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RESUMO

A mancha de ramularia, causada pelo fuRgenularia areola,é responsavel pela desfolha
prematura da planta de algodoeiro, resultando dacé® do potencial produtivo. Dessa
forma, o presente trabalho teve o objetivo avaiagente etiologico, a producdo de inéculo
de R. areola a resisténcia genética de genétipos e o confriéggrado da mancha de
ramularia. Os ensaios foram conduzidos nos Labdwat em telado da Embrapa Meio
Ambiente, Jaguaritna, SP; e em condicbes de carpaafras 2011/2012 em Primavera do
Leste, MT, Correntina, BA e Santa Helena de GV8E, e na safra 2012/2013 em Sapezal,
MT. Nos ensaios conduzidos em laboratério, foraraliados o crescimento micelial em
diferentes meios de cultura, a germinacdo de amhiglia identificacdo molecular do isolado
IMA244. No ensaio conduzido em telado foi avaliadseveridade da doenca por meio de uma
escala diagramatica. Neste ensaio foi realizadaclacao artificial de diversos genétipos de
algodoeiro utilizando o isolado IMA244. Nos ensaiascampo foram estudados os
comportamentos de cultivares suscetiveis e reggstenmancha de ramularia tratadas com e
sem a aplicacdo de fungicidas; plantas de algomlakar cultivar FM 951LL suscetivel a
doenca tratadas com e sem a aplicacdo foliar datesyale biocontroles; e plantas de
algodoeiro das cultivares BRS 293 e BRS 423 trataden e sem fungicida e agente de
biocontrole Trichoderma asperelumOs parametros avaliados nos estudos em camaim for
severidade, produtividade e qualidade de fibram@®s de cultura extrato de Malte, V8 e
BDA apresentaram os melhores resultados, quandisaoi@ o crescimento micelial do
isolado IMA244. O isolado IMA244 apresentou 99%siameilaridade quando comparados com
a regido ITS 1 de isolados déycosphaerella areolladepositados no NCBIA linhagem
CNPA 2007-419 cultivada em telado e inoculada ieidiimente com o isolado IMA244
apresentou o menor indice da area abaixo da corpaogresso da severidade da Mancha de
ramularia.. Os conidios dR. areolados isolados 44, IMA244 e IMA 237 apresentaram 80%
de germinacao apoés 15 h de incubacao, quandoaddtivem meio de cultura extrato de malte
a 25°C. Em ensaio a campo a cultivar BRS 272 ghadiem CNPA GO 1265 apresentaram 0s
menores indices de severidade da doenca quandeadak nas diferentes regides, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Quandadwaliferentes produtos de agentes de
biocontrole pulverizados em algodoeiro cultivar BBILLL, verificou-se que houve redugao
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da severidade da doenca. Entretanto, a aplicac&andeida apresentou os menores indices
de severidade, quando comparados os tratamentosenb@mo com e sem aplicacdo de
fungicida e com agente de biocontrole a baseT dasperelum verificou-se que houve
incremento de produtividade quando as plantas gedakiro da cultivar BRS 293 foram
pulverizadas com fungicida e agente de biocontiigretanto, quando a cultivar BRS 272,
resistente a doenca, foi pulverizada com agentéideontrole e fungicida, ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos. Dessaaf pode-se concluir que as estratégias
integradas, destacando-se a utilizacdo de culsvaesistentes, fungicidas e agentes de
biocontrole poderdo ser utilizadas como ferramed&asnanejo da mancha de ramularia na

cultura do algodoeiro.

Palavras-chaveRamularia areola mancha de ramularia, algodoeiro, controle geogtic

controle biolégico, controle quimico.
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RAMULARIA LEAF SPOT ON COTTON: ETIOLOGIC AGENT, INGULUM
PRODUCTION, RESISTANCE OF GENOTYPES AND INTEGRATEQONTROL.
Botucatu, 2014. 44 p. Tese (Doutorado em AgrondPnidécéo de Plantas) — Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulist

Author: Juliano Cesar da Silva

Adviser: Wagner Bettiol

SUMMARY

Ramularia leaf Spot, caused Bymularia areolajs responsible for premature defoliation of
the cotton plant, thus resulting in yield potentieduction. The present study aimed to
evaluate the control of Ramularia leaf spot throtighuse of cotton genotypes and biocontrol
agents. The tests were conducted in laboratorysaneen house at Embrapa Environment,
Jaguariuna, SP; field trials were performed in 2PQ12 in Primavera do Leste, MT,
Correntina, BA and Santa Helena de Goias, MT, anldeaseason 2012/2013 in Sapezal, MT.
In tests conducted in laboratory evaluations of eligcgrowth in different culture media,
conidial germination and molecular identificatiohisolated IMA244 were performed. The
trial in screen house the disease severity usiggrammatic scale was evaluated. In this test
the artificial inoculation of various cotton genpés using isolated IMA244 and IMA 237 was
performed. In field trials we study the susceptitel resistant genotypesRo areolatreated
with and without application of fungicides; cottpfants of cultivar FM 951LL treated with
and without foliar sprays of biocontrols agentsg @altivars BRS 293 and BRS 423 treated
with and without fungicide and biocontrol agemti¢Choderma asperelumlIt was evaluated
severity, yield and fiber quality. The culture meednalt extract, V8 and PDA showed the best
results when analyzing the mycelia growth of isel&fIA244. The isolated IMA244 showed
99% similarity when compared with ITS 1 region eblates ofMycosphaerella areolla
deposited in NCBI. The CNPA 2007-419 grown in gremrse and artificially inoculated with
isolate IMA244 had the lowest ratio of area undherprogress of the severity, when compared
with the other treatments. In field trials BRS 24& lineage CNPA GO 1265 had the lowest



rates of disease severity when grown in differegians, differing from the other treatments.
When evaluating different biocontrol agents spragedcotton cultivar FM 951LL, it was
found that the reduction in disease severity, h@nefungicide application showed lower
level of severity when compared the treatmentghéntest with and without fungicide and
Trichoderma asperelumt was found that there was an increase in priddtycwhen cotton
plants of the cultivar BRS 293 form fungicide smdyand biocontrol agent. However, when
BRS 272, disease resistant, was sprayed with fidegiand biocontrol agent, there was no
statistical difference between the treatments. Ttugscan conclude that integrated strategies,
highlighting the use of resistant cultivars, fungés and biocontrol agents may be used as the

integrated management of ramularia leaf spot itooot

Keywords: Ramularia areola Ramularia leaf spot, cotton, genetic control,

biological control, chemical control.



1) INTRODUCAO

O algodoeiro Gossypium hirsutumL.) € considerado uma das
principais culturas agricolas no Brasil e no murede@rcendo grande importancia em termos
produtivos, econdmicos e sociais, por meio da ploméibra que € o seu produto principal.
Dentre as fibras téxteis, naturais ou artificiaipluma de algodoeiro € a mais importante pela
multiplicidade e qualidade de aplicacdo (FREIREL1)OA cultura do algodoeiro caracteriza-
se por apresentar altos custos de producéo, gendéncia de processos mecanizados, baixos
indices pluviométricos e rigorosos critérios deliagdo de qualidade (BELTRAO, 2008).

No Brasil, a cotonicultura tem grande importance geracdo de
empregos e renda, especialmente nos setores mrém@rindustriais. A partir do final da
década de 90, a regido Centro-Oeste apresenta @ dr&a cultivada com algodoeiro,
destacando-se os Estados do Mato Grosso e Bahigafidn2012/2013, a area cultivada no
Brasil foi de 893,5 mil hectares, sendo que a pgadunacional de pluma foi de 1,3 milhdo de
toneladas (<http://www.conab.gov.br/conteudos.php252&> Acesso em: 15 mai. 2014.

As condi¢bes edafoclimaticas da regido central dasiB séo
apropriadas para o cultivo do algodoeiro, devidogigwalmente a topografia plana e o clima
adequado. Entretanto, devido a alta precipitac@aigrhétrica, a alta umidade relativa do ar e
as temperaturas noturnas amenas, 0s patdégenosasarecidos, propiciando assim a
incidéncia de doencgas (FREIRE, 2011).



Dentre as doencas que ocorrem, atualmente, naadtualgodoeiro,
destaca-se a mancha de ramularia, causada pelo Ragularia areola A mancha de
ramularia sempre foi considerada uma doenca sedandge ocorria no final do ciclo e
auxiliava na desfolha da planta (CIA, 1977; CIA &L$ADO, 1997). Entretanto, a partir do
ano de 1998, com o incremento da area cultivasagmocultivo e a utilizacdo de cultivares
suscetiveis a doenca, a mancha de ramularia passoarrer mais cedo, causando desfolha
prematura e, consequentemente, a reducéo do mtpnadutivo (SUASSUNA et al., 2006;
CHITARRA, 2008). Barros et.al. (2008) verificaramega doenga tem baixa severidade nos
estadios iniciais da cultura e alta severidade inal fdo ciclo. Aquino et al. (2008a)
verificaram que a mancha de ramularia causou 49eédiecdo do potencial produtivo.

Devido a importancia da doenca para a cultura gladaleiro no Brasil,

0 presente trabalho teve por objetivo avaliar mtgetiolégico, a producéo de in6culoRe

areola a resisténcia genética de genatipos e o coritrielgrado da mancha de ramularia.



2)Revisao de Literatura

2.1) Mancha de ramularia do algodoeiro

Na cultura do algodoeiro ocorrem diversas doencesmo
tombamento, ramulose, mancha de ramularia, baséeriaurcha de fusarium, mofo branco,
nematoides, viroses e apodrecimento de macas. bmesa, as doencas limitam a obtencéo
de indices satisfatorios de produtividade e deidadé de fibra.

A doenca foliar mais importante, atualmente, € aaha de ramularia,
causada pelo fung®amularia areolaG. F. Atk. A doenca foi relatada inicialmente por
Atkinson em 1890 nos Estados Unidos. Posteriorméoitererificada a ocorréncia em quase
todas as regides produtoras de algoddo no munaldy t@aior importancia em Madagascar,
Uganda e india (BELL, 1981).

No Brasil, historicamente a mancha de ramularia psemfoi
considerada uma doenca secundaria, que ocorrimalodd ciclo e ocasionava a desfolha da
planta (SILVEIRA, 1965; CIA, 1977; CIA & SALGADO,997). Entretanto, a partir do ano
1998, com o incremento da area cultivada, monacu#ia utilizacdo de cultivares suscetiveis
as doencas, a mancha de ramularia passou a og@i®rcedo e a causar desfolha prematura,
implicando na necessidade de aplicacbes de fumgicitBUASSUNA et al.,, 2006;
CHITARRA, 2008). Prade et al. (2001) também menaimue o0 crescente aumento de area

de cultivo do algodoeiro no Cerrado vem apreseitama aumento da severidade de doencas



consideradas secundarias para a cultura. Barrals @008) verificaram baixa severidade da
doenca nos estadios iniciais da cultura, mas ap@esdo alta severidade no final do ciclo.

Na cultura do algodoeiro tem sido verificada oawoci& de novas
doencas e surtos epidémicos, causados por fungosnplertancia secundéria devido,
principalmente, a introducédo recente de genotigosrijem australiana e americana sem base
de sustentacdo em programas de melhoramento nd @LIATTI & POLITZEL, 2003,
CASSETARI NETO & MACHADO, 2006, IAMAMOTO, 2003). $endo Nascimento
(2000), o controle das doencas foliares do algodp@&iom destaque para a mancha de
ramularia, deve ser realizado analisando a cujtavarea de cultivo e o0 manejo da cultura.

A reducéo do potencial produtivo do algodoeiro edospela mancha
de ramularia foi relatada por varios autores. Stkea & Wangikar (1995) verificaram
reducdo do potencial produtivo de até 68,7%, coamuhr tratamentos com e sem controle
quimico do fungo. Cia et al. (1999), Andrade e{(H99) e Aquino et al. (2008a) verificaram
que pode ocorrer reducao de até 75%, 50% e 49%tdm@al produtivo, respectivamente.
Segundo Mehta & Menten, (2006) dentre as doencasadas por fungos, a mancha de
ramulariaocupa o lugar de maior importancia, ocasionanddgsena producéo de até 35%,

com recomendacédo de até quatro aplicacdes de fdagjigara seu controle.

2.2) Etiologia da doenca

A mancha de ramularia é causada pelo fuRgmularia areolaG. F.
Atk., [syn. Ramularia gossyp{Speg.) Cif.,Cercosporella gossygbpeg.] forma assexual ou
anamorfica, sendo que a fase sexual ou teleomd@fmansiderada a espédiiycosphaerella
areolaEhrlich & F.A. Wolf (SUASSUNA & COUTINHO, 2007).

O fungo pode sobreviver em plantas de algodoemmanescentes da
destruicdo inadequada dos restos de cultura, derteoplantas voluntarias e soqueira ou em
plantas de algodédo perene. Assim, cultivos consesutle algodoeiro na mesma area e na
proximidade de plantas cultivadas em anos antsfiwemumente chamado de soqueira,

podem contribuir como inoculo primario. A fase assela do fungo desenvolve-se no tecido



vivo, sobretudo na face inferior da folha e por aomto periodo de tempo em folhas em
decomposicao (IAMAMOTO, 2003).

Quanto a morfologia do fungo, os conidios séo aiigws, hialinos e
apresentam de um a trés septos (IAMAMOTO, 2003thd&ah (1977) verificou que a
temperatura G6tima variou de 25 a 30 °C para a gagib e o desenvolvimento do tubo
germinativo deR. areola Segundo Rathaiah (1977) e Curvélo (2009), a peréet do fungo
ocorre preferencialmente via estbmato. O conidimalgente germina e produz dois tubos
germinativos nas suas extremidades (CURVELO, 2009nesmo autor verificou que o
fungo R. areola produziu uma grande quantidade de hifas e colanimder e intra
celularmente a regido do mesdfilo foliar, sendo qoe 21 dias apdés a inoculagdo foi
verificado o colapso celular. Curvélo (2009) venfi que os conidiéforos emergiram
agrupados através dos estbmatos e que a esporudacdiongo iniciou 12 dias apos a
inoculagéo, sendo que a esporulacéo ocorreu nes daaxial e abaxial da folha.

A doenca € favorecida pela temperatura variande k2 e 32 °C,
sendo a faixa mais adequada de 25 a 30 °C, asao&iadnidade relativa superior a 80%.
Entretanto, Paiva et al. (2001) verificaram quetesolimidas seguidas de dias secos, sem
periodos prolongados de molhamento foliar favoesneo desenvolvimento da doenca. A
disseminacéo dos propagulos do patégeno pode opareneio de vento, respingos de chuva
e transito de maquinas (RATHAIAH, 1977).

2.3) Sintomas da mancha de ramularia

A doenca conhecida como ramularia, mancha de ramaulaildio,
oidio, mildio areolado ou falso mildio inicia, genante, em lavouras bem desenvolvidas, em
locais mais sombreados e Umidos. Os sintomas pemente verificados nas folhas do
baixeiro sdo lesGes brancas azuladas na superifeigor da folha, logo apds é verificada
esporulacdo do fungo de coloracédo branca ou ardarelale aspecto pulverulento. O fungo
causa manchas angulosas nas folhas que variamadé tnm, circunscrita pelas nervuras
(BELL, 1981, CIA & SALGADO, 1997; SUASSUNA & COUTINO, 2007). O ataque do
fungo € mais intenso quando existe alta densidagatitas e alta umidade.



Em situacbes de alta severidade da doenca as |les@dsscem,
ocupando quase todo o limbo foliar, podendo-seatomecrosadas apés o periodo de
esporulacdo do patéogeno (EHRLINCH & WOLF, 1932)usamdo, consequentemente
desfolha prematura e reducdo da area fotossintdia da planta, resultando na reducéo do
potencial produtivo e na menor qualidade da fiBBLOT & ZAMBIASI, 2007).

2.4) Controle da mancha de ramularia

Visando o controle da mancha de ramulaira, diversésodos de
controle vém sendo utilizados, destacando a resist@enética, o controle quimico e controle
cultural.

A utilizacdo de variedades resistentes represemigpilar dentre as
estratégias utilizadas para o controle de doeri€as. método ideal de controle, por ser
aplicavel em largas areas e possuir baixo impantiental (CAMARGO, 2011). Nos ultimos
anos, programas de melhoramento vem desenvolvaritieaces tolerantes a doencga, como
por exemplo, IAC 25 RMD (<http://www.iac.sp.govdméasdepesquisa/graos/algodao.php>.
Acesso em: 15 mai. 2014). Entretanto, as regifesutteso de algodoeiro no Brasil sao
distantes e apresentam caracteristicas climatistiatds, portanto, a adaptacao de cultivares
muitas vezes nao € verificada, dificultando assimtilzacédo das cultivares em amplas areas

de cultivo.

A resisténcia de plantas a patdgenos pode ser répitag quando
controlada por um anico gene ou poligénica quarmhdralada por dois ou mais genes. Estes
genes sao responsaveis pelos componentes daneisisiée visam impedir a penetracdo e a
colonizacdo do patdgeno na planta hospedeira. rRoytalguns componentes de resisténcia
estdo presentes em plantas sadias e sao partéeda denstitutiva. Outros componentes séo
induzidos e formados ap6s o contato entre o patdgero hospedeiro. A reagcdo de
hipersensibilidade é resultado dos componentestitdn®s e ativos. Assim, 0s eventos
bioquimicos com reacdo de defesa ativa estdo edeshem plantas suscetiveis e resistentes
em resposta a acao de patdgenos biotroficos ootn&eros. Do ponto de vista bioquimico,

plantas susceptiveis também apresentam resistén@a, a velocidade de resposta é



inadequada e o patdgeno coloniza progressivameplenta (BELL et al., 2010). O grau de
resisténcia depende da velocidade e intensidadeesf@osta de defesa do hospedeiro a
colonizagdo causada pelo patégeno (BELL, 1980).

As doencas do algodoeiro podem ser controladasnp@ de uso de
cultivares resistentes, desde que o conhecimebte s@ fontes de resisténcia e 0 mecanismo
de heranca de resisténcia seja disponivel. Nestelgealguns estudos abordando heranca de
resisténcia na cultura do algodoeiro foram reabsaem relacdo a algumas doengas como
Stemphylium solanfMEHTA & ARIAS, 2001), mancha angular bacteriansARIDONA et
al., 2005), ramulose (ZANDONA et al., 2006), a dzeazul (PUPIM et al., 2007) e mancha
de ramularia (POLIZEL et al., 2008; NOVAES et aD11).

Cia et al. (2009) avaliaram 18 gendtipos em 33 exm@ntos
instalados nas principais regides produtoras dedalg no Brasil e verificaram que 61% dos
genotipos apresentaram moderada a alta suscetdslid somente 29% foram classificados
como moderadamente resistentes a mancha de raan@amni ensaios conduzidos nas safras
2000/2001 e 2001/2002 as cultivares BRS Ita 90 & BRacual apresentaram oS menores
indices de area abaixo da curva do progresso dacad®BARROS et al., 2008). Segundo
RAHTAIAH (1976), as cultivares BJA 592, Reba BTK @essypium hirsutune Tadla 16,
Pima 67 deGossypium barbadensapresentaram reacdo de hipersensibilidade, quando
inoculadas com quatro isoladosRieareola

Zandond et al. (2012) verificaram que plantas idigens CNPA BA
2003-2059 e FMT 02102996 apresentaram gene domin@ara a mancha de ramularia,
quando inoculadas com o isolado 44Rleareola,em condicGes de casa de vegetacdo. Dessa
forma, a resisténcia monogénica pode auxiliar saatégias dos programas de melhoramento
do algodoeiro com o objetivo de introduzir a résista & mancha de ramularia. Por se tratar
de uma caracteristica de heranca simples, até masmgmamas de retrocruzamento podem ser
utilizados para converter cultivares elites suseeti em cultivares resistentes a doenca,
auxiliando no manejo integrado da doenca (NOVAES&.e2011). Entretanto, Lucena (2007)
constatou que a heranga a mancha de ramulariie@asiva e poligénica. Maranha (2002)
verificou que a cultivar BRS Facual apresentou magsisténcia a mancha de ramularia e que

a resisténcia deve ser horizontal, ou seja, megiadgarios genes.



Penzetti et(@D13) verificaram que as linhagens de algoddeh®A
BA-2003-2059 e FMT 02102996 apresentaram reaca&usieetibilidade, quando inoculados
com os isolados 13.2, 17.5 e 58.4Rlearéola Entretanto, foi verificada reagéo de resisténcia
para os demais isolados avaliados. Girotto et28l1%) recomendam que para a selecdo de
linhagens deve-se realizar a inoculacdo de difeseistolados ddR. areola possibilitando
assim a obtencdo de uma cultivar com ampla resist@doenca.

A resisténcia a doencgas constitui um dos princimdigetivos dos
programas de melhoramento da maioria das espégi@séamicas e olericolas. Segundo Freire
et al. (2011), os objetivos gerais dos programaselaoramento de algodéo desenvolvidos no
Cerrado séo: cultivares com alta produtividade esgmtando ciclo médio e precoce, alta
qualidade e rendimento de fibras e resisténciariasipais doengcas com destaque para a
mancha de ramularia. Portanto, para o desenvoliomele cultivares resistentes sao
necessarios conhecimentos e habilidades em arepasifesas, como o melhoramento de
plantas e a fitopatologia (BOREM & MIRANDA, 2013).

O controle Itawal constitui a adog¢do de praticas culturais,
destacando-se a rotacdo de culturas, a utilizag&ehentes sadias, a eliminacdo de plantas
voluntérias, a eliminacdo de hospedeiros alteragtia eliminacdo de restos de culturas, o
preparo do solo, o plantio da cultura na épocaldetip recomendada para cada regido, a
utilizacdo de densidade de plantas adequada eigaouadequada das plantas entre outras. As
praticas culturais preferencialmente deverdo setadds em combinagdo, como contribuicdo
para minimizar os efeitos de doencas sobre a p&odde plantas cultivadas (BEDENDO et
al., 2011). Assim, a rotacdo de cultura é um ingme& método de controle da doenca,
principalmente associado a um eficiente controleadgieiras e tigueras, visando dessa forma,
a reducéo do inoculo inicial. A densidade e a altias plantas também estdo relacionadas ao
aumento da severidade da doenca, pois lavoura® ralt#ts e com excesso de populacéo
favorecem a doenca, devido ao sombreamento e awubédle umidade na parte inferior do
dossel da planta (PAIVA, 2001).

O controle quimico da doenca é empregado com sucessontrole
da doenca. Entretanto, os custos sdo elevadosissmde insucesso desta medida sempre

existe, principalmente, relacionado ao aumento réguéncia de isolados do patégeno



resistente ou tolerantes aos principais fungicidas uso (SUASSUNA et al., 2006).
Atualmente, a utilizacdo de fungicidas é uma daxjpais taticas empregadas para a reducao
da taxa de progresso da doenca (SUASSUNA & COUTINE@7; AQUINO, 2008a),
destacando-se os fungicidas a base de triazoisubidginas que tem apresentado eficiéncia
no controle da doenca (SUASSUNA & COUTINHO, 20(itretanto, o atraso na primeira
aplicacdo, que geralmente é realizada no inicidedao azulada, diminui a eficiéncia de
controle e podendo, inclusive, inviabilizar econcamente a aplicacdo do fungicida
(SIQUERI & COSTA, 2003). Antes do término do pedaesidual do fungicida devem-se
monitorar novamente as plantas, pois, constataadmgas lesbes com esporulacédo, deve-se
realizar a reaplicacdo, de preferéncia utilizangofungicida pertencente a um grupo quimico
diferente do que foi empregado na aplicacédo amtIdASSUNA et al., 2006).

Carretero & Siqueri (2011) verificaram que o colgrmais eficiente
da mancha de ramularia € obtido quando as aplisad@dungicidas sao realizadas logo nos
primeiros sintomas da doenca (mancha azulada)e8lghaet al. (2013), avaliando a eficacia
de fungicidas, verificaram que a aplicacdo antesndaulacdo conR. areola reduziu a
severidade da doenca, evidenciando assim a neadsgil@ realizar o controle preventivo da
doenca.

A preocupacéao da sociedade com a producédo de atimerfibras sem
a utilizacdo de defensivos agricolas ou com a m@woleertificada, onde existe a garantia de
que os defensivos agricolas foram utilizados addauante, demanda outras estratégias de
controle. Dentre as alternativas para o manejooga@hs, o controle biolégico, apresenta ser
uma ferramenta interessante, pois constitui umtcpragricola ecologicamente sustentavel
(MORANDI & BETTIOL, 2009). As espeécies do génefoichodermasao utilizadas com
sucesso no controle de fitopatégenos de solo,grenscapazes de proteger plantas por meio
de diferentes mecanismos de acdo (parasitismobi@s#i competicdo e inducdo de
resisténcia) e por colonizar eficientemente o satise o0 sistema radicular de varias espécies
de plantas (HARMAN et al., 2004; HARMAN, 2006; WO al., 2006; LUCON et al.,
2009). Além disso, esse género estd entre 0s M@WIBMOS mMais resistentes as toxinas e
produtos quimicos naturais e sintetizados pelo honecapazes até mesmo de degradar alguns

desses compostos, tais como hidrocarbonetos e oagat (HARMAN et al.,, 2004,
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HARMAN, 2006; WOO et al.,, 2006). Outra importantaracteristica desse género é que
muitas de suas linhagens sdo produtoras prolifleassporos e de antibioticos (WOO et al.,
2006; LUCON, 2009). Apesar do enfoque ecolégicolampnte difundido pela sociedade, a
politica agricola ainda encontra-se incipiente ne sg refere a expansao de praticas agricolas
alternativas e ecologicamente sustentaveis. Apdaacomprovacdo qudrichoderma é
eficiente, pratico e seguro agente de biocontrgey uso agricola ainda é restrito
(MACHADO et al., 2012). Na cultura do algodoeircg@icacao foliar ddrichoderma viride
reduziu a severidade da Mancha de ramularia, tgunemdo foi aplicado isolado ou em
associacao a fungicida (DUARTE et al., 2007; FRE3T& al., 2007).

Entretanto, a simples substituicdo de um produtimigo por um
biolégico ndo € a opcdo mais adequada, mas sirsemndelvimento de um sistema de manejo
integrado que inclua: a) controle de plantas vdlias no periodo de entressafra, visando a
reducdo do indculo inicial; b) plantio na épocaoreendada para a regido de cultivo; c)
utilizacdo de genotipos tolerantes ou resistent@seaca; d) monitoramento dos sintomas da
doenca, visando a utilizacdo do método de conaadguado; e e) utilizacdo de fungicida e de
agentes de biocontrole, conforme a recomendacatalsiacante. Dessa forma, o manejo

integrado de doencas deve ser parte do sistematmodo algodoeiro.
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3) Material e Métodos
3.1) Local

Os ensaios em laboratério e casa de vegetacdo fmyaduzidos no
Laboratério de Microbiologia Ambiental e casas @gatacdo da Embrapa Meio Ambiente,
localizado no municipio de Jaguaritna, Estado de Baulo. A extracdo de DNA e
sequenciamento do isolado IMA244 foi realizada nabdratério de Bioquimica
Fitopatoldgica, do Centro de Pesquisa e Desenvehtion Sanidade Vegetal (CPDSV), do
Instituto Biolégico de Sao Paulo (IB), Sdo PaulB, 8s ensaios a campo na safra 2011/2012
foram conduzidos na Fazenda Indiana, Municipio é® ®esiderio, Bahia; na Area
Experimental da Cooaleste, Municipio de Primavevaléste, Mato Grosso e na Area
Experimental da Fundacédo Goias, Santa Helena disGGbias. O ensaio a campo na safra
2012/2013 foi conduzido na SLC Agricola, Fazendan®&tite, Municipio de Sapezal, Mato

Grosso.

3.2) Obtencéao e cultivo dos isolados d areola

Os isolados IMA244 e IMA237 dBR. areolaforam cedidos pelo Dr.
Rafael Galbieri (Instituto Matogrossense do Algoda®A MT) e o isolado 44 pelo Dr.
Yeshwant RMetha (IAPAR). Esses isolamentos Be areola foram obtidos de plantas de
algodoeiro nos municipios de Montividiu, GO, Pedpaeta, MT e Ipameri, GO,
respectivamente. Os isolados fungicos foram repg&dcultivados em extrato de malte 2% a

temperatura de 25 °C, sob luz fluorescente, compéafodo de 12 h. Apos sete dias foi
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adicionado 2 mL de agua destilada e esterilizadane o auxilio de alca de Drigalski foi
realizada a raspagem da superficie do meio deraufisando a liberacdo dos conidios. A

suspenséo de conidios foi ajustada pafadfidios mtt, com auxilio de hemacitémetro.

3.3) Avaliacdo do efeito de meios de cultura no @emento micelial e

esporulacdo deR. areola isolado IMA 244.

Para avaliar o crescimento micelial e a esporulde®t areolaforam
utilizados os seguintes meios de cultura: V8 —ml0de V8, CaC®2 g, agar 20 g e agua
1000 mL; extrato de malte (EM) — extrato de malleg2 &gar 20 g e 4gua 1000 mL; Batata-
dextrose-agar (BDA) — 18 g de BDA (Neogen CorporgtiLansing, Michigan) em 1000 mL
de agua destilada; Kirchoff modificado (KMM) — dexge 30 g, asparagina 0,5 g, sulfato de
potassio 1,0 g, sulfato de magnésio 0,5 g, agay @aL000 mL de agua destilada; dextrose-
peptona-agar (DPA) — dextrose 10 g, peptona 2 gPKK0,5 g, MgSQ.7H:0O 0,5 g, 4gar 20
g e 1000 mL de agua destilada; meio de arroz (M&jrez triturado 15 g, peptona 20 g, agar
20 g e 1000 mL de agua destilada; meio de arrozfivadbo (MAM) - arroz triturado 15 g,
agar 20 g, e 1000 mL de agua destilada. Para oocdatcada placa de Petri de 9 cm de
didmetro, contendo os meios de cultura, foi trargfeum disco com as estruturas do
patégeno. O fungo foi incubado por 28 dias a teatpeat de 25 °C, sob condi¢cdo de luz
continua. As avaliacfes foram realizadas aos 72114, 28 dias de cultivo. Para determinar o
crescimento micelial foi mensurado o diametro dérda com o auxilio de uma régua. O
delineamento experimental foi inteiramente casadbz sendo utilizadas 10
repeticbes/tratamento. A esporulacao foi avaliaa/ae 14 dias de incubacao.

3.4) Producéo de conidios dR. areola isolado IMA244 em meio de arroz.

Para as producdo de conidios, 100de uma suspensédo de conidios
(1x1® conidios mtY) do fungo foram transferidos para o meio de calti8 e incubado por
sete dias, sob luz continua e temperatura de 2B5€s sete dias foi obtida uma suspenséo de
conidios para a realizacdo dos estudos que fotagdmspara a 1xf0conidios mt!. Para
preparar o meio de cultura, 100 g de gréos de &ranlocado de molho em &gua por 12 h,
apos este periodo foi retirado o excesso de agmaocauxilio de uma peneira e 0 arroz foi
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acondicionado em sacos plasticos de polipropileando adicionado ou ndo 1% de dextrose.
O arroz foi autoclavado por duas vezes a 121 °G@tanl durante 20 minutos. Para cada 100 g
de arroz esterilizado foi adicionado 2@0da suspens&o de 1¥1€bnidios mi* deR. areola

O fungo foi cultivado a 25 °C, com fotoperiodo d&H O delineamento experimental foi o
inteiramente ao acaso, com por quatro repeticd@s. tratamentos consistiram de: 1R-
areolaisolado IMA 244 cultivado em grdos de arroz + desdér (1%) por sete dias; 2R-
areolaisolado IMA 244 cultivado em gréos de arroz poeskas; 3 -R. areolaisolado IMA
244 cultivado em gréos de arroz + dextrose porid4; d4 —R. areolaisolado IMA 244
cultivado em graos de arroz por 14 dias; B. areolaisolado IMA 244 cultivado em gréos de
arroz + dextrose por 21 dias; @R~ areolaisolado IMA 244 cultivado em gréos de arroz por
21 dias; 7 R. areolaisolado IMA 244 cultivado em graos de arroz + desgrpor 28 dias; 8 —
R. areolaisolado IMA 244 cultivado em gréos de arroz podiz.

Apoés o periodo de incubac&do, uma amostra de 10ggédes de arroz
colonizado foi adicionada a 90 mL de agua destikstarilizada com 0,1% de Tween 80. As
amostras foram acondicionadas em agitador orbival G0 minutos a 150 rpm. Apos a
agitacdo, as amostras foram colocadas em banhdtrdesam com frequéncia de 40 kHz,
durante 5 minutos. Foi coletada uma aliquota da eadostra e determinada a concentracao

de conidios, com o auxilio de um hemacitbmetro.

3.5) Avaliacao de germinacao de conidios de isoladdeR. areolain vitro.

Para a avaliacdo da germinacéo de conidios, aansoitos IMA244,
IMA237 e 44 deR. areolaforam cultivados em meio de cultura extrato detenalurante sete
dias a temperatura de 25 °C. Para a quantificag&gedninacdo de conidios, uma gota de 10
pL da suspenséo de conidiosRlieareolafoi adicionada a placas de petri contendo meio de
cultura extrato de malte e incubados a temperateirds °C. As avaliacdes foram realizadas
apos 7, 9, 11, 13 e 15 horas. Para a paralizac@erdainacdo, foi adicionada uma gota de

lactofenol. As placas de Petri foram examinaddgatido microscopio optico (400x).
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3.6) Extracao de DNA e sequenciamento do isolado 244 deR. areola

Para a extracdo do DNA do isolado IMA244 foi uéilito o protocolo
CTAB (DELLAPORTA et al., 1983). A reacao em caddampolimerase (PCR) foi realizada
utilizando os pares de primers ITS 1 (5-TCCGTAGERRECTGCGGS-) e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). Para a PCR foram utilizzed 1 uL de DNA total
extraido, 1QuL de tampao da enzinfaoTaqDNA polimerase (Promega®), o MgCI2, 1
puL dNTP, 1uL de cada primer e 0i. de GoTagDNA polimerase (Promega®), ajustando-se
0 volume da reacgéo para p0 com &gua ultra pura. O regime utilizado no tericiador foi
de 94 °C por 2 min., 40 ciclos de 94 °C por 15 sdgs, 54 °C por 30 segundos, 72 °C por 30
segundos, finalizando-se o processo com 72 °C poindtos (DELLAPORTA et al., 1983).
Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizadon gel de agarose corado com
brometo de etidio e observado sob luz UV. O prodmglificado foi submetido a reacéo de
sequenciamento com nucleotideos marcados, utiizandequenciador automatico ABI377
(Applied Biosystems). As sequéncias de nucleotidieosolado IMA224 foram comparadas
com as sequéncias depositadas no site do NaticeraeCfor Biotechology Information -
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

3.7) Avaliacdo do comportamento de gendtipos de aldoeiro a mancha de

ramularia em telado.

Visando avaliar o comportamento dos genétipos DIB6GEMT 705,
CNPA MT 2009-1381, CNPA GO 2009-204, CNPA GO 20288, CNPA GO 2008-1266,
CNPA GO 2008-1271 e CNPA GO 2007-419 a mancha meleaia, plantas de algodoeiro
foram cultivadas em vasos plasticos de 5L, contemda mistura de solo e esterco (10:1). O
solo foi coletado numa area de mata da fazendarimygr@al da Embrapa Meio Ambiente,
Jaguaritna, SP. A adubacéo do solo e a correcacalzdrio foram realizadas com base nos
dados da andlise de solo. As plantas foram mang@dadelado com reducédo de 25% da
luminosidade. A irrigagéo, por meio de micro-aspess, foi realizada duas vezes ao dia. Para
multiplicacdo do patégeno, 100 de uma suspensdo de conidios®(tOnidios mtY) do
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isolado IMA244 foi transferida para o meio de crdtextrato de malte (2%). A cultura foi
incubada durante sete dias, sob luz continua ectatpa de 25 °C. Depois deste periodo, foi
obtida uma suspens&o de conidios a qual foi ajsiach 16 conidios mt! para inoculacdo
das plantas de algodoeiro com 30 dias ap0s a semaeadiks plantas de algodoeiro foram
inoculadas com a suspensdo de indculo do isoladd 24 através de pulverizacdo da
superficie das folhas até o ponto de escorrimehtoavaliacbes da severidade da doenca
foram realizadas aos 15, 20, 30 e 40 dias apé®ailacao, utilizando a escala de notas
variando de 0,05 a 67,20% de severidade (AQUIN&. €2008b). Foram avaliadas 10 plantas
por repeticdo. Com os resultados de severidadenfoedculadas as areas abaixo da curva do
progresso da severidade (AACPS). O delineamenteremental foi inteiramente ao acaso,

composto de trés repeticoes.

3.8) Avaliacdo do comportamento de cultivares a manchaedramularia na

safra 2011/2012.

Os gendtiposCNPA GO 1381, CNPA GO 419, BRS 293, BRS 272,
CNPA GO 1265 e FMT 708le algodoeiro visando avaliar o comportamento achreare
ramularia foram cultivados nos municipios de Priemawdo Leste, MT, Sdo Desiderio, BA e
Santa Helena de Goias, GO. Os tratamentos coasiseém parcelas tratadas e néo tratadas
com fungicidas. As aplicacdes do fungicida Emeralddose 0,5 L haforam realizadas aos
25, 40, 55, 70, 90, 105 e 120 DAE (dias ap0s a géneia). As avaliacdes da severidade da
doenca foram realizadas durante todo o ciclo daireylutilizando a metodologia descrita por
Aquino et al. (2008b). Com os resultados de seadddforam calculadas as AACPS.
Adicionalmente foi avaliada a produtividade. A macexperimental foi constituida de quatro
linhas de cinco metros, sendo o espacamento eminasl de 0,9 m. O delineamento

experimental foi o de blocos ao acaso, composteédaepeticoes.
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3.9) Avaliacao do efeito de agentes de biocontrole na meha de ramularia
na safra 2011/2012.

Visando avaliar o efeito de agentes de biocontrmecontrole da
mancha de ramularia, foram utilizados os seguintedutos: Trichodermil SC (1,0 kg Rae
Trichodermil SP (0,1 kg h4a base dd@richoderma harzianupQuality WG (0,1 kg hd) e
Trichodermax (0,2 kg h§ a base d@richoderma asperellunBacillus subtilis(0,1 kg ha) e
Clonostachys rose40,2 kg ha). Os experimentos, foram conduzidos nos municipies
Primavera do Leste, MT e S&o Desiderio, BA, comesgtaras em 15/12/2011 e 17/01/2012,
respectivamente. A cultivar de algodoeiro utilizéoiagFM 951LL. Os tratamentos consistiram
em parcelas tratadas com os agentes de bioconfiolgjcida Emerald (0,5L h e
testemunha. As pulverizacdes foram realizadas &pgd@ 55, 70, 90, 105 e 120 DAE. As
avaliacOes da severidade da doenca foram realiziatlaste todo o ciclo da cultura, utilizando
a metodologia descrita por Aquino et al. (2008b)pakcela experimental foi constituida de
quatro linhas de cinco metros, sendo o espacanestte linhas de 0,9m. O delineamento
experimental foi o de blocos ao acaso, composttréterepeticdes. Com os resultados de
severidade foram calculadas as AACPS. Também fdiaaa a produtividade, o rendimento
de fibra e a qualidade de fibras. A analise daidadé de fibra foi realizada no Laboratério de
Classificacao Visual e HVI da Associacao GoianaRiaslutores de Algodao (Agopa). O HVI
(High Volume Instrument), que da nome a essa an&i® equipamento utilizado para medir
as caracteristicas intrinsecas da fibra do algatéssa forma, foram analisadas a resisténcia, o

comprimento e o0 micronaire.

3.10)Avaliacao do comportamento de cultivares a manchaedramularia na

safra 2012/2013.
Avaliou-se o comportamento de genétipos BRS 29NBA GO 423

de algodoeiro a mancha de ramularia, associadgdiGagio ou ndo de fungicida e ou de
agente de biocontrole. O ensaio foi conduzido naiaipio de Sapezal, MT. O espacamento
entre linhas utilizado foi de 0,9 m. Os tratamentossistiram em parcelas tratadas e nao
tratadas com o fungicida Emerald na dosagem de Bzl e de parcelas tratadas e n&o
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tratadas com o agente de biocontrole Quality W@asagem de 0,1 kg fiaAs pulverizacdes

foram realizadas aos 25, 40, 55, 70, 90, 105 eARH. As avaliagcbes da severidade da
doenca foram realizadas durante todo o ciclo dareylutilizando a metodologia descrita por
Aquino et al. (2008b). Com os resultados de seamddadforam calculadas as AACPS e

adicionalmente foi avaliada a produtividade..

3.11) Analise dos resultados.

Os resultados obtidos foram analisados empregan@®AS System
Software Package, version 8. Os dados foram suthosedi andlise de variancia e submetidos
ao teste de Tukey e ao teste t, ambos com 5% talphoade P < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo de meios de cultura

O isolado IMA244 d&. areola,quando cultivado por 28 dias em meio
de cultura extrato de malte (2%), V8 e BDA, aprésem crescimento micelial de 1,50 cm,
1,46 cm e 1,41 cm, respectivamente. Estes meiosutleras diferiram estatisticamente,
quando comparados com os demais meios (Tabelaefjun8o Crous (2007), o meio de
cultura extrato de malte (2%) é recomendado paealizacdo de estudos morfologicos de
fungos do géneravlycosphaerella pois as caracteristicas da colénia e a morfolatga
ascosporos sao geralmente consistantegro. Menten & Marques (1979) verificaram que o
isolado deRamularia tulasneapresentou o maior crescimento micelial em BDA.

Quando analisado o efeito no meio de cultura ndyp&o de conidios
do isolado IMA244, verificou-se que o0 meio de cdtextrato de malte (2%), aos sete dias de
incubacéo a 25 °C, apresentou a esporulacdo dé éaaltlios mt* (Tabela 2). Enquanto que
aos 14 dias de incubacéo, apresentou a esporulacrl( e 3x10 conidios mt! quando
cultivados nos meios de cultura extrato de mal#)(2 DPA, respectivamente. Menten &
Marques (1979) verificaram que o isoladoRletulasneapresentou a melhor esporulagdo em
meio de cultura BDA, apos 16 dias de incubacédo duaualtivado a 25 °C, independente do

regime de luz.
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Tabela 1. Efeito do meio de cultura no crescimento micel@h) de Ramularia areola

isolado IMA244 aos 7, 14, 21 e 28 dias de incubacéo.

Meio de cultura*

Crescimento micelial (cm)

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
V8 0,30bc 0,69a 1,13abc 1,46a
EM 2% 0,31b 0,74a 1,30a 1,50a
BDA 0,51a 0,71a 1,21ab 1,41a
KMM 0,19bc 0,63ab 1,01bc 1,16b
DPA 0,26bc 0,63ab 0,96¢ 1,16b
MAM 0,14c 0,54ab 1,08bc 1,34ab
MA 0,24bc 0,38b 0,50d 0,53c
CV (%) 25,1 18,4 8,7 7,7

*Meios de cultura: V8, BDA = batata-dextrose-agéMM = kirchoff modificado DPA =
dextrose-peptona-agar, MAM = meio de arroz modiftce MA = meio de arroz. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo testeyTai5% de probabilidade.

Tabela 2. Efeito do meio de cultura na producédo de conidefamularia areolaisolado

IMA244 aos 7 e 14 dias de incubacéao.

Meio de cultura*

Concentracao de conidios (conidios mi)

7 dias 14 dias

V8 4x10ab 2x10ab
EM 2% 1x16a 5x10a

BDA 6x107ab 2x10ab
KMM 6x10% 9x1Cb
DPA 4x10ab 3x10a
MAM 7x10° 4x10c
MA 6x10% 9x1Cb
CV (%) 5,1 2,38

*Meios de cultura: V8, BDA = batata-dextrose-ag&v)M = kirchoff

modificado DPA = dextrose-peptona-agar, MAM = mé@Arroz modificado e MA = meio

de Arroz. Médias seguidas pela mesma letra naaedifepelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.
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Analisando o grdo de arroz esterilizado como meicultura para producdo de inéculo do
fungo, observou-se que a maior esporulacéB.dmeolaisolado IMA244 foi obtida em meio
de cultura de gréo de arroz, seguido do grao @z aom 1% de dextrose (Tabela 3). Quanto
ao periodo de cultivo, foi verificado que aos 28sdo isolado IMA244 apresentou a maior
producao de conidios. Entretanto, Suassuna (2@d8icou que o isolado Ra062 &e areola
apresentou maior esporulacdo em arroz, quandovadidti durante sete dias. Esse meio de
cultura, além da facilidade de obtencdo, € utitizagra fermentacdo de agentes de biocontrole
(LUCON et al., 2009). Também se deve consideraixobcusto e a facilidade de obtencdo do

ingrediente constituinte do meio de cultura.

Tabela 3. Efeito do meio de cultura de arroz e do periodindebacéo (7, 14, 21 e 28 dias)

na esporulacéo (conidio ml.deRamularia areoldsolado IMA244.

L Concentracéo de conidios (conidios mt)
Incubacéo (dias)

Arroz + Dextrose Arroz
7 6,5x10c 1,6x10b
14 5,3x10c 5,3x10b
21 2,0x10b 2,9x10b
28 8x10a 3,3x16a
CV (%) 17,4 17,7

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem esfe Tukey a 5% de probabilidade.

Avaliacdo da germinacao de conidios dR. areolain vitro

Os isolados 44, IMA244 e IMA237 dR. areolaapresentaram 84,1%,
79,3% e 81,9% de germinacéo de esporos apos 1ibudmcao, quando cultivados em meio
de cultura extrato de malte (Tabela 4). Os conid®R. areolagerminaram apés 12 h da
inoculacdo em folhas de algodoeiro (RAHTAIAH, 19TAJRVELO, 2009). Brunelli et al.
(2005) verificaram que sob alta umidade relativaneperatura entre 28 e 32 °C a germinagéo
dos esporos d8tenocarpella macrosporacorre entre 12 el5 h, apds a sua deposicdo em

folha de milho. Segundo Lopez & Pereira (2010)atbgenaColletotrichum gloeosporioides,
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apos 24 h de inoculacdo sobre folhas do ecétipaellpinha Annona squamosd..),
apresentou 80% de germinacédo e 50% de formacagprdssarios, sendo que apos 48 h se

verificou sintomas da doenca..

Tabela 4.Germinacado de conidios dos isolados 44, IMA244 A B37 deRamularia areola

Germinagao (%)

Incubacéo (h)

44 IMA244 IMA237

7 6,3d 7,1le 0,0d

9 24,9c 20,9d 0,0d
11 49,3b 48,2c 18,6¢
13 60,0b 62,1b 50,6b
15 84,1a 79,3a 81,9a

Cv 9,5 5,7 11,7

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem esfe Tukey a 5% de probabilidade.

Identificagdo molecular do isolado IMA244

Com relacao a identificacdo molecular do patégémoserificado que
o isolado IMA244 deR. areolaapresentou 99% de similaridade quando comparadoasom
sequéncias da regido ITS 1 Mycosphaerella areolexistentes no National Center for

Biotechology Information (NCBI).

Avaliacdo de gendtipos em telado

Houve interagdo entre gendtipo x isolados de Ramu(@<0,001).
Assim, foi verificada a variacdo de gendtipos qoaat resisténcia e suscetibilidade ao
patogeno. Também foi verificada a existéncia de@pidade de isolados com relacdo aos
genotipos, sendo que o isolado IMA244 foi mais sgju® em alguns genotipos e o isolado
IMA237 em outros. Nos gendtipos de algodoeiro itedos com os isolados IMA244 e
IMA237 deR. areola observou-se que todos diferiram significativaraesiitre si (Tabela 5).
Os gendtipos de algodoeiro LD CV 03, BRS 336, IAB2031 e IMA CD 03-1661
apresentaram os maiores indices de AACPS da malectemularia (45,03 a 36,58), quando

comparados com os demais tratamentos, demonstedtadsuscetibilidade a doenca. Lima
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(2007), estudando o comportamento de genotipos rechmmade ramularia verificaram que
Delta Opal, Makina e Sure Grow 821 foram suscetied®. areola,sendo que os materiais
Delta Penta e Deltapine Acala 90 foram mais resisse Galbieri (2008), testando varios
gendtipos em diferentes regides no Brasil nos agwgolas de 2004/2005 e 2005/2006,
também observou que as cultivares Delta Opal e Makbram suscetiveis a mancha de
ramularia, com destaque para a cultivar Makina ajpesentou altos indices da doenca em

locais favoraveis ao desenvolvimento do patégeno.

Tabela 5. Efeito de gendétipos de algodoeiro na area abaiocutva do progresso da

severidade, quando inoculados com os isolados IMAE2IMA 237 deRamularia areola

L IMA 244 IMA 237
Genotipo
LD CV 12 181,8gB 221,4deA
CNPA GO 2006-174 155,9gA 116,7hB
FM 993 193,49A 179,5fgA
IAC 08/90 214,1fgA 200,4efA
NUOPAL 242,8efA 221,6deA
PRGOA 03-231-04 184,4fgB 252,2cdA
DP 604 BG 277,7deA 252,7cdA
FMT 709 28,1iB 41,3iA
FM 910 95,5hB 214,0eA
BRS 2080 332,6cdA 162,3gB
IMA CD 05-8276 11,5i1A 5,2jB
CNPA 2007-419 17,8iA 13,2ijB
IPR Jatai 541,8aA 380,3bB
LD CV 03 480,3bA 508,2aA
BRS 336 385,9cA 366,1bA
IAC 08-2031 539,2aA 487,3aB
IMA CD 03-1661 523,6abA 257,7cB
FMT 705 22,3iIA 14,8ijB
CV (%) 9,17 5,6

Médias seguidas pela mesma letra minascula na @odumailscula na linha néo
diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os gendtipos IMA CD 05-8276 e CNPA 2007-419 aprissam 0S
menores indices de AACPS da Mancha de ramulari® @1.7,8, respectivamente) quando
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inoculados com o isolado IMA 244. Resultado semethdoi verificado com os genoétipos
IMA CD 05-8276, CNPA 2007-419 quando inoculados amiisolado IMA 237 (5,2 e 13,2,
respectivamente). Portanto, estes gendtipos deracast possuir a caracteristica de
resisténcia ao patdgeno, quando inoculados cosotados IMA 237 e IMA 244 dB. areola

e comparados aos demais gendtipos avaliados (TapelMaranha et al. (2002) verificaram
que dentre as 16 cultivares avaliadas a BRS Fapuesentou a maior resisténcia a mancha de
ramularia. Estudos realizados por Novaes et alllpOverificaram que a heranca de
resisténcia & mancha de ramularia € monogénica.

Cia et al. (2014), avaliando o comportamento dedtjeos a mancha
de alternaria, verificaram que os gendétipos IAC2081, FMT 709 e BRS 336 foram
resistentes a doenca. Enquanto que os genétipassmsietiveis foram FMT 705, IMA CD
08-12427 e DP 555 BG RR. Os autores ressaltanco pstencial do uso de cultivares que
apresentaram suscetibilidade, em ambientes sabidenpeopensos a incidéncias severas
dessa doenca.

Os resultados observados no presente trabalhoemifeyuanto a
suscetibilidade das cultivares quando comparadoadttaratura, indicando a importancia de
estudos em diferentes localidades considerandoriacéia da patogenicidade dos isolados

prevalente.

Avaliacdo de agentes de biocontrole

Observou-se interacdo entre tratamento x locad,(P1) quando se
avaliou a area abaixo da curva do progresso daidaste da mancha de ramularia. Somente o
tratamento fungicida, no Mato Grosso, diferiu esti@amente dos demais tratamentos.
Quando se avaliou o local, observou-se que houvermpeessdo da doenga no Mato Grosso,
onde para todos os tratamentos a severidade for mae na Bahia (Figura 1). Observa-se que
h& uma reducédo no progresso da doenca somente tataroento fungicida (Figura 2).

A aplicagao foliar de agentes de biocontrole enoddgiro cultivar
FM 951LL ndo apresentou diferenca estatistica pafisea abaixo da curva do progresso da
severidade (Tabela 6) e produtividade (Tabela dgndo comparado com o tratamento

testemunha. Somente o tratamento fungicida, no NEatsso, diferiu estatisticamente dos
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demais tratamentos. Esses resultados diferem doosipor Duarte et al. (2007) e Freitas et
al. (2007), os quais verificaram que a aplicacdmrfale T. viride reduziu a severidade da
mancha de ramularia, quando aplicado isolado ouaesociacdo a fungicida. Pesquisas
comprovam quérichodermaé eficiente, pratico e seguro quanto aos métodaspticacao,
biocontrole e promocéo de crescimento vegetal,ntanéo, na pratica a sua aplicacédo ainda &
restrita (MACHADO et al., 2012). Entretanto, ha eesidade de desenvolver mais estudos

para a mancha de ramularia.

Tabela 6.Efeito de agentes de biocontrole na area abaixuda do progresso da severidade
da mancha de ramularia em plantas de algodoeiftivasuFM 951LL cultivadas em

Primavera do Leste, MT e em Sao Desiderio, BA.

MT BA
Produto

Testemunha 2471,7aA 56,42aB
Trichoderma harzianumTrichodermil SC 2015,3aA 42.83aB
T. harzianum- Trichodermil SP 2237,5aA 43,08aB
Trichoderma asperellum Quality WG 2130,3aA 47,72aB
T. asperellum Frichodermax 2024,8aA 45,22aB
Bacillus subtilis 2067,3aA 51,00aB
Clonostachys rosea 2151,2aA 50,75aB
Fungicida 1269,3bA 23,33aB

CV (%) 9,12 30

Médias seguidas pela mesma letra mindscula naz@umailscula na linha nao diferem pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Quando analisado os parametros altura e peso déhoaflabela 7),
peso de 100 sementes (Tabela 8), rendimento de dillcomprimento da fibra (Tabela 9),
micronaire e resisténcia (Tabela 10) ndo houveadtifi@a estatistica entre os tratamentos, mas
houve diferenca entre localidades. Sendo que passeqtodos o0s parametros, 0 ensaio
conduzido no Mato Grosso apresentou ser diferest&isticamente quando comparado com o
ensaio conduzido na Bahia na safra 2011/2012.



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Severidade (%)

54

25

e Testemunha

e Trichodermil SC
Trichodermil SP

e Quality WG

e Trichodermax
Bacillus subtilis

Clonostachys rosea

55 76 92 108 123 140 155
Dias apds emergéncia (DAE)

Fungicida

Figura 1. Severidade da mancha de ramularia em plantagyddadiro tratadas com agentes

de biocontrole, Correntina, Bahidarichoderma harzianum(Trichodermil) e Trichoderma
asperellum(Trichodermax e Quality).
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Figura 2. Severidade da mancha de ramularia em plantagyddadiro tratadas com agentes

de biocontrole, Primavera do Leste, Mato Grosii@&hoderma harzianun{Trichodermil) e

Trichoderma asperellurfTrichodermax e Quality).
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Tabela 7. Efeito de agentes de biocontrole na altura (cmg d® peso de capulho (g) de

plantas de algodoeiro cultivadas em Primavera dtel T e Sdo Desiderio, BA.

MT BA MT BA
Produtos

Altura (cm) Peso de Capulho (g)
Testemunha 118,0aA 71,97aB 6,3aA 5,14aB
Trichoderma harzianumTrichodermil SC  125,7aA 67,13aB 6,1aA 5,16aA
T. harzianumTrichodermil SP 124,3aA 61,53aB 6,3aA 5,18aB
Trichoderma asperellumQuality WG 127,3aA 67,07aB  6,4aA 5,36aB
T asperellumTrichodermax 123,7aA 65,77aB 6,1aA 5,23aB
Bacillus subitilis 122,7aA 64,70aB 5,8aA 5,71aA
Clonostachis rosea 126,3aA 69,50aB 6,5aA 5,08aB
Fungicida 120,3aA 65,20aB  6,2aA 5,00aB

CV (%) 34 7 45 8,9

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula nanaodumailscula na linha néo diferem

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 8.Efeito de agentes de biocontrole no peso de ld@mses (g) e na produtividade de

algoddo em caroco (kg parcélade plantas de algodoeiro cultivadas em Primagleraeste,

MT e Sao Desiderio, BA.

MT BA MT BA
Produtos —
100 sementes (g)Produtividade kg parcela?
Testemunha 9,6aB10,53aA 3,12cA 1,53bB
Trichoderma harzianurfrichodermil SC  9,6aB 10,68aA 3,49bcA 1,60bB
T. harzianumTrichodermil SP 9,6aB 10,50aA 3,48bcA 1,68bB
Trichoderma asperelluruality WG 9,5aB 10,68aA 3,53bcA 1,57bB
T. asperellunTrichodermax 9,7aA 10,33aA 3,33bcA 1,73bB
Bacillus subitilis 9,5aB 10,96aA 3,35bcA 1,68bB
Clonostachis rosea 9,5aB 10,25aA 3,65abA 1,699bB
Fungicida 9,5aB 10,30aA 4,02aA 2,08aB
CV (%) 1,4 1,6 5,2

Médias seguidas pela mesma letra mindscula naz@umailscula na linha nao diferem pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade. .
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Tabela 9.Efeito de agentes de biocontrole no rendimentbbdas (%) e no comprimento da

fibra (pol) de plantas de algodoeiro cultivadas Fmmavera do Leste, MT e S&o Desiderio,

BA.
MT BA MT BA
Produtos - -
Rendimento (%) Comprimento (pol)
Testemunha 41,8aB  44,37aA 1,12aA 1,05aB
Trichoderma harzianurfrichodermil SC 42,0aA  45,21aA 1,13aA 1,05aB
T. harzianumTrichodermil SP 41,5aB 43,25aA 1,12aA 1,06aB
Trichoderma asperelluruality WG 41,6aA  44,04aA 1,11aA 1,03aB
T. asperellunTrichodermax 42 3aA  43,14aA 1,13aA 1,06aB
Bacillus subtilis 42,9aA 43,11aA 1,11aA 1,06aB
Clonostachis rosea 41,5aB 43,63aA 1,12aA 1,03aB
Fungicida 41,4aB  43,80aA 1,11aA 1,07aB
CV (%) 1,6 1,6 1,7 1,7

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula nana@umaidscula na linha ndo diferem

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 10.Efeito de agentes de biocontrole no Micronaire/foky e na resisténcia da fibra

(gf/tex) de plantas de algodoeiro cultivadas ermBvera do Leste, MT e S&o Desiderio, BA.

Produt MT BA MT BA
roautos Micronaire (mg/pol)  Resisténcia (gf/tex)
Testemunha 4,1bB 5,10aA 30,9aA  28,60aB
Trichoderma harzianurfrichodermil SC  4,7aA 5,00aA 31,2aA  29,70aA
T. harzianunTrichodermil SP 4,4abB 4,77aA 31,5aA 27,70aB
Trichoderma asperellur@uality WG 4 5abB 4 83aA 31,4aA  29,80aA
T. asperellunTrichodermax 4,3abA 4,73aA 32,1aA  27,93aB
Bacillus subtilis 4,3abB 4,77aA 31,0aA  29,37aA
Clonostachis rosea 4 5abA 4 93aA 30,6aA 27,87aA
Fungicida 4 5abA 4 90aA 30,9aA 28,90aB
CV (%) 3,6 3,2 1,3 3,2

Médias seguidas pela mesma letra mindscula naz@umailscula na linha nao diferem pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade.



28

Avaliacao de genatipos safra 2011/12

Nos ensaios conduzidos na safra 2011/2012, em S&wddio, o
gendtipo CNPA GO 1265 tratado com fungicida apresentou aomeeveridade quando
comparada com 0s demais tratamentos, entretarddoinerificada diferenca estatistica entre
os tratamentos (Tabela 11). Quando analisado oétiges tratados e nao tratados com
fungicidas somente os genoétipos BRS 293 e FMT fiigésantaram diferenca estatistica,
respondendo a aplicacéo de fungicida.

Nos ensaios conduzidos na safra 2011/2012, em S#eiena de
Goias os gendtipos CNPA GO 419, BRS 272 e CNPA @65 Japresentaram 0S menores
indices de severidade, ndo diferindo estatisticiengnando tratado ou ndo tratado com
fungicida. Demonstrando nestas condi¢cdes toleramtdeenca (Tabela 12). Entretanto, Os
gendtipos BRS 193 e FMT 701 apresentaram menorridade quando tratadas com

fungicidas.

Tabela 11. Area abaixo da curva do progresso da severidadeCPS) da mancha de
ramularia em genoétipos de algodoeiro tratados etr@@ados com fungicida em Desiderio,
BA.

- AACPS
Genotipo — —
Com fungicida Sem Fungicida

CNPA GO 1381 55,50aA 58,25abA
CNPA GO 419 20,66bA 67,50aA

BRS 293 15,83bB 83,00aA

BRS 272 14,41bA 39,57abA
CNPA GO 1265 15,65bA 11,38bA

FMT 701 15,83bB 63,16aA

Média 22,98 53,81

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na@@umaildscula na linha nao diferem pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 12. Area abaixo da curva do progresso da severidadeCPS) da mancha de
ramularia em gendtipos de algodoeiro tratados enad@mdos com fungicida em Santa Helena

de Goias, Goias.

" AACPS
Genotipo . —
Com fungicida Sem Fungicida

CNPA GO 1381 37,33cB 100,33cA
CNPA GO 419 17,50cA 12,83cA

BRS 293 697,67aB 1082,67aA

BRS 272 21,00cA 18,67cA
CNPA GO 1265 37,33cA 53,67cA

FMT 701 394,33bB 627,67bA

Média 200,86 315,97

Médias seguidas pela mesma letra mindscula naz@umailscula na linha nao diferem pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Nos ensaios conduzidos na safra 2011/2012, em Wemmalo Leste,
em cultivo safra, somente o gendtipo BRS 272 ndesaptou diferenca estatistica quando
tratado e nao tratado com fungicida. Os genétipgBA GO 419, CNPA GO 1265, BRS 293
e FMT 701 apresentaram os menores indices de dagterjuando tratadas com fungicidas
(Tabela 13). Estes dados demonstram que a aplicdgdoingicida associada a genotipo
tolerante contribuiu para reduzir a severidade @@nda. Entretanto, os maiores indices de
severidade foram verificados nos genotipos BRSe2BBIT 701.

Nos ensaios conduzidos na safra 2011/2012, em Wrmalo Leste,
em cultivo de segunda-safra, os genotipb?A GO 1381CNPA GO 419, BRS 272 e CNPA
GO 1265 nao apresentaram diferenca estatisticalqueatados e ndo tratados com fungicida
(Tabela 14). O gendtipo CNPA GO 1265 apresentoumesores indices de severidade.
Entretanto, os maiores indices de severidade forarificados nos genétipos BRS 293
(2305,57) e FMT 701 (1777,30) quando néo tratadas fangicida.

Cia et al. (2009) avaliaram 18 genoétipos em 33 mexm@ntos
instalados nas principais regides produtoras dedalg no Brasil e verificaram que 61% dos
genotipos apresentaram moderada a alta suscetdslid somente 29% foram classificados
como moderadamente resistentes a mancha de raam@agundo MONTEIRO (2002), a area

sob a curva de progresso da ramulose no algodagiresentou elevada correlacdo com a
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perda de rendimento de algoddo em caroco, senaouesa boa variavel para a estimativa dos

danos causados pela doenca.

Tabela 13. Area abaixo da curva do progresso da severidadeCPS) da mancha de
ramularia em gendtipos de algodoeiro tratados etnafados com fungicida em Primavera do

Leste, Mato Grosso (safra).

Genoti AACPS
enotipo Com fungicida Sem fungicida
CNPA GO 1381 67,20cB 209,4cA
CNPA GO 419 87,17cB 397,2cA
BRS 293 949,48aB 3203,5aA
BRS 272 88,28cA 132,3cA
CNPA GO 1265 43,42cB 182,1cA
FMT 701 685,83bB 2550,3bA
Média 320,23 1112,46

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na@@umaildscula na linha nao diferem pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 14. Area abaixo da curva do progresso da severidadeCPS) da mancha de

ramularia em gendtipos de algodoeiro tratados etnafamdos com fungicida em Primavera do

Leste, Mato Grosso (segunda-safra).

Genéti AACPS
enotipo Com fungicida Sem fungicida
CNPA GO 1381 45,73cdA 112,08cA
CNPA GO 419 86,50bA 123,92cA
BRS 293 974,5aB 2305,57aA
BRS 272 81,13bcA 86,33cA
CNPA GO 1265 37,38dA 82,17cA
FMT 701 990,33aB 1777,30bA
Média 369,26 747,89

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na@@umaidscula na linha nao diferem pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Cia et al. (2008) verificaram que as cultivares GNIPA 90 e BRS
Ipé apresentaram resisténcia a mancha de ramolastado de Sdo Paulo. Galbieri (2008)
verificou que o genodtipo CNPA CO 99-11612 na s&4/2005 e os genotipos IAC 03-
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2281, FMT 702, CNPA CO 00-337, COODETEC 410, EPAMMG5-78, FIBERMAX 966
na safra 2005/2006, apresentaram resisténcia aHdatecramularia.

Penzetti et al. (2013) verificaram que as linhagdasalgodoeiro
CNPA BA-2003-2059 e FMT 02102996 apresentaraméaeafe suscetibilidade, quando
inoculados com os isolados 13.2, 17.5 e 58.R.dareola Entretanto, foi verificado reacéo de
resisténcia para os demais isolados avaliadosetGah (2013), conduzindo ensaios a campo
em ltuverava-SP e Primavera do Leste-MT, verificaradicativo da ocorréncia de variacéo
genética do patdgeno. Segundo Rathaiah (1976})eessiacdo na agressividade dos isolados
de R. areola Girotto et al. (2013) recomendam que para a 8elele linhagens, deve-se
realizar a inoculacdo utilizando diferentes isofadie R. areola possibilitando assim a

obtenc¢éo de uma cultivar com ampla resisténciarchmde ramularia.

Avaliacao de genatipos safra 2012/13

Com base nos ensaios anteriores foram seleciommigenodtipos de
algodoeiro, sendo que a cultivar BRS 293 foi casrsida suscetivel e a cultivar BRS 272
resistente a mancha de ramularia. Quando analesa@daa abaixo da curva do progresso da
severidade, verificou-se que houve interacdo egadtipo x tratamento €09,001).
Verificou-se que as aplicacdes de fungicida e Quetduziram significativamente a AUDPC
em relacdo a testemunha, mas a reducéo com fuaddaidstatisticamente maior (Tabela 15).
Conforme esperado, observou-se ainda diferenc#isage entre os genadtipos, sendo que o
genotipo BRS 272 foi mais resistente a mancha dwilemia (Tabela 15). Na Figura 3,
observa-se que houve reducéo da taxa de prograstmedca com a aplicacdo de fungicida e
o produto Quality. Verificou-se que a cultivar BRI2 com a aplicagcdo de fungicida
apresentou a menor indice de severidade, mas, iféliu dlos tratamentos sem aplicacéo e
com aplicacdo deT. asperellum (Figura 3). Entretanto, estes tratamentos difierira
estatisticamente quando comparado com a cultiv& B83. Portanto, pode-se verificar que a
utilizacdo de cultivar resistente ou tolerante acha de ramularia, associado a outro método

de controle, como o biolégico, propiciou a redugaseveridade da doenca.
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Tabela 15. Efeito de genoétipos de algodoeiro tratados e matados com fungicidas e
Trichoderma asperelluniQuality WG) na area abaixo da curva do progresssaveridade

(AACPS) e na produtividade de algoddo em carocgékgeld) cultivados em Sapezal, MT.

AUDPC Produtividade
Tratamento BRS 293 BRS 272 BRS 293 BRS 272
Testemunha 2322,2aA 157,4aB 2,83aB 3,92aA
Quality 1806,2bA 136,7bB 2,55aB 3,64aA
Fungicida 1307cA 66,8cB 2,99aB 3,79aA
CV 7,3 6,6

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na@@umaildscula na linha nao diferem pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Com relacdo ao parametro produtividade, houveeatifg significante
(p<0,001) somente para o fator genoétipo, ou sejapieigente da aplicacdo dos tratamentos
ou nao, a produtividade da cultivar BRS 272 foi pemmaior que a cultivar BRS 293.
Verificou-se que os tratamentos com a cultivar BR3 sem e com aplicacdo de fungicida e
com aplicacdo d&. asperellumndo apresentaram diferenca estatistica entre as. qdando
comparado com os tratamentos composto pela culBRS® 293, verificou-se que houve
diferenca estatistica, ou seja, mesmo com a afticde fungicida e de agente de biocontrole,
a cultivar suscetivel apresentou menor produtivdadconsequentemente, maior severidade
da doenca. Por outro lado, o tratamento com fushgioeduziu em 43,72% a &rea abaixo da
curva do progresso da severidade (AACPS) e prapicoincremento de 14,86% em
produtividade, quando comparado com o tratamentoposta da cultivar BRS 293 sem
aplicagédo. Entretanto, ha necessidade de realstadas de viabilidade econdémica para se

recomendar o tratamento.
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Figura 3. Severidade da mancha de ramularia em plantasgielcdiro sem tratamento,
tratadas com agentes de biocontrdlechoderma asperellum Quality) e com fungicida,

Sapezal, Mato Grosso.

Segundo Cia et al. (2005), justifica-se a grandeoqipacdo da
cotonicultura nacional com respeito as doencas, uerm que estas constituem um dos
principais problemas da cultura em determinadagdesgdo pais, chegando a provocar
grandes perdas em cultivares suscetiveis. Bell1(18Ba que a forma mais eficiente de
controle da Mancha de ramularia é a utilizacdo diivares resistentes. Em alguns
experimentos realizados na india por Lakshmann @hyasekaran (1990), no qual avaliaram
1000 gendtipos de algodoeiro em campo e 58 emdeasagetacdo, obtendo respectivamente
16,6 e 27 % de gendtipos resistentes. Adicionaleeakistem trabalhos mostrando a
existéncia de gendtipos que se apresentaram cooreiaR. areola(AURANGABADKAR
etal., 1981; MUKEWAR et al., 1995; MUKEWAR & MAYEE001).

Os resultados obtidos no presente trabalho perméfmmar que a
utilizacdo de um Unico método de controle ndo @@o mais adequada para o controle da
Mancha de ramularia, mas sim o desenvolvimentoistiensa de manejo integrado onde se
deve incluir: a) Controle de plantas voluntariaspeoiodo de entressafra, visando a reducéao

do indculo inicial; b) Plantio na época recomendpalia a regido de cultivo; c¢) Utilizacao de
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cultivares tolerantes ou resistentes a doenca, tiigd¢do de fertilizantes e regulador de
crescimento para que as planta expresse o maxim@otencial produtivo, devido a
manutencdo da sanidade; e€) Monitoramento dos sast@a doenca, visando a correta tomada
de decisdo; f) Utilizacdo de fungicida e ou de &gate biocontrole, quando necessario,
conforme a recomendacédo do fabricante. Ou sejaarejm integrado de doencas deve fazer

parte do sistema produtivo do algodoeiro no Brasil.
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5. CONCLUSAO

1) Os meios de cultura Extrato de malte (2%), VBIRA sao
indicados para o cultivo dgamularia areola

2) Existe variagdo quanto ao comportamento dos tiperso de
algodoeiro a Mancha de ramularia.

3) Dos gendtipos avaliados a cultivar BRS 272 amiesi ser
resistente a doenca e a cultivar BRS 293 apressstaliamente suscetivel a doenca.

4) A utilizagdo de fungicida €richoderma asperellun{Quality WG)
propiciaram reducao da severidade da doenca emaridtiscetivel e resistente a doenca..

5) A integracédo dos métodos de controle é recontinpara o correto

manejo da mancha de ramularia do algodoeiro.
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