande nimero de gendtipos. Dentre os métodos disponiveis, 0 método de “chaff-grain” tem sido
utilizado com sucesso em outros patossistemas, e tem como uma das principais vantagens a
simulacdo de condicdes naturais de infeccdo da planta (LESLIE e SUMMERELL, 2006). Assim
sendo, pretendeu-se neste trabalho caracterizar gen6tipos de algodoeiro destinados ao cultivo nas
condigdes climaticas do Nordeste brasileiro, quanto a sua resisténcia & Fusarium oxysporum f.
sp. vasinfectum, por meio de inoculacdo natural, utilizando-se dois métodos distintos de

quantificacdo da doenca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais e importancia da cultura

O género Gossypium é constituido de 52 espécies, dentre as quais, apenas 4 sao
economicamente exploradas para a producgdo de fibras: G. herbaceum L., G. arboreum, G.
barbadense e G. hirsutum. Os dois Ultimos contribuem com cerca de 8% e 90%,
respectivamente, da fibra produzida mundialmente, as demais espécies sdo selvagens e ndo
apresentam valor econémico (CARVALHO, 2008).

O algodoeiro é considerado a espécie domesticada que em termos econdmicos € mais
bem aproveitada, além da producdo da fibra, principal fonte de matéria-prima das industrias
téxteis, também produz diversos subprodutos como o linter, utilizado para fabricacdo de algodéo
hidrofilo, polvora e tecidos rusticos, o 6leo, que serve tanto para a alimentacdo humana como
para producdo de energia na fabricacdo do biodiesel, e o carogo, pode ser utilizado como
suplemento na alimentacdo humana e animal (NEVES e PINTO, 2012).

Atualmente os principais produtores de algoddo sdo a China, com 6,4 milhdes de
toneladas em 2010 liderando a producdo de algoddo em pluma, india com 5,3 milhdes de
toneladas, Estados Unidos, com 3,9 milhGes de toneladas, Brasil com 2 milhGes de toneladas
ultrapassando pela primeira vez nos ultimos dez anos o Paquistdo, que ocupa hoje a quinta
posicdo entre 0s maiores paises produtores de algoddo com 1,9 milhdo de toneladas de pluma
(NEVES e PINTO, 2012). No cenario mundial da cotonicultura, o Brasil se destaca ndo s6 como
um dos maiores produtores mundiais, mas também como o quarto pais exportador e 0 primeiro
em produtividade em sistema de sequeiro, além de ser o sexto maior consumidor, com quase 1
milh&o toneladas/ano (ABRAPA, 2012).

O Centro-oeste é responsavel pela maior parte da producéo brasileira de algodao, sendo o
estado do Mato Grosso o maior produtor, com participacdo de 52% na producgéo nacional (IBGE,

2012). De acordo com o nono levantamento da safra 2011/2012 da Companhia Nacional de



Abastecimento (CONAB, 2012), o estado obteve um aumento médio na producdo de algoddo em
carogo de 0,9% a mais do que no ano de 2011. O sucesso da cultura do algodoeiro nesta regido €
atribuido ao clima favoravel, terras planas, programas de governos estaduais de incentivo a
cultura e, sobretudo, o uso intensivo de tecnologias modernas, as quais conferem qualidade
superior ou equivalente do algodé&o brasileiro, aos melhores algoddes do mundo (KOURI, 2006).

De acordo com o IBGE (2012), a segunda maior producdo nacional concentra-se na
regido Nordeste do Brasil, no estado da Bahia, representando cerca de 30% da producéo
brasileira. Somando-se ambos os estados, considerados os dois maiores produtores do pais,

totaliza-se, atualmente, 82% da producdo brasileira de algodao.

2.1.1. Algodao no Nordeste

A cotonicultura é uma das praticas agricolas mais tradicionais no semiarido nordestino,
isso fez com que o cultivo do algodoeiro tivesse um papel de grande relevancia para a economia
da regido, principalmente por ser uma espécie adaptada as condi¢Ges edafoclimaticas da regido
Nordeste e também por gerar emprego e renda, fixando a méo de obra no campo, dando uma
importante conotacéo social a cultura (KOURI, 2006). Dentre os estados nordestinos, a Bahia se
destaca como o segundo maior produtor de algoddo a nivel nacional, com um crescimento de
3,6% em éarea plantada no ano de 2012 (IBGE, 2012). Os demais estados da regido Nordeste,
possuem uma parcela pouco significativa na producdo nacional, mas no Gltimo levantamento
realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), foi verificado significativo
crescimento das areas destinadas ao cultivo do algodoeiro, principalmente utilizando cultivares
de fibras coloridas, possibilitando novas perspectivas para a regido (IBGE, 2012).

Com excecdo do cerrado baiano, onde a agricultura empresarial ¢ predominante, o
sistema de producdo do algodoeiro no Nordeste, principalmente no semiarido se da por meio de
pequenos produtores, com a predominancia da médo de obra na agricultura familiar para o
plantio, colheita e outras operacOes, sendo adotados mais comumente os sistemas agroecoldgicos
ou organicos, utilizando-se cultivares de fibra colorida e/ou branca, em monocultivo ou
consorcios (BELTRAO, 2011).



2.1.2. Algodéo colorido

O algodéo colorido é tdo antigo quanto o de fibra branca, pois a maioria das espécies
primitivas de algodoeiro possuiam fibras coloridas, como também algoddes cultivados pelos
indigenas no Peru. Alguns algod@es brasileiros de fibra marrom eram usados como plantas
ornamentais até serem explorados em plantios comerciais, em particular no estado da Paraiba a
partir do ano 2000, por ocasido de interesse dos empresarios japoneses pelo algodao de fibra
colorida, dando origem a primeira cultivar lancada pela Embrapa Algoddo, a BRS 200 de
coloragdo marrom claro (CARVALHO, 2008).

A cultura do algodoeiro com fibras coloridas, especialmente na regido do semiérido
nordestino, se apresenta como uma alternativa extremamente viavel, sob os pontos de vista
social, econémico e ecologico. Nesse contexto, o algodao colorido € vislumbrado, sobretudo
quando cultivado em sistema organico, como um produto diferenciado por dispensar 0 processo
de tingimento (QUEIROGA et al., 2008). A auséncia desse processo de tingimento diminui
custos finais de producdo além de obter um produto de maneira sustentavel, considerando os
aspectos econémicos, ambientais e sociotrabalhistas (CUNHA e FREIRE, 2011).

Portanto, levando em consideracgéo a relevancia socioecondmica da cotonicultura tanto a
nivel mundial como nacional, é importante considerar a busca por produtos com
sustentabilidade. No Brasil, algoddes organicos de fibra branca e colorida, sdo produzidos nos
estados do Parana, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Paraiba (CUNHA e FREIRE,
2011). O namero de paises com experiéncias no cultivo de algodao ecoldgico ainda é bastante
reduzido, o que destaca ainda mais este novo e importante mercado produtivo a ser explorado e
desenvolvido no semiarido nordestino (BELTRAO et al., 2010).

Com a prética do cultivo do algod&o orgéanico e/ou agroecoldgico, a partir do lancamento
de cultivares coloridas pela Embrapa Algodéo, tém surgido novos mercados consumidores, como
por exemplo, no uso de produtos ecologicamente corretos. A oferta de novas cultivares de
algoddo, mais produtivas e precoces, também é um anseio por parte dos cotonicultores desta
regido, existindo possibilidades de expansdo de novas areas para estes novos sistemas de
producdo (BELTRAO et al., 2010).

Mesmo com a pratica da cultura em escala de producdo mais baixa em relacéo a regiao
Centro-oeste, o Nordeste tem condicbes de fornecer produtos de qualidade para um mercado
especifico em expansdo, apoiado tanto na producdo do algoddo colorido como do algodédo
organico, representando ganhos para o pais e para a regido, principalmente para 0s pequenos
produtores do semiarido (BRASIL, 2007).



2.2. Doengas no algodao

O algodoeiro ¢ afetado por uma série de doencas, com mais de 250 patogenos relatados
no mundo, entretanto menos de 10 doencas sdo consideradas de relevante importancia
econdmica a nivel mundial (HILLOCKS, 1992). Na maioria dos paises produtores de algod&o, as
doencas de maior importancia sdo a mancha-angular, causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum, ocasionando lesdes angulares nas folhas, inicialmente de
coloracdo verde e oleosa e posteriormente parda e necrosada; 0 mosaico comum, causado pelo
Abutilon mosaic virus (AbMV), que apresenta manchas amareladas, paralisacdo do crescimento
e esterelidade (SUASSUNA et al., 2008b); a galha das raizes, causada pelo nematoide
Meloidogyne incognita, que causa reducdo no tamanho das raizes por causa da formacdo de
galhas, tanto na raiz pivotante como nas laterais; o nematdide reniforme (Rotylenchulus
reniformis), que apresenta como sintomas tipicos, a reducdo do sistema radicular e do porte da
planta, e como consequéncia a perda na producdo (KIRKPATRICK e ROTHROCK, 2001); e a
murcha-de-fusario, causada por Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, que provoca
amarelecimento, murcha e morte das plantas afetadas (DAVIS et al., 2006).

No Brasil, podemos destacar, ainda, a ramulose causada por Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, cujos sintomas sdo manchas necrdticas circulares ou alongadas nas folhas
mais novas e superbrotamento da regido apical; a mancha-de-ramularia, causada por Ramularia
areola, que apresenta lesdes branco-azuladas de formato angular; e mais recentemente o0 mofo
branco, cujos sintomas sdo murcha, necrose e podriddo imida das hastes, peciolo e macas, e tem
como agente causal o fungo Sclerotinia sclerotiorum (SUASSUNA e COUTINHO, 2011).

Se considerarmos apenas a regiao semiarida, as doencas da parte area possuem menor
importancia, enquanto que aquelas veiculadas pelo solo, especialmente a murcha-de-fusario,
possuem maior relevancia. 1sso se deve principalmente ao fato do agente causal dessa doenca,
ser transmitido pelas sementes, ser capaz de sobreviver por varios anos no solo, mesmo na
auséncia de seu principal hospedeiro, e ndo dispor de métodos curativos de manejo, que sejam

eficazes e economicamente viaveis (HILLOCKS, 1992).



2.2.1. A murcha-de-fuséario

Etiologia

A murcha-de-fusario do algodoeiro € causada pelo fungo Fusarium oxysporum
Schlechtend. f. sp. vasinfectum (G.F. Atk.) W.C. Snyder & H.N. Hansen, e foi identificada pela
primeira vez em 1892, em cultivos de algodoeiro no estado do Alabama (Estados Unidos) e no
Brasil em lavouras de algoddo no municipio de Alagoinha - PB, na década de 30 (SUASSUNA
et al., 2008b). Atualmente este patdgeno apresenta uma distribuicdo mundial e é capaz de
infectar todas as quatro espécies domesticadas de algodoeiro, Gossypium arboreum L., G.
barbadense L., G. herbaceum L. e G. hirsutum L. (DAVIS et al., 2006). As perdas devido a esta
doenca sdo bastante varidveis. Campos severamente infestados e cultivados com cultivares
suscetiveis podem resultar em perdas altamente significativas. No Brasil, este patogeno foi
responsavel pelo declinio da cotonicultura paulista na década de 1950 (GRIDI-PAPP et al.,
1979) e estima-se que essa doenca seja responsavel por perdas de producdo superiores a 30 %
(FUZATTO et al., 1994).

Sintomatologia

Muitos fatores podem influenciar o desenvolvimento da murcha-de-fusario no campo,
incluindo a viruléncia da populacao do fungo, a suscetibilidade da cultivar plantada, as condig¢des
climaticas, principalmente em relacdo a restri¢do hidrica, o tipo de solo, a fertilidade do solo e a
interacdo com nematoides e outros patdégenos habitantes do solo. Todos estes fatores podem
impactar a severidade da doenca e subsequentemente as perdas de producdo (DAVIS et al.,
2006; SOUSA et al., 2008).

Os sintomas da murcha-de-fusario podem aparecer em qualquer fase do desenvolvimento
da cultura, embora alguns sintomas desenvolvam-se em plantulas, usualmente eles aparecem
meses depois no inicio da floracdo (KIRKPATRICK e ROTHROCK, 2001). Em plantas jovens
ocorre escurecimento das nervuras e amarelecimento dos cotilédones que usualmente secam e
morrem precocemente, enquanto em plantas mais velhas os sintomas incluem clorose e necrose
das folhas, seguido de nanismo e murcha da planta. Plantas que séo infectadas precocemente, ou
seja, nos primeiros dois meses apds a semeadura, podem morrer antes de produzir capulhos,

enquanto que as plantas infectadas no inicio ou apds a floragdo, quando sobrevivem, sdo pouco



produtivas ou mesmo improdutivas e tendem a senescer mais cedo que as plantas sadias (DAVIS
et al., 2006).

Os sintomas da doenca, dependendo da fase em que a planta é infectada, podem ser
confudidos com o de outros patdégenos, como por exemplo, a murcha-de-verticilio, tornando-se
dificil de distinguir no campo através dos sintomas apresentados, no entanto o escurecimento do
sistema vascular da planta formando um anel continuo permite, de modo geral, a distin¢do da
murcha vascular causada por Fov de outras doencas que podem afetar a planta. Porém, essas
diferencas nem sempre sdo facilmente observadas de forma a permitir a correta identificacdo da
doenca no campo, desse modo torna-se necessério a confirmagdo através do isolamento do
agente causal (KIRKPATRICK e ROTHROCK, 2001). Ao seccionar-se transversalmente o
caule ou raizes afetadas, nota-se o escurescimento dos feixes vasculares, causados pela oxidacao
e polimerizacdo dos compostos fendlicos e outros compostos que podem atuar como fitoalexinas.
Além disso, infec¢do do xilema pelo fungo causa a perda do turgor, que também contribue para
alteracOes fisioldgicas da planta (HILLOCKS, 1992).

Epidemiologia

O patogeno pode ser transmitido pelas sementes e pode também ser disperso por solo e
residuos da cultura aderidos a veiculos e outros maquinarios, ou ser carregados pela agua de
irrigacdo ou mesmo enchentes (ALLEN, 2007). Entretanto a disseminacédo a longas distancias se
da principalmente por meio de sementes contaminadas, como foi relatado em diversos paises
como Estados Unidos, India, China, Africa e Autralia (BENNETT et al., 2008). O pat6geno
permanece vidvel na semente durante meses, podendo assim ser introduzido no campo de
cultivo, desempenhando papel fundamental na introducdo do patégeno em novas areas e na
dispersdo de diferentes bidtipos de uma area para outra (DAVIS et al., 2006). Como ja
mencionado anteriormente a doenca é agravada na presenca de nematoides fitoparasitas, dos
géneros Meloidogyne, Rotylenchulus e Pratylenchus, que provocam ferimentos nas raizes,
facilitando a penetracdo do fungo. Em especial a associacdo de M. incognita e Fov causa perdas
significativas em diversos paises produtores de algodado, tanto em cultivares suscetiveis como
moderadamente resistentes. Esse nematoide esta presente nos principais paises produtores de
algoddo no mundo, inclusive no Brasil (HILLOCKS, 1992). Quando ha interacdo entre esses
patdgenos, usualmente os sintomas da doenca sdo observados mais precocemente e de forma
mais intensa (HAO et al., 2009).
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Controle

Vérias praticas tem sido recomendadas para o manejo da murcha-de-fusario, entretanto o
uso de resisténcia genética € a mais recomendada (DAVIS et al., 2006).

A rotagdo de culturas é recomendada com o intuito de reduzir o in6culo inicial de Fov,
reduzindo a incidéncia da doenca. Entretanto o fungo tem capacidade de sobreviver no solo por
longos periodos, tanto na forma de clamidosporos, como em restos vegetais, ou entdo
colonizando hospedeiros secundarios (SMITH et al., 2001; DAVIS et al., 2006).

O tratamento quimico de sementes é recomendado visando principalmente evitar a
introducdo do patégeno em novas areas ou eliminar o indculo inicial que possa estar presente nas
sementes. Por outro lado, o uso de fungicidas para a protecdo e/ou tratamento das plantas
afetadas, apesar de exequivel, é na maioria das vezes pouco viavel do ponto de vista préatico e
econdmico, além de possuir limitada eficiéncia (KIRKPATRICK e ROTHROCK, 2001; LIMA
et al., 2005).

Embora o uso destas, e outras praticas sejam fundamentais para o manejo da doenca, o
uso de cultivares resistentes é considerada a melhor estratégia, uma vez que ndo existem métodos
curativos eficazes e vidveis do ponto de vista econdmico para o controle dessa doenca
(SUASSUNA e COUTINHO, 2011). O sucesso do uso de cultivares resistentes depende em
parte do conhecimento sobre a diversidade genética entre os isolados do patégeno, uma vez que
podem existir popula¢bes do patdgeno com diferentes niveis de agressividade, € preciso ter em
mente que uma mesma cultivar pode apresentar um comportamento distinto dependendo da
variabilidade dessas populagdes (BIBANCO et al.,, 2010). Apesar de existirem cultivares
comerciais de algodoeiro consideradas resistentes e moderadamente resistentes a murcha-de-
fusario, ainda ndo existem cultivares imunes a essa doenca. O uso de resisténcia genética no
manejo da murcha-de-fusario do algodoeiro tem sido em parte dificultado pela alta variabilidade
nas populacbes do patdgeno, aliado ao fato da necessidade de incorporar resisténcia a
nematoides, além é claro da falta de padronizagdo das condigdes experimentais, principalmente
no que concerne aos metodos de inoculacdo e avaliagdo empregados (DAVIS et al., 2006;
SUASSUNA e COUTINHO, 2011; BECERRA LOPEZ-LAVALLE etal., 2012).
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2.3. Resisténcia genética a murcha-de-fusario

Apesar de ndo terem sido encontrados gendtipos de algodoeiro imunes a Fov, cultivares
comerciais com moderados a elevados niveis de resisténcia, tém sido desenvolvidas em varios
paises, inclusive no Brasil (HILLOCKS, 1992; HALL, 2007; SUASSUNA et al., 2008a). A
resisténcia a Fov é bastante variavel, tanto em G. hirsutum quanto em G. barbadense, porém é
considerada mais completa neste dltimo (HILLOCKS, 1992). Enquanto em G. barbadense
considera-se que a resisténcia seja geralmente governada por poucos genes de efeito principal,
em G. hirsutum a resisténcia é considerada mais complexa, uma vez que é governada por varios
genes de efeito principal e modificadores (SUASSUNA et al., 2008a).

De um modo geral, considera-se que os mecanismos envolvidos na resisténcia de
algodoeiro a Fov, sejam tanto pela formacdo de barreiras fisicas quanto pela acumulacdo de
fitoalexinas, restringindo dessa forma o crescimento do patégeno no tecido vascular (HALL,
2007). Sabe-se hoje que as respostas fisicas e quimicas do algodoeiro a Fov, sdo considerados
mecanismos complementares de defesa da planta, dessa forma os métodos de avaliacdo e selecdo
de gendtipos de algodoeiro resistentes a esse patdgeno, devem levar em consideracdo a
simulacdo do processo natural de infeccdo evitando a inducdo de estresses desnecessarios a
planta, permitindo que a mesma expresse 0 maximo potencial de resisténcia devido
exclusivamente ao efeito do patégeno (HALL, 2007; BECERRA LOPEZ-LAVALLE et al.,
2012).

2.4. Métodos de avaliacdo da resisténcia

Na escolha dos métodos de inoculacdo e avaliacdo de gendtipos deve-se dar prioridade
aqueles que se tenha confiabilidade, precisdo, rapidez, eficiéncia e reprodutibilidade em varias
condigdes (COUTO, 2008).

Inimeros sdo os métodos disponiveis para avaliagdo da resisténcia a Fov nos mais
variados patossistemas, entretanto os métodos mais frequentemente utilizados sdo laboriosos,
muitas vezes extremamente agressivos a planta, além de em alguns casos ndo serem confiaveis
ou ndo permitirem a avaliacdo de um grande nimero de genotipos. Podemos de modo geral,
dividir estes métodos em dois tipos basicos, os chamados meétodos de inoculacgdo artificiais e 0s
métodos de inoculagdo naturais.

O método de inoculacdo artificial mais comumente usado é o chamado dipping ou

imersdo de raizes e pode apresentar uma série de variagOes. Este método é considerado altamente
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eficiente, porém é um metodo laborioso e extremamente drastico por causar injdria no sistema
radicular da planta. Como neste método o patdgeno é colocado em contado direto com 0s vasos
condutores da planta, usualmente ndo é possivel detectar genotipos que possam apresentar
resisténcia a priori a penetracdo do patégeno (MACHADO et al., 2009). Adicionalmente a
concentracdo de indculo utilizada e o tempo de exposicdo das raizes podem afetar o resultado
final além de ser muito dispendioso para ser utilizado em estudos com uma grande quantidade de
gendtipos sob condi¢cdes ambientais controladas (BECERRA LOPEZ-LAVALLE et al., 2012).

Dentre os métodos de inoculacdo naturais, a técnica mais frequente é a de infestacdo do
solo com uma suspensdo de conidios do fungo, ou mesmo o plantio em solos naturalmente
infestados com o patégeno. Em ambos os casos a principal desvantagem é a possibilidade de
ocorrer escape da infeccdo pelo fato do patdgeno ndo atingir o sitio de infeccdo. No primeiro
caso existe ainda a desvantagem de que a técnica também € laboriosa e dispendiosa devido a
necessidade da producéo de grande quantidade de esporos do fungo em meio de cultura e ajuste
da concentracdo das suspensdes de esporos. No segundo caso, a principal desvantagem é a
desuniformidade da concentracdo do indculo em virtude do patdgeno usualmente se distribuir de
forma agregada no solo, formando as chamadas reboleiras onde a concentracdo do inéculo
usualmente é maior do que no restante da area (CIA et al., 1991; SUASSUNA et al., 2008b;
MACHADO et al., 2009).

Dentre os métodos naturais de infeccdo, existem ainda aqueles que envolvem a producao
do in6culo em um substrato soélido e a posterior incorporacdo desse indculo no substrato de
cultivo das plantas. Esses métodos tém como vantagens a uniformizacdo da concentracdo do
inéculo, reduzindo a possibilidade de escape, e a simulagdo do processo natural de infeccéo, o
qual permitiria uma resposta mais realista da reacdo do gen6tipo ou da planta a infeccdo pelo
patdgeno. Por tanto esses métodos sdo, em geral, menos laboriosos, pois uma vez produzido o
indculo este pode permanecer viavel por varios meses, sem comprometimento dos resultados,
reduzindo assim os custos e aumentando a eficiéncia operacional do processo (BECERRA
LOPEZ-LAVALLE et al., 2012). Dentre esses métodos podemos citar a técnica de “chaff-grain”
utilizada com sucesso em varios patossistemas, envolvendo diferentes espécies de Fusarium
(LESLIE e SUMMERELL, 2006).
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2.4.1. O meétodo de "*chaff-grain®'

O método de “chaff-grain” (LESLIE e SUMMERELL, 2006) consiste no cultivo do
fungo em um substrato composto de uma mistura de grdos e farelos de cereais a qual é
posteriormente incorporada e homogeneizada junto com o substrato de cultivo das plantas,
permitindo assim uma uniformizacdo da concentracdo e da dispersdo do indculo do fungo.
Adicionalmente, uma vez que as particulas colonizadas pelo fungo séo incorporadas ao substrato
de cultivo das plantas, o patdgeno tera condicGes iniciais de se desenvolver mesmo na auséncia
do hospedeiro, 0 que usualmente ndo acontece quando a infestagdo do solo é feita diretamente
por uma suspensdo de esporos, pois além de poder existir alguma substancia inibitoria neste
substrato, muitas vezes a germinacdo dos esporos sO ocorre mediante a liberacdo de algum
exsudado do sistema radicular da planta hospedeira (HILLOCKS, 1992). Assim como o0s demais,
este método também apresenta algumas variagbes, sendo recomendados para patégenos
habitantes do solo, capazes de sobreviver em restos de cultura ou como saprofitas (LESLIE e
SUMMERELL, 2006) e tem sido utilizado com sucesso em outros patossistemas como mamona-
Fusarium oxysporum f. sp. ricini (COSTA et al., 2011), e soja-Fusarium solani f. sp. glycines
(KLINGELFUSS et al., 2007), além de ser particularmente apropriado para espécies de fungos
que ndo formam clamiddsporos, principalmente para numerosas espécies de Fusarium (LESLIE
e SUMMERELL, 2006). No mais, este método é facilmente reproduzivel, permite a avaliacdo
concomitante de um grande nimero de gendtipos, além de simular condi¢cdes naturais de

infeccdo da planta.
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3. METODOLOGIA

3.1. Escolha dos genotipos

Foram utilizados 26 genotipos de algodoeiro do banco de germoplasma da Embrapa
Algodédo, sendo 13 cultivares, 10 linhagens avancadas e 3 linhagens elite oriundas de
cruzamentos com materiais de alta qualidade de fibra, CNPA GO 2002-2043 x BRS Aroeira,
CNPA GO 2002-2043 x AC-1-13-3-1, CNPA BA 3008 x AC 1-13-3-1, aqui designadas de L1,
L2 e L3, respectivamente, desenvolvidas tanto para o cultivo no semiarido como para o cerrado
nordestino (Tabela 1). Foi utilizado como padrdo de suscetibilidade, a cultivar Deltapine 744,
gentilmente cedida pelo Dr. R. M. Davis, da Universidade de Davis, na Califérnia (EUA).
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Tabela 1. Gen6tipos de Gossypium spp., avaliados quanto a resisténcia a Fov.

Gendtipos Regido de cultivo recomendada*

Deltapine 744 -

BRS 187 8H Semiarido

CNPA 7H Semiéarido

BRS Araripe Semiarido

BRS Verde Semiarido

BRS Safira Semiéarido

Fiber Max (FM) 910 Cerrado

CNPA 2008-1265 Cerrado

CNPA 2008-906 Cerrado

CNPA 2007-421 Cerrado

CNPA 2009-1381 Cerrado

CNPA 2008-819 Cerrado

Linhagens Elite

CNPA GO 2002-2043 x AC-1-13-3-1 (L2) Semiarido

* Para o caso das linhagens avangadas e linhagens elite, entende-se como regido de cultivo recomendada aquela para
a qual as mesmas estdo sendo desenvolvidas.
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3.2. Escolha dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum

Foram utilizados dois isolados de Fov pertencentes a Colecdo de Culturas de
Microrganismos Fitopatogénicos da Embrapa Algoddo — CCMF-CNPA (Tabela 2). A escolha
destes isolados foi definida com base na origem e na agressividade dos mesmos em ensaios

conduzidos em estudos prévios.

Tabela 2: Isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) utilizados nos experimentos
para avaliacdo de resisténcia de algodoeiro.

Isolados Origem
CCMF-CNPA 0005 Campina Grande, PB.
CCMF-CNPA 0007 Séao Desidério, BA.

3.3. Preparo do indculo solido

Para todos os ensaios 0 indculo solido foi preparado seguindo a metodologia de “chaff-
grain” descrita por Leslie ¢ Summerell (2006), adaptada por Costa (2012). Foi preparada
inicialmente uma mistura de 5:1 de farelo de trigo e gréos de aveia, em um Becker de capacidade
de 2 L ao qual foram adicionados aproximadamente 500 mL desta mistura e completado o
volume para 1 L com &gua de torneira, mexendo-se vigorosamente para remover as bolhas de ar
e permitir o umedecimento uniforme da mistura. Quando necessario o volume foi completado
para 1 L. Os Beckers foram mantidos por 12 horas em geladeira a 5 °C. Decorrido este periodo o
excesso de agua foi escorrido por decantagdo invertendo-se o Becker sobre tecido permeavel.
Posteriormente a mistura foi espremida para eliminar o maximo de agua possivel. A mistura foi
entdo transferida para Erlenmeyers de 1 L, até o volume aproximado de 500 mL, e autoclavada
por 15 minutos, por dois dias consecutivos. Apds a segunda autoclavagem foram adicionados 3
mL de uma suspenséo de esporos de Fov, preparada conforme descrito no item 3.4. A mistura de
farelo inoculado foi mantida em camara de crescimento a 25 + 2 °C, e agitado diariamente, até o
quarto dia, para permitir uma colonizagdo uniforme do substrato. Decorrido mais trés dias, o
substrato completamente colonizado, foi depositado sobre papel de filtro e deixado secar em

temperatura ambiente durante a noite. Posteriormente, o material foi forcadamente peneirado em
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uma peneira de 07 "mesh" para melhor uniformizacdo das particulas, e em seguida,

acondicionado em sacos de papel e armazenado na geladeira até a realizagdo dos ensaios.

3.4. Preparo da suspenséo de esporos

Os isolados de Fov foram cultivados em placas de Petri contendo o meio “synthetic
nutrient-agar” (SNA) e mantidos em camara de crescimento a temperatura de 25 = 2 °C com
fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. Decorrido este periodo, foram adicionados as placas com
as coldnias de Fov, 10 mL de agua destilada esterilizada + Tween® 20 (1%) e com o auxilio de
uma alga de Drigalsky, foi realizada a remocéo superficial dos esporos do fungo. A suspensao
obtida foi filtrada em uma camada dupla de gaze esterilizada e a concentracao inicial de esporos,
para cada um dos isolados, foi determinada por meio da contagem em camara de Neubauer. Em
seguida foi feito o ajuste para a concentragdo final de 5 x 10* esporos.mL™, a qual foi utilizada
para a infestar o substrato de cultivo.

3.5. Quantificacéo do indculo sélido

3.5.1. Contagem direta do numero de esporos

Depois de produzido o indculo, conforme descrito nos itens 3.3 e 3.4, foi feita a
quantificacdo do numero de esporos do fungo por volume de substrato. Para tal, foram
removidas cinco sub-amostras de 10 mL do inéculo soélido, as quais foram suspendidas,
separadamente, em 100 mL de &gua destilada esterilizada, acrescido de 1 mL de Tween® 20.
Apbs preparada a suspensdo foi feita a contagem do nimero de esporos do fungo com auxilio da
camara de Neubauer. Os dados obtidos foram utilizados para calibrar a quantidade de esporos do

indculo soélido a ser adicionado no substrato de cultivo das plantas, para ambos os isolados.

3.5.2. Determinacdo do numero de unidades formadoras de coldnias

Para determinar o nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC), foi utilizado o
método de contagem de placa pela técnica de plagueamento por diluicdo em série de 10.
Inicialmente, 1 g do indculo de Fov foi suspendido em 9 mL de 4gua destilada esterilizada, logo
em seguida foi feita a filtragem em uma camada dupla de gaze. Da suspensdo obtida foi

removida uma aliquota de 1 mL, a qual foi transferida para outro tubo contendo 9 mL de agua
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destilada esterilizada. Esse procedimento foi realizado suscecivamente até a obtencdo da diluicéo
de 107 vezes a concentragdo inicial do inéculo. De cada uma das diluicées de 10, 10° e 107,
foi retirado 1 mL, o qual foi distribuido sobre placas de Petri contendo 20 mL do meio de cultivo
batata-dextrose-agar (BDA).

As placas foram mantidas a temperatura de 25 + 2 °C por 3 dias, para desenvolvimento
das colbnias de Fov. A determinacdo do numero de células viaveis (UFC.g™), por grama de
indculo solido, foi determinado por meio da contagem das coldnias nas placas com meio de

cultura.
3.6. Inoculagdo de gendtipos de algodoeiro a Fov

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo climatizada sobre bancadas no
periodo de dezembro de 2011 a junho de 2012. A temperatura do substrato de cultivo e do
ambiente foi aferida por meio de um sensor tipo Hobo® a cada 5 minutos durante todo o periodo
de conducdo do ensaio.

As sementes foram tratadas com fungicida Vitavax-Thiram®, conforme recomendacéo do
fabricante, e entdo semeadas em bandejas de plastico para germinacdo com 162 células (18x9),
sendo uma semente por célula, contendo substrato de cultivo composto de uma mistura de turfa e
vermiculita na proporcdo de 3:1, respectivamente, o qual havia sido previamente esterilizado por
dois dias consecutivos. Plantulas dos diferentes genétipos de algodoeiro entre cinco a sete dias
de idade ap6s emergéncia foram transplantadas conservando o mesmo substrato de cultivo em
que foram semeadas anteriormente, sem causar injurias ao sistema radicular da planta, para
recipientes contendo aproximadamente 300 mL do substrato de cultivo, ao qual havia sido
previamente misturado o in6culo, na proporcao de 2% do volume final do substrato, de cada um
dos isolados especificados anteriormente (Tabela 2). Os ensaios foram conduzidos no
delineamento de blocos ao acaso com quatro repeticGes, sendo 10 plantas uma repeticdo, para
cada tratamento (genotipo). Como testemunhas foram utilizadas plantulas transplantadas para

substrato de cultivo sem incorporacéo do fungo.
3.7. Métodos de avaliagdo da resisténcia a Fov
Os gendtipos testados foram avaliados utilizando-se duas metodologias distintas para

determinacdo da resisténcia a Fov. No primeiro método, as avalia¢fes foram realizadas de quatro

em quatro dias durante 30 dias consecutivos, a partir do sexto dia ap6s o transplante. Cada
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avaliagcdo consistiu na atribuicdo de uma nota baseando-se na escala adaptada de Machado et al.
(2009), onde 0 = sem sintomas; 1 = escurecimento das nervuras e clorose parcial dos cotilédones
ou da primeira folha; 2 = clorose generalizada nos cotilédones ou na primeira folha, inicio de
murcha e leve paralisagdo do crescimento; 3 = planta murcha, acentuada paralisacdo do
crescimento e abscisdo foliar; 4 = morte da planta (Figura 1). As notas de severidade da doenca
em cada planta na parcela foram utilizadas para calcular um indice de intensidade de infecgdo
(I), expresso como I=sen2w, para cada distribuicao de frequéncia obtida na parcela (AMARAL,
1969), com as modificagdes propostas por Czermainski (1999). Os dados da variavel o,
calculada a partir da transformagdo angular w=arcsenV1I, foram usados para calcular a rea abaixo

da curva de progresso da doenga - AACPD (CAMPBELL e MADDEN, 1990).
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Nota 1 Nota 2 Nota 3 Nota 4

SamEiRtsHE Escurecimento das Amarelecimento Plantamurch aou com BiaRs s
nervuras e generalizado commurcha acentuada paralisa¢éo do
amarelecimento parcial dos cotilédones ou crescimento e absciséo
dos cotilédones ou primeirafolha, e leve foliar
primeirafolha paralisacéo do

crescimento

Figura 1. Escala de notas de severidade da doenca para calcular a area abaixo da curva de
progresso da doenca - AACPD.

O segundo método de avaliacdo, consistiu na atribuicdo de notas de 0 a 10 baseadas numa
escala de notas, onde foram feitas avaliagdes semanais fundamentada na velocidade de morte das
plantas e no indice de escurecimento vascular - IEV (Tabela 3 e Figura 2), conforme definido por
Becerra Lopez-Lavalle et al. (2012).
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Tabela 3: Escala de notas do indice de escurecimento vascular - IEV, modificada por Becerra
Lopez-Lavalle et al. (2012).

Nota Sintomas

Sem descoloragdo vascular.

Descoloragéo vascular restrita a base do caule.

Descoloracdo vascular até a regido do 1° entreno (abaixo dos cotilédones).
Descoloracéo vascular acima dos cotilédones.

Descoloragéo vascular completa.

Planta morta na sexta semana.

Planta morta na quinta semana.

Planta morta na quarta semana.

Planta morta na terceira semana.

© 00 N o o1 B W N —, O

Planta morta na segunda semana.

(BN
o

Planta morta na primeira semana.
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Figura 2. Representacdo das notas O a 4 da escala do indice de escurecimento vascular - IEV
baseada em Becerra Lopez-Lavalle et al. (2012). (Setas amarelas indicam o limite superior do

escurecimento vascular e setas pretas indicam a insergéo cotiledonar).

Os valores do IEV foram utilizados para determinar a classificagdo da resisténcia a

murcha-de-fusario (CRMF), através da equacao,
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CRMF =10 (AJ+S(EJ+2,5(E)+O,5(EJ
N N N N
Onde N é o numero total de plantulas avaliadas; A é o nimero total de plantas com notas
0 e 1; B o numero total de plantas com notas 2 e 3; C o numero total de plantas com notas 4 e 5 e
D o numero total de plantas com notas 6 a 10. De acordo com essa metodologia de avaliagéo,
gendtipos cujos valores de CRMF variam de 0,5 a 2,49, sdo classificados como altamente
suscetivel, aqueles com valores variando de 2,5 a 4,9 sdo classificados como moderadamente
resistente e aqueles com CRMF superiores a 5 como altamente resistente (BECERRA LOPEZ-
LAVALLE et al., 2012). Adicionalmente, foram calculados também os valores de CRMF, para

cada repeticao, dos diferentes ensaios, os quais foram utilizados para determinacdo da analise de

variancia e subsequente teste de médias.
3.8. Anélise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o pacote estatistico Sisvar® 5.1
Build 72 (FERREIRA, 2011). A normalidade e homocedacidade dos dados foram verificadas
usando os testes de Shapiro-Wilk (P = 0,05) e Bartllet's (P = 0,05), respectivamente, usando o
software SAS® v 9.1. Apds verificacdo da homocedacidade das variancias para a variavel
AACPD, foi realizada a analise de variancia conjunta dos isolados, para 0s ensaios com
genotipos do cerrado e do semiarido separadamente. O teste de Scott-Knott, para comparacao
multipla de médias foi aplicado para 0 agrupamento dos genotipos conforme valores médios de
AACPD e CRMF. A similaridade dos métodos de avaliacdo (AACPD e CRMF) foi determinada
por meio da correlacdo ordinal ou classificatdria de Spearman (rs) (SNEDECOR e COCHRAN,
1967). A significancia da correlagio de Spearman foi verificada por meio do teste t. EsSse mesmo
teste (teste t) também foi aplicado para verificar se 0s gendtipos do cerrado diferiam em relacéo

aos genotipos do semiarido quanto a resisténcia a Fov.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Quantificag¢do do indculo sélido

Usando-se 0 método de quantificacdo direta da contagem de esporos por meio da camara
de Neubauer obteve-se, para o isolado CCMF-CNPA 0005, a contagem média de 1,6 x 10°
esporos.mL™ do substrato sélido, enquanto que para o isolado CCMF-CNPA 0007 a contagem
média do nimero de esporos por mL da suspensdo foi de 2,1 x 10° esporos.mL™ do substrato
solido.

Pelo método de determinagdo do nimero de unidade formadoras de colénias (UFC.g™
indculo) obteve-se a média de 7 x 10° e 4 x 10° esporos.g™ do inéculo sélido, respectivamente
para os isolados CCMF-CNPA 0005 e 0007.

Enquanto na quantificacdo pela contagem direta do nimero de esporos, consideram-se
apenas 0s macro e microconidios produzidos pelo fungo, a contagem por meio da técnica de
UFC considera, além dos esporos, outros tipos de propagulos, como clamidésporos e fragmentos
de micélio (BECERRA LOPEZ-LAVALLE et al., 2012), o que justifica, em parte, as diferencas
nas quantidades de propagulos obtidas pelos diferentes métodos. Adicionalmente, essas
diferencas nos valores médios do nimero de esporos e UFC foram também devidas as diferencas
entre a quantidade de indculo equivalente a 1 mL em relacdo a quantidade equivalente a 1 g
desse mesmo indculo.

A quantidade de indculo utilizada para infestacdo do substrato de cultivo (2 % do volume
final do substrato) equivaleria, em média a uma concentracdo final na ordem de 10* a 10°
propagulos do fungo por mL do substrato de cultivo das plantas. Concentra¢des de inoculo dessa
magnitude também foram utilizadas com sucesso em outros estudos (BECERRA LOPEZ-
LAVALLE et al., 2012; MACHADO et al., 2009). Dessa forma a metodologia aqui utilizada
para producdo do indculo e sua posterior incorporacao ao substrato de cultivo mostrou-se efetiva,

além de ser de baixo custo e facil operacionalidade.
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Uma das principais criticas quanto ao uso de substratos artificialmente infestados para a
realizacdo de ensaios de reacdo de gendtipos diz respeito a possibilidade de escape (MACHADO
et al., 2009), devido muitas vezes a desuniformidade na concentracdo do inoculo no substrato de
cultivo. Por meio da quantificacdo prévia do numero de esporos no inéculo sélido, tanto pela
técnica de contagem direta, como pela determinacdo da UFC, é possivel uniformizar a
concentracédo final do indculo no substrato de cultivo e assim minimizar a ocorréncia de escape.
Adicionalmente 0 uso dessa técnica de inoculacdo permite que as plantas sejam expostas
uniforme e continuamente aos propagulos do fungo distribuidos pela matriz do substrato e sob
estas condicGes a probabilidade de escape da inoculacdo é muito reduzida (BECERRA LOPEZ-
LAVALLE et al., 2012).

4.2. Reacdo de gendtipos de algodoeiro a inoculacdo com Fov

As temperaturas médias diurna e noturna do ambiente e do substrato de cultivo, durante a
conducédo dos ensaios, foram de 32,9 °C e 25,4 °C, e 30,7 °C e 25,3 °C, respectivamente. As
médias das temperaturas maxima, minima e média registrada foram 45,6 °C, 22,7 °C e 29,2 °C
para 0 ambiente, e 39 °C, 22,7 °C e 27,9 °C para o substrato de cultivo.

Nas andlises de variancia resumidas apresentadas nas Tabelas 4 e 5, podemos observar
que houve diferencas significativas entre os isolados quanto a agressividade, sendo o isolado
CCMF-CNPA 0007 mais agressivo que o CCMF-CNPA 0005, a maior agressividade deste
isolado também foi verificada em estudos anteriores (SOUSA et al., 2008; CARLOS, 2012). Os
genotipos também apresentaram diferenca significativa, tanto para aqueles recomendados para
cultivo no semiarido (Tabela 4), quanto para aqueles recomendados para cultivo no cerrado
(Tabela 5). Em ambos os ensaios ndo foi observada a ocorréncia de interacdo entre os fatores,
indicando que o padrdo de ordenamento quanto ao grau de resisténcia foi similar para ambos os

isolados, ou seja, 0 comportamento dos geno6tipos foi constante para os dois isolados.
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia para a varidvel AACPD para 14 genotipos

recomendados para cultivo no semiérido.

Fator de Variagdo GL Quadrados Médios

AACPD
Isolados 1 1.487.587,07
Blocos (Isolados) 6 54.690,72"™
Gendtipos 13 269.599,01"
Gendtipos x Isolados 13 41.881,71™
CV (%) 12,20

**sjignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); ™ n&o significativo.

Tabela 5. Resumo da anélise de variancia para a varidvel AACPD para 12 genotipos

recomendados para cultivo no cerrado.

Fator de Variagao GL Quadrados Médios
AACPD
Isolados 1 969.746,61"
Blocos (Isolados) 6 97.059,97
Genotipos 11 545.655,31
Genotipos x Isolados 11 70969.91™
CV% = 16,40

“significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01); “significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05);
™ n&o significativo

Considerando os valores médios da AACPD obtidos para os genotipos recomendados
para cultivo no semiarido (Tabela 6) houve a formacdo de dois grupos por meio do teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Os genotipos BRS Verde, L 2, BRS Araripe, CNPA 7H,
BRS 201 e L 1, foram agrupados em um mesmo nivel de resisténcia, sendo considerados mais
resistentes que os genotipos BRS Safira, BRS Seridd, BRS Aroeira, L 3, Deltapine 744, BRS
187 8H, BRS 200 e BRS Rubi. Entretanto, para todos os gendtipos testados, os valores de
AACPD obtidos foram considerados elevados, o que significa que todos esses genoétipos foram
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suscetiveis a Fov, embora 0 método tenha sido acurado e suficiente para discriminar diferentes
niveis, conforme pode ser observado na Tabela 6.

Por outro lado, considerando-se os valores medios do CRMF (Tabela 6), foi possivel
agrupar os gendtipos em trés categorias distintas por meio do teste de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade, onde a BRS Verde foi classificada como sendo a cultivar com maior grau de
resisténcia a Fov. Utilizando-se os valores do CRMF para classificar os genétipos quanto ao
nivel de resisténcia, as cultivares BRS Verde e BRS Araripe foram consideradas moderadamente
resistentes, enquanto todos os demais genotipos testados foram considerados altamente
suscetiveis a Fov. Embora essa metodologia de avaliacdo tenha permitido classificar esses dois
genotipos na categoria moderadamente resistente observa-se, na préatica, que todos os genotipos

apresentaram sintomas severos da doenca (Figura 3).
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Tabela 6. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), classificacdo da resisténcia a
murcha-de-fusario (CRMF) e correlacdo de Spearman (rs) de 14 gendétipos de algodoeiro
recomendados para cultivo no semiarido, inoculados com dois isolados distintos de Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov).

Genotipos AACPD CRMF Correlagdo de Spearman
Ordem AACPD Ordem CRMF

BRS Verde 1207,90a" 345 (MR)a ™~ 14 1
L2 134381 a 2,19 (AS) b 13 4
BRS Araripe 1364,64 a 2,62 (MR) b 12 2
CNPA 7H 1382,09 a 2,21 (AS) b 11 3
BRS 201 1481,95 a 1,71 (AS) c 10 6
L1 1498,65 a 1,74 (AS) ¢ 9 5
BRS Safira 1562,43 b 1,64 (AS) ¢ 8 7
BRS Serido 1601,12 b 1,23 (AS) c 7 10
BRS Aroeira 1651,49 b 1,20 (AS) ¢ 6 11
L3 1658,32 b 1,39 (AS) c 5 8
Deltapine 744 1688,35 b 1,12 (AS) c 4 13
BRS 187 8H 1720,44 b 1,19 (AS) c 3 12
BRS 200 1731,49b 1,34 (AS) c 2 9
BRS Rubi 1871,10 b 0,84 (AS) ¢ 1 14
Média Geral 1554,56 1,70 rs 091

"Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05); = AS = altamente
suscetivel, MR = moderadamente resistente, conforme BECERRA LOPEZ-LAVALLE et al. (2012); ™ significativo
a 1 % de probabilidade pelo teste t.
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Figura 3. Curvas de progresso da murcha-de-fusario de 14 gendtipos de algodoeiro
recomendados para cultivo no semiarido, inoculados com dois isolados distintos de Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov).

Diferentemente dos resultados obtidos em relacdo aos gendtipos do semiarido, o0s
gendtipos recomendados para cultivo no cerrado puderam ser divididos em quatro grupos
distintos em relacdo a variavel AACPD, por meio do teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade
(Tabela 7). Os gendtipos CNPA 2008-1238, CNPA 2008-906 e CNPA 2008-1003, foram
considerados mais resistentes que os demais genoétipos testados e apresentaram 0S menores
valores de AACPD. O segundo grupo foi constituido pelos genétipos CNPA 2009-1381, BRS
293, CNPA 2008-819. Os gendtipos CNPA 2007-592, CNPA 2008-1708 e Fibermax 910
constituiram o terceiro grupo, enquanto os genétipos CNPA 2007-419, CNPA 2008-1265 e
CNPA 2007-421, foram considerados 0s mais suscetiveis, uma vez que apresentaram os maiores
valores de AACPD.

Considerando-se a variavel CRMF apenas os gen6tipos CNPA 2008-1708, CNPA 2007-
419, CNPA 2008-1265 e CNPA 2007-421 foram considerados altamente suscetiveis, enquanto
gue os demais gendtipos testados foram considerados moderadamente resistentes (Tabela 7). O

resultado do teste de médias aplicado aos valores de CRMF foi idéntico ao resultado do teste de
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médias dos valores de AACPD. Observando-se as curvas de progresso da doenca (Figura 4)
podemos notar que a classificagdo dos genotipos por meio da AACPD permitiu uma melhor

estratificacdo dos genotipos quando comparado ao metodo de CRMF..

Tabela 7. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), classificacdo da resisténcia a
murcha-de-fusario (CRMF) e correlacdo de Spearman (rs) de 12 genotipos de algodoeiro
recomendados para cultivo no cerrado, inoculados com dois isolados distintos de Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov).

Genotipos AACPD CRMF Correlacdo de Spearman
Ordem AACPD Ordem CRMF

CNPA 2008-1238  821,65a 4,48 (MR)a"™ 12 1
CNPA 2008-906 856,44 a 4,01 (MR) a 11 3
CNPA 2008-1003 903,49 a 4,48 (MR) a 10 2
CNPA 2009-1381 994,82 Db 3,51 (MR) b 9 4
BRS 293 1013,66 b 3,44 (MR) b 8 5
CNPA 2008-819 1144,41 b 3,18 (MR) b 7 6
CNPA 2007-592 1269,44 c 2,57 (MR) c 6 8
CNPA 2008-1708 127554 c 1,88 (AS) ¢ 5 9
Fiber Max 910 1366,18 c 2,74 (MR) c 4 7
CNPA 2007-419 1432,54d 1,71 (AS)d 3 10
CNPA 2008-1265  1538,32d 1,36 (AS) d 2 11
CNPA 2007-421 1545,41d 1,32 (AS) d 1 12

Média Geral 1180,16 2,89 I 0,97

"Médias sequidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05); ~ AS = altamente
suscetivel, MR = moderadamente resistente, conforme BECERRA LOPEZ-LAVALLE et al. (2012); " significativo
a 1 % de probabilidade pelo teste t.
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Figura 4. Curvas de progresso da murcha-de-fusario de 12 gendtipos de algodoeiro
recomendados para cultivo no cerrado, inoculados com dois isolados distintos de Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov).

Com base em ambos os ensaios foi possivel verificar que houve uma alta correlacao entre
as duas metodologias de avaliacdo de resisténcia dos genotipos de algodoeiro a infec¢do por Fov.
Os métodos de avaliacdo por meio da AACPD e CRMF apresentaram uma correlacdo superior a
0,90 (Tabelas 6 e 7), a qual foi significativa a 1 % de probabilidade pelo teste t. Resultados
semelhantes também foram obtidos por Ulloa et al. (2006), quando da comparacao da avaliacao
da severidade dos sintomas externos e indice de escurecimento vascular, confirmando os
resultados obtidos no presente estudo.

Apesar das categorias de CRMF terem sido comparadas e validadas com estudos de
campo (BECERRA LOPEZ-LAVALLE et al., 2012) observou-se nesse estudo que a separagao
subjetiva dos niveis altamente resistente, moderadamente resistente e altamente suscetivel, pode
levar a recomendacdes de uso de genotipos cujos niveis de doenca, sejam pouco diferenciados na
pratica. O uso dos termos altamente suscetiveis, moderadamente resistentes ou altamente
resistentes, conforme preconizado por Becerra Lopez-Lavalle et al. (2012), é subjetiva e

questionavel do ponto de vista biologico, entretanto a alta correlacdo apresentada por ambos os
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métodos (Tabela 6 e 7), comprova que as duas metodologias sdo acuradas o suficiente para a
distincdo de gendtipos de algodoeiro quanto a resisténcia a infec¢do por Fov e que a metodologia
de inoculacdo e cultivo das plantas, apesar de distinta daquela utilizada por Becerra Lopez-
Lavalle et al. (2012), também foi eficaz.

Conforme pode ser observado nas Tabelas 6 e 7, ambas as metodologias de avaliagcéo
permitiram a diferenciagdo dos gendtipos mais resistentes em relagdo aos mais suscetiveis.

O refinamento da escala de notas para avaliacdo da AACPD, atribuindo-se notas maiores
as plantas mortas mais rapidamente, seguindo-se 0 mesmo principio adotado pelo método
desenvolvido por Becerra Lopez-Lavalle et al. (2012), permitiria que essa metodologia tivesse
maior poder discriminatério. Poréem, apesar de o método de avaliagdo por meio da AACPD
considerar a magnitude do desenvolvimento da severidade da doenca ao longo do tempo e exigir
um menor periodo de tempo entre o inicio e o fim do ensaio, quando comparado com o metodo
de CRMF, a avaliagdo por meio daquele método foi considerada mais laboriosa e sujeita a uma
maior probabilidade de erro, devido a fatores externos. Uma vez que, em muitos casos o fungo
pode colonizar a planta sem induzir sintomas externos, embora alguma descoloracdo vascular
possa estar presente 0 método de avaliacdo por meio da AACPD néo detectaria esses sintomas.
Além disso, inimeros outros fatores podem influenciar a expressdo dos sintomas externos, como
vigor da planta, condi¢fes climéticas, interacfes com outros microrganismos do solo, presenca
de insetos ou outros patdgenos (DAVIS et al., 2006). A metodologia de avaliagdo por meio da
AACPD apesar de eficiente e acurada é mais laboriosa e esta sujeita a maior influéncia dos
fatores mencionados acima do que a metodologia de avaliacdo por meio do IEV. Essa limitacao
do método de avaliacdo por meio da AACPD ja foi destacada em outros estudos (MACHADO et
al., 2009).

Por outro lado, a simplicidade do uso da metodologia de avaliacdo por meio do IEV, faz
com que essa metodologia seja mais atrativa para a avaliacdo de grande nimero de genotipos.
Dessa forma, a avaliagdo por meio do indice de escurecimento vascular, com as modificacGes
propostas por Becerra Lopez-Lavalle et al., (2012), seria a mais indicada para a avaliacdo de
grande nimero de gendtipos de algodoeiro quanto a resisténcia a Fov. Entretanto, ao invés de
subjetivamente classificar os genotipos em altamente resistente, moderadamente resistente e
altamente suscetivel, como recomendado inicialmente na metodologia descrita por Becerra
Lopez-Lavalle et al., (2012), n6s sugerimos que seja aplicado, aos valores medios de CMRF, um
teste de médias, evitando assim a classificagdo de gendtipos, que tenham médias muito
préximas, em categorias distintas de resisténcia, como pode ser observado nos resultados do

presente trabalho.
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5. CONCLUSOES

Houve variabilidade quanto a agressividade dos diferentes isolados de Fov utilizados no
presente estudo, como também os gendtipos de algodoeiro utilizados apresentaram reagdo
diferencial quanto a sua resisténcia a Fov.

A maior parte dos gen6tipos recomendados para cultivo no cerrado apresentaram niveis
moderados de resisténcia a Fov, enquanto a maioria dos gendtipos recomendados para cultivo no
semiarido foram considerados altamente suscetiveis. Portanto, ndo foram detectados gendtipos
imunes ou com elevados indices de resisténcia a Fov, dentre os genotipos testados.

Os métodos de avaliacdo por meio da area abaixo da curva de progresso da doenca -
AACPD e o indice de escurecimento vascular - IEV, apresentaram alta correlacdo, sendo o
método de avaliacdo do indice de escurecimento vascular considerado menos laborioso e mais
preciso quando comparado com o método de avaliacdo por meio da area abaixo da curva de

progresso da doenca.
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